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RESUMO

AMORIM, Matheus Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015. Aspectos
cinéticos e termodinamicos da dispersao de quitosano em meios aquosos contendo
acido citrico ou acido latico. Orientador: Eduardo Basilio de Oliveira. Coorientadores: Alvaro
Vianna Novaes de Carvalho Teixeira, Afonso Mota Ramos, Jane Sélia Coimbra dos Reis e
Luis Henrique Mendes da Silva.

No presente trabalho, objetivou-se estudar a cinética de dispersao, a dispersibilidade maxima
e a variagcdo de entalpia de solu¢des aquosas acidas (acidos citrico ou latico) contendo
quitosano. Para isso, adicionou-se 1 g-(100 mL)" de quitosano as solugdes aquosas de
diferentes concentragbes dos acidos citrico ou latico (25 mM, 50 mM e 100 mM, para a
cinética, e 10 mM, 25 mM, 50 mM e 100 mM, para a dispersibilidade maxima). Nos
experimentos de cinética de dispersao, as dispersdes de quitosano foram deixadas sob
agitacao por hélice (270 rpm), em temperatura controlada de 25 °C, por 8 horas, no qual foram
retiradas 14 aliquotas, em tempos determinados, para quantificacdo do quitosano. Foi testado
o ajuste de trés modelos matematicos diferentes aos dados obtidos, sendo o modelo
C =C,(1 —exp(—ky-t)) + Cs(1 —exp(—kg - t) aquele que melhor se ajustou em todos os casos.
Nas analises de dispersibilidade maxima, observou-se que, para todas as concentracdes de
acido testadas, o quitosano apresentou maior dispersibilidade no acido latico do que no citrico.
No estudo da variagao de entalpia das dispersbes de quitosano, em funcédo da variagao da
concentracao de acido, observou-se que, para a adicao de acido citrico, a variagao de entalpia
(AH) foi exotérmica (~-120 kJ-mol') até a concentragcdo de =17 mM do &acido, sendo
ligeiramente endotérmico (~2,5 kJ-mol™) entre ~17 mM e 75 mM, a partir do qual AH=~0. Para
o acido latico, o AH foi de =-40 kJ-mol, entre as concentracdes de 0 mM e 52 mM. Apds
essa concentracdo, praticamente ndo houve mais trocas de calor perceptivel (AH=O0).
Adicionalmente, avaliou-se a condutividade elétrica dos sistemas contendo agua ou agua +
quitosano [1 g-(100 mL)"], em fungdo da concentragao de acido adicionado (citrico ou latico).
Observou-se que, para o acido citrico, a condutividade elétrica mantinha-se praticamente
constante até concentracdo acida de =15,7 mM, enquanto que, no &cido latico, a
condutividade praticamente n&o se alterou entre os sistemas com ou sem quitosano. Desses
resultados, levantou-se a hipétese de que os ions citrato, liberados pelo acido citrico, aderem
a dupla camada elétrica das particulas de quitosano, reduzindo as repulsdes eletrostaticas
entre elas, o que explicaria os resultados obtidos. A fim de testar a hipétese levantada, avaliou-
se o potencial 7 das particulas de quitosano nas solugdes dos acidos citrico ou latico (10 mM).
Dessa forma, observou-se que os valores de potencial { foram de =+28,5 mV e de
~+52,1 mV, para os acidos citrico e latico, respectivamente. Dessa forma, comprovou-se que
os ions citrato aderem as particulas de quitosano, reduzindo sua dispersibilidade.
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ABSTRACT

AMORIM, Matheus Lopes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2015. Kinetic and
thermodynamic aspects of chitosan dispersion in aqueous media containing citric acid
or lactic acid. Adviser: Eduardo Basilio de Oliveira. Co-advisers: Alvaro Vianna Novaes de
Carvalho Teixeira, Afonso Mota Ramos, Jane Sélia Coimbra dos Reis and Luis Henrique
Mendes da Silva.

The aim of this work was to study the dispersion kinetics, the maximum dispersibility and the
enthalpy change of acid aqueous solutions (citric or lactic acid) containing chitosan. For this
purpose, it was added chitosan [1 g-(100 mL)"'] to aqueous solutions of different
concentrations of lactic or citric acid (25 mM, 50 mM and 100 mM for dispersion kinetics, and
10 mM, 25 mM, 50 mM and 100 mM for maximum dispersibility). In the dispersion kinetic
experiments, the chitosan dispersions were left stirring for propeller (270 rpm) at controlled
temperature of 25 °C for 8 hours, at which 14 aliquots were removed at certain times, to
quantify the chitosan. Three different mathematical models were fitted to the data obtained,
and the model € = C,(1 — exp(—k, - t)) + Cz(1 — exp(—kg - t), was the best fit in all cases. In the
analyzes of maximal dispersibility, it was observed that for all acid concentrations tested,
chitosan showed a higher dispersibility in lactic than citric acid. In the study of the enthalpy
variation of chitosan dispersions due to the variation of the acid concentration, it was observed
that for the addition of citric acid, the change of enthalpy (AH) was exothermic
~-120 kJ-mol") until the acid concentration ~17 mM. It was was slightly endothermic
(2,5 kd-mol") up to a concentration of 75 mM, when AH=~0. For lactic acid, the AH was
~-40 kJ-mol' between concentrations of 0 mM and 52 mM. After that, there were no more
heat exchanges (AH=0). In addition, we evaluated the electrical conductivity of systems
containing water or water + chitosan [1 g-(100ml)"], depending of the concentration of added
acid (citric acid or lactic acid). It was observed that, for the citric acid, the conductivity remained
virtually constant until the acid concentration =15,7 mM, whereas the lactic acid, the
conductivity hardly changed between systems with and without chitosan. From these results,
we raised the hypothesis that the citrate ions, released by citric acid, adhere to the electrical
double layer of particles of chitosan, reducing the electrostatic repulsion between them, which
would explain the lower maximum dispersibility and the constancy of initial conductivity to citric
acid. To test this hypothesis, we evaluated the { potential of the particles of chitosan in
solutions of citric or lactic acids (10 mM). Thus, it was observed that the ¢ potential values
were =+28.5 mV and =+52.1 mV to citric and lactic acids, respectively. Therefore, it was found

that the citrate ions adhere to particles of chitosan, reducing its dispersibility.
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1. INTRODUGAO - PROBLEMATICA CIENTIFICA

O quitosano é um importante biopolimero derivado de subprodutos da industria
alimenticia, o qual encontra hoje uma grande gama de aplicagdes biotecnolégicas, tais como
excipiente para liberacao controlada de substancias bioativas, material para a fabricacao de
préteses 0sseas e dérmicas, suporte para a imobilizacdo de enzimas e a fabricacéo de filmes

antimicrobianos e antioxidantes.

Pode ser encontrado na parede celular de alguns fungos Zigomicetos, mas
industrialmente, € obtido por meio da reagdo de desacetilagdo da quitina, polissacarideo de
alta massa molar extraido de residuos de carapacas de artropodes processados pela industria
pesqueira, como camardes, lagostas e caranguejos. S6 no ano de 2012 foram produzidos
~13 milhdes de toneladas de crustaceos no mundo entre aquicultura e capturados, gerando
~9 milhdes de toneladas de residuos. No mesmo ano, o Brasil produziu ~70 mil toneladas de
crustaceos por aquicultura, o que gerou ~49 mil toneladas de residuos (FAO, 2015; FAO,
2014). Esses numeros demonstram a relativa facilidade de obtencdo de quitosano em

abundancia.

Grande atencéo € dada pela comunidade cientifica e pela industria biotecnolégica ao
quitosano devido a, entre outras propriedades, seu efeito hipolipidémico. No intestino, o
quitosano interage com os sais e acidos biliares, precipitando e formando agregados com
acidos graxos, triglicérides, colesterol e quaisquer outras espécies quimicas ali presentes e
passiveis de interagir com esses compostos. Dessa forma, uma parte consideravel desses
lipidios adsorvidos é excretada sem ser metabolizada. Em razdo dessas propriedades
fisioldgicas, uma variedade de produtos “nutracéuticos” (quitosano em capsulas) existe hoje
no mercado [Chitosan® (Tiaraju); Quitosana 500° (Sterm Pharma); Quitosana® (Probiética)],
com alegagdes que vao desde “redutor dos niveis de colesterol no sangue’ até
“emagrecedor”. Apesar disso, a incorporagao direta de quitosano em produtos alimenticios
acidos é dificil e ainda ndo é usual. Em alimentos, esse biopolimero poderia ter dois papéis
simultdneos: o primeiro seria técnico-funcional, como agente espessante/estabilizante em
substituicdo a outros polissacarideos utilizados com esse fim (gomas xantana e guar etc.); o
segundo seria um papel biofuncional, devido a sua capacidade de restringir a

biodisponibilidade de lipidios no trato gastrointestinal.

Contudo, para que as propriedades funcionais do quitosano sejam exploradas em
formulagdes alimenticias, primeiramente ele deve ser disperso no meio em que se deseja
aplica-lo. Apesar de insolivel em agua, os grupos amino existentes na estrutura molecular do
quitosano |he permitem adquirir carga positiva em meios aquosos acidos

(RNH, + H* 5 RNH; %), e, assim, se dispersar. Diferentes fatores intrinsecos e extrinsecos
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afetam o equilibrio dispersao/agregacao do quitosano como, por exemplo, seu grau de
desacetilacdo (% médio de grupos amina nao acetilados), sua granulometria (distribuicdo de
tamanhos iniciais das particulas sélidas), pH, temperatura e forga ibnica do meio, etc. A
maioria desses fatores foi considerada em estudos; entretanto, de acordo com nossa analise
da literatura da area até entdo, alguns fatores que influenciam a dispersibilidade do quitosano
em meios aquosos ainda carecem de estudos especificos, como, por exemplo, o papel do tipo

de acido utilizado.

Em estudos exploratérios preliminares conduzidos por nossa equipe, observou-se
haver uma grande diferencga, tanto na concentracdo maxima de quitosano dispersivel quanto
nas caracteristicas reolégicas dessas dispersdes aquosas, segundo se utiliza acido latico ou
citrico. Com o primeiro, o quitosano se dispersou em concentracoes até 3 % m/V, apds
algumas horas sob agitacdo por hélice, mesmo em baixas concentragdes desse acido
(1 % m/V). Ja com o ultimo, também a 1 % m/V, o quitosano ndo apresentou dispersibilidade
detectavel por métodos gravimétricos. (AMORIM, 2012). Isso nos sugeriu que nao basta
haver protonacdo dos grupos amina para que o0 quitosano se torne dispersivel em meio

aquoso; deve haver alguma contribuigdo especifica do contra-ion do acido empregado.

Esses resultados foram, todavia, empiricos e qualitativos. Para melhor compreender
os fatores fisico-quimicos e moleculares que levam a essas diferencas, sdo necessarios
estudos cinéticos e analises instrumentais mais elaboradas do quitosano em solucdes
aquosas desses acidos. Essa abordagem mais rigorosa € indispensavel para determinar se
um dado meio que dispersa o quitosano mais rapido seria também, necessariamente, um
meio capaz de dispersar concentracdes mais elevadas desse polissacarideo, além de trazer
uma melhor compreensio dos aspectos moleculares da dispersdo do quitosano em meios

aquosos.

Diante disso, o objetivo deste projeto de pesquisa foi tentar compreender como os dois
acidos organicos alimentares supracitados afetam de forma diferente a dispersdao do
quitosano em meio aquoso. Em especifico, propds-se avaliar a cinética de dispersao, a
dispersibilidade maxima e o potencial { desse polissacarideo em solugdes aquosas dos acidos
citrico e latico. Além disso, foram avaliadas as variagdes de entalpia, de condutividade elétrica

e de pH de dispersdes de quitosano, em fungédo da concentragido desses acidos no meio.

Espera-se, com esse conjunto de resultados, contribuir para melhorar a compreensao
cientifica dos fendbmenos envolvidos na incorporagao do quitosano em meios aquosos acidos,

o que inclusive podera possibilitar a posteriori novas aplicagdes tecnoldgicas.

Esse manuscrito esta organizado da seguinte forma: i) um capitulo em que se

apresenta um panorama da literatura sobre o quitosano, suas aplicacdes, sua dispersibilidade
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em meios acidos e suas interagdes intermoleculares com diferentes compostos, além de uma
descricdo das técnicas experimentais utilizadas no presente estudo; ii) um capitulo
descrevendo os materiais e a metodologia experimental de cada analise executada; iii) um
capitulo em que os resultados s&o apresentados de maneira descritiva; iv) um capitulo em
que propusemos uma discussao dos resultados apresentados; v) por fim, as conclusdes que

obtivemos apés a realizacao desse estudo.



2. REFERENCIAL TEORICO E REVISAO DE LITERATURA
2.1. Quitosano

2.1.1. Estrutura molecular

Quitosano é o nome usual do polissacarideo poli-B-(1—4)-2-amino-2-dedxi-D-

glicopiranose (Figura 1).

(a) OH OH OH
0 HO oM 0 HO o 0 HO o
\/OMO O\/\V/\o O\/\V/\O/
Hol/%H d HO o 7~d o of d
OH OH OH
(b) oH OH OH

\ OH
A/O NH2 /&/O 2 A/O NH2 —
OH OH OH

Figura 1 - Estruturas moleculares (a) da celulose, (b) da quitina e (c) do quitosano.

Fonte: Honarkar e Barikani (2009).

A temperatura e a pressdo ambientes, apresenta-se sob a forma de p6s ou flocos de
granulometria variavel, esbranquigado, opaco, pouco denso e inodoro (SAHOO et al., 2009).
E naturalmente encontrado nas paredes celulares de fungos Zigomicetos, de onde pode ser
obtido com um consideravel grau de pureza (FERREIRA et al., 2013). Contudo, para a
obtengdo desse polissacarideo em quantidades mais expressivas (seja para estudos
cientificos ou para aplicagdes tecnolégicas), o quitosano é industrialmente produzido por meio
da reagao de desacetilagdo, em meio alcalino, da quitina [poli-B(1—4)-2-acetamida-2-dedxi-
D-glicopiranose]. Esta ultima é um polissacarideo de alta massa molar presente no
exoesqueleto de artropodes, sendo, pois, abundantemente encontrada em residuos de
carapagas de animais processados pela industria pesqueira, como camardes, lagostas e
caranguejos (FAI et al., 2011; AMORIM et al., 2005).

E valido notar que a cadeia polimérica da quitina (Figura 1b) é analoga a da celulose

(Figura 1a), apenas substituindo-se os grupos hidroxil (-OH) ligados ao carbono C2 de cada



mondmero por grupos acetamido (-NH-COOH). No quitosano (Figura 1c), esses grupos

acetamido sdo em sua maioria desacetilados, tendo sido convertidos em grupo amino (-NHz).
2.1.2. Obtencgéo industrial

Na obtencéo industrial de quitosano, as carapacas de crustaceos sao primeiro tratadas
com uma solugao alcalina diluida (geralmente NaOH 1-10 %) sob temperaturas entre 65 °C e
100 °C para a solubilizagdo e remocao de proteinas. Em seguida, é feito um tratamento com
solugcdo acida (geralmente HCI), em temperatura ambiente, para a desmineralizagao das
carapacgas. O proximo passo € a descoloragao, utilizando normalmente H>O- (0,5-3 %) ou
NaClO (0,32 %), obtendo assim a quitina. Por fim, é feito o processo de desacetilagdo com
solucdo alcalina (normalmente NaOH 40 %) (GOYCOOLEA et al., 2000). Apds a
desacetilacédo da quitina, uma grande parte dos grupos acetamido (-NHCOCHs3) da quitina sédo
convertidos em grupos amino (-NHz) dando efetivamente origem ao quitosano (HONARKAR
e BARIKANI, 2009).

O percentual médio de grupos acetamido removidos nas cadeias do polimero é
denominado “grau de desacetilagcao” (DD, pelo seu acrénimo inglés degree of deacetylation).
Geralmente, considera-se que a quitina foi convertida em quitosano quando se obtém pelo
menos 50% de grupos acetamido de quitina desacetilados (ou seja, convertidos em grupos
amino). Quitosanos de grau analitico disponiveis para comercializagdo tém grau de
desacetilagcéo entre 75 % e 90 % (SIGMA ALDRICH, 2015).

2.1.3. Propriedades fisico-quimicas e interesse tecnolégico

O quitosano nao é soluvel em agua pura, mas apresenta dispersibilidade em solug¢des
acidas (pH < 6,5), o que nao ocorre com a quitina, seu polimero precursor. Essa diferenca
pode ser explicada em linhas gerais pelo fato de que, em meio acido, os grupos amino podem
ser protonados e tornar-se positivamente carregados (Eq. 1), favorecendo assim a repulsao

eletrostatica entre as cadeias do polimero.

RNH, + H* S RNH3* (Eq. 1)

Isso ndo ocorre com os grupos acetamido da quitina. Por isso, além da massa molar média,
o grau de desacetilagdo do quitosano € um dos fatores estruturais mais decisivos em muitas
de suas propriedades fisico-quimicas (dispersibilidade, viscosidade da dispersao resultante,

etc.) e técnico-funcionais (propriedades filmogénicas, espessantes etc.) (LIU et al., 2013).



Mesmo quando se encontra disperso em baixas concentragdes, o quitosano apresenta
propriedades espessantes em meios aquosos. Damian et al. (2005) relataram que dispersdes
de quitosano em &acido acético 1 g-(100 mL)" apresentaram viscosidades variando entre 0,25
e 2,50 Pa-s, variando em fungdo da massa molar média e do DA do quitosano utilizado nos
ensaios. Além desses fatores (intrinsecos ao quitosano), a viscosidade de dispersdes de
quitosano podera ser influenciada pela concentragdo do polimero e propriedades do meio,

como a forga idbnica, pH e temperatura (KASAAI, 2007).

Em um recente paper de revisdo sobre propriedades e aplicagdes do quitosano, Balan
e Verestiuc (2014) enfatizaram caracteristicas importantes desse biopolimero, como sua
biodegradabilidade, atoxicidade e biocompatibilidade com tecidos humanos e animais. Essas
caracteristicas tém possibilitado a aplicagcao do quitosano em areas bastante diversificadas,

como biotecnologia, medicina, farmacia e alimentos/nutricao.

Um notavel exemplo disso é a exploragcado do seu efeito hipolipidémico (BALDRICK,
2010; CUI e NAIR, 2010; ENESCU e OLTEANU, 2008). No intestino, o quitosano interage
com os sais e acidos biliares, precipitando e formando agregados contendo materiais lipidicos
(acidos graxos, triglicérides e colesterol) ali presentes. Dessa forma, uma parte consideravel
desses lipidios retidos nos agregados € excretada sem ser metabolizada (PRABHU et al.,
2012; HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2010). Em raz&o dessa propriedade fisiolégica, uma
variedade de produtos “nutracéuticos” é atualmente encontrada no mercado (quitosano em
capsulas), com alegagdes que vao desde “redutor dos niveis de colesterol no sangue” até
“‘emagrecedor”. Além disso, foram publicados em anos recentes varios estudos que
objetivaram caracterizar e descrever propriedades do quitosano e suas potenciais aplicagdes
em todas essas areas. A titulo de exemplo, foram selecionados alguns desses estudos
demonstrando propriedades e potenciais de aplicagdo do quitosano nas areas médico-

farmacéutica (Quadro 1) e alimenticia (Quadro 2).

No Quadro 1 sdo resumidamente apresentados alguns exemplos de estudos
publicados nos ultimos 3 anos, em que se demonstraram aplicagdes potenciais do quitosano
na area médico-farmacéutica. De acordo com os estudos apresentados no Quadro 1 (pagina
8), uma das principais caracteristicas do quitosano € a sua capacidade de auxiliar na
regeneracgéo de alguns tecidos do corpo, como do tecido conjuntivo, demonstrado por Tao et
al. (2013), tecido 6sseo, observado por Cao et al. (2014), e tecido epitelial, estudado por Kilig
et al. (2013). Além de auxiliar na regeneracao de tecidos, o quitosano também apresentou a
caracteristica de reduzir os niveis de proteinas desencadeadoras de dermatite atopica,
exibindo, inclusive, resultados melhores que o tratamento convencional, como mostrado por
Choi et al. (2014). Em face disso, pode-se observar que o quitosano apresenta efetivas

aplicagdes terapéuticas.



No Quadro 2 (pagina 9), sdo exemplificadas algumas aplicagbes de quitosano em
produtos e/ou embalagens alimenticios. De acordo com esses estudos, as principais formas
de aplicacdo do quitosano em alimentos sdao na forma de filmes e revestimentos. Isso
acontece devido a sua capacidade de formacao de filmes elasticos, transparentes e com
permissividade seletiva de gases, além de sua atividade antimicrobiana, como mencionado
por Sun et al. (2014) e Assis (2010). Desde 2003, a FAO reconhece explicitamente diversas
funcionalidades do quitosano em produtos alimenticios como, por exemplo, agente de
floculacao, agente de endurecimento e de impermeabilizacao para frutos e sementes, agente

de clarificacao de sucos de frutas e vinhos e agente antibacteriano (FAO, 2003).



Quadro 1 - Exemplos de estudos recentes evidenciando a aplicabilidade do quitosano na area médico-farmacéutica.

Material Objetivo/uso Tratamentos/Ensaios Principais Resultados Referéncia
Quitosano 6-O- Hidrogéis para tratamento |= Implantes de hidrogel em coelhos: Regeneragao 6ssea superior nos
sulfonatado de deficiéncias 6sseas em (1) hidrogel contendo fator de crescimento coelhos cujo hidrogel implantado c
. ; ao et al.
coelhos. rhBMP-2 continha quitosano 6-O- (2014)
(2) hidrogel contendo fator de crescimento sulfonatado.
rhBMP-2 + quitosano 6-O-sulfonatado
Quitosano de baixa Cremes hidratantes = Tratamento da dermatite atdpica induzida em Niveis da proteina desencadeadora
massa molar antimicrobianos para ratos: da dermatite foram Choi et al
soluvel em agua tratamento de dermatite (1) tratamento com solugéo salina significativamente reduzidos nos ol &t al.
e : ) N . . . (2014)
atopica induzida em ratos. (2) tratamento com pimecrolius (Novartis®) ratos cujo tratamento foi com
(3) tratamento com creme de quitosano + mel creme de quitosano e mel.
Quitosano de alta Cicatrizagao de feridas » Tratamento das feridas incisionais nas Os tratamentos com glutationa +
massa molar incisionais nas mucosas mucosas de coelhos: quitosano e unicamente com
intraorais de coelhos. (1) nenhum tratamento quitosano proporcionaram uma Kilig et al.
(4) aplicagao de glutationa + quitosano maior eficacia durante a (2013)
(5) aplicagao apenas de quitosano cicatrizagao das feridas.
(6) aplicagao apenas de glutationa.
Poli(alcool vinilico)- Avaliagdo de um suporte = Implante do suporte em camundongos: Aumento significativo de
carboxilmetil- feito com o material em (1) animais sadios, sem implante condrécitos a partir do dia 14° dia Lee et al
quitosano-poli condrdcitos de (2) implante no tecido subcutéaneo da regido Inobservéncia de quaisquer efeitos 2013) .
(etileno glicol) camundongos. posterior do tronco adversos do implante sobre o
tecido.
Sulfato de Cultivo de fibroblastos da = Teor de Sulfato de carboximetil-quitosano Maior crescimento dos fibroblastos Tao et al
carboximetil- pele de ratos. adicionado aos fibroblastos: 13,78% ou com a adicao de 26,26% de Sulfato (2013) )
quitosano 18,44% ou 26,26%. de carboximetil-quitosano
Quitosano de baixa Potencial antimicrobiano de |= Atividade antibacteriana testada contra O quitosano revestido por titanio
massa molar titdnio-quitosano para Actinomyces naeslundii e Porphyromonas apresentou maior inibicdo sobre A.
revestido com aplicacdo em implantologia. gingivalis naeslundii, Renoud et
titanio = Pelos tratamentos: quitosano sem O quitosano revestido por titanio al. (2012)

revestimento ou quitosano revestido Ti.

ndo apresentou inibicao
significativa contra P. gingivalis.




Quadro 2 - Exemplos de estudos recentes evidenciando a aplicabilidade do quitosano na area alimenticia.

Material Objetivo Tratamentos/Ensaios Principais Resultados Referéncia
Revestimento de Avaliar o efeito da Revestimento aplicado: sem revestimento ou Revestimento contendo 1 % de
quitosano (1 % cobertura de quitosano com 1 % de ac. Acético ou com 2,5 % de ac. acido acético: melhores scores Ochoa-
m/v) preparado sobre algumas acético sensoriais, foi o que melhor Velasco e
com azeite de oliva caracteristicas dos figos- Figos-da-india avaliados: retardou a perda de peso de ambos Guerrero-
(plastificante) da-india. (1) Opuntia albicarpa figos-da-india e o escurecimento Beltran
(2) Opuntia ficus-indica dos figos O. albicarpa. (2014)
Filme de quitosano Desenvolver e avaliar a Incorporagéo de acido galico ao filme de A incorporagao de 1,5 % de acido
(1 % m/v) + acido acéo antimicrobiana de quitosano: 0,0 % m/m ou 0,5 % m/m ou 1,0 % galico aumentou significativamente Sun et al
galico filmes de quitosano + acido m/m ou 1,5 % m/m a atividade antimicrobiana dos (2014) '
galico. Acéo antimicrobiana avaliada contra: E. coli, filmes contra todas as bactérias
S. typhimurium, B. subtilis e L. innocua testadas.
Filme de quitosano Determinar o melhor Vitamina E (250 ou 500 mg) foi adicionada as Os resultados mostraram que, em
de massa molar método para a dispersodes de quitosano (1,0 %, 1,5 % e 2,0 todos os casos, a melhor forma Line
média + vitamina E incorporacgéo de vitamina E %) por dois métodos: para se adicionar a vitamina E foi Pascall
e lecitina em um filme comestivel de (1) adigao de vitamina E em lecitina primeiro. junto a dispersao de quitosano. (2014)
quitosano. (2) adigao direta de vitamina E.
Filme de quitosano Estudar a hidrofobicidade Tempo de deposigao do HDMS sobre os Reducéo significativa nos
(1gL" de filmes de quitosano com filmes: 0 min ou 2 min ou 5 min ou 10 min parametros de hidrofobicidade em Assis
hexametildisilazano todos os filmes tratados com (2010)
(HMDS). HDMS.
Revestimento de Avaliar os efeitos de Concentragao do quitosano no revestimento: Revestimento com 0,1 %: melhor Chien
quitosano de baixa revestimentos de quitosano 0,05 % (m/V) ou 0,1 % (m/V) ou 0,2 % (m/V) abrandou a deterioragao dos frutos Sheu e I,_in
massa molar sobre a tangerina murcote. Revestimento com 0,2 %: mais (2007)

eficaz no controle de fungos.




2.2. Dispersoes de polissacarideos em meios aquosos

A dispersibilidade (ou solubilidade, quando for o caso) de proteinas e polissacarideos
€ uma propriedade fisico-quimica que condiciona as demais propriedades técnico-funcionais
desses compostos. De fato, para que esses biopolimeros manifestem, em meios aquosos,
propriedades espessantes, gelificantes e emulsificantes, é necessario que eles tenham sido
previamente dispersos no meio (MILANI e MALEKI, 2012). Dessa forma, fica clara a
relevancia do estudo ndo apenas da dispersibilidade maxima dessas biomoléculas em um
dado meio solvente e da cinética de sua dispersdo, como também dos mecanismos de
interacao intermoleculares envolvidos nesse processo. No caso especifico do quitosano,
estudos sobre sua dispersibilidade em meios aquosos acidos sdo relevantes para se
compreender em que tipo de produtos ele pode ser disperso e como isso pode ser feito, de

modo a se tirar maximo proveito de suas propriedades técnico-funcionais.

Nesse ponto, torna-se necessario estabelecer uma distingdo entre os termos
“solubilidade” e “dispersibilidade”. De acordo com a IUPAC, “solubilidade” é a propriedade de
uma substancia quimica (sélida, liquida ou gasosa), chamada de soluto, para se dissolver em
outra (o solvente; sdlido, liquido ou gasoso) e formar um mistura homogénea (monofasica),
em que cada molécula ou ion do soluto interage apenas com moléculas do solvente. Ja a
“dispersibilidade” se refere a propriedade de uma substancia quimica (geralmente de massa
molar elevada) se distribuir em outra, formando sistemas visualmente homogéneos, mas nao
necessariamente com todas as suas moléculas “individualizadas” e interagindo apenas com
moléculas do solvente, podendo também interagir entre si. Isso ocorre com muitas
biomacromoléculas em meio aquoso, e nessas situagdes as propriedades termodindmicas da
interface das particulas (propriedades oticas, elétricas, etc.) regem as propriedades
termodinamicas do sistema (IUPAC, 2014; IUPAC, 2009; ARAUJO et al., 2010). Com essa
consideragao, pode-se afirmar que o quitosano e muitas outras biomacromoléculas nao
formam solugdes verdadeiras, mas sim dispersdes coloidais. Por essa razdo, o termo
“dispersibilidade” sera utilizado quando se estiver tratando desse polissacarideo. Tanto a
solubilidade quanto a dispersibilidade ocorrem em um equilibrio dindmico de dois processos

simultaneos e opostos: a dissolugado/dispersao e a agregagao das moléculas (Eq. 2).

Agreg (Mol y;s, — Molg;g, + Molg, — Moly,) S (Moly;s, — Molge)Disp  (Eq. 2)

Em que Agreg é o processo de agregacao das particulas, Disp € o processo de disperséo
das particulas e Moly;s, € Moly, sado as moléculas do dispersante e do solvente,

respectivamente.
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O processo de dissolugdo/dispersdo ocorre quando, no equilibrio, predominam no
sistema interagdes Mol,;g, — Molg,;, enquanto que o processo de agregagao ocorre quando
ha preferencialmente interagbes Moly;s, — Moly;s,. O principal fator que afeta o equilibrio
dispersao-agregaciao é a diferenca nas interacdes dispersante-dispersante e solvente-
solvente. Na grande maioria dos casos, se o tipo de interagdo que ocorre no dispersante e no
solvente for semelhante energeticamente (hidrofébicas ou hidrofilicas, basicamente), eles irao
interagir favoravelmente e dessa forma o equilibrio dispersdo-agregacao pode ser alcangcado
no ponto de menor energia do sistema. Porém, se o tipo de interagdo que ocorre entre as
moléculas do dispersante e do solvente forem diferentes, a agregacao € favorecida, ou seja,
a energia do sistema tende a minimizar quando as moléculas de soluto e de dispersante nao
interagem, o que acarreta a nao dispersao (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Um fator extrinseco que afeta consideravelmente a dispersibilidade de polissacarideos
é o pH. Geralmente, para polissacarideos neutros, a solubilidade e muitas propriedades
fisicas das solugdes resultantes (a uma dada concentragao) s&o pouco dependentes do pH.
Para polissacarideos que possuem grupamentos eletricamente carregaveis (-COOH, -NH, -
SOsH etc.), a dispersibilidade e as caracteristicas reoldgicas das dispersdes resultantes sao
muito sensiveis ao pH (SAHA et al., 2010). De fato, em tais polissacarideos, dependendo do
pH do meio, os grupamentos funcionais podem estar majoritariamente protonados ou
desprotonados e, em fungéo disso, a molécula pode possuir carga elétrica liquida positiva,
negativa ou neutra. Caso em determinado pH essas moléculas apresentem carga elétrica
liquida neutra, elas apresentarao repulsao eletrostatica minimizada e, assim, interacdes mais
favoraveis entre si (macromolécula-macromolécula), o que reduz sua dispersibilidade. De
maneira analoga, em meios com valores de pH nos quais as moléculas do polieletrélito
possuem carga elétrica liquida ndo nula, a dispersao tende a ser favorecida (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010; JONES et al., 2010; DUMITRIU, 2004; DICKINSON, 2003).

Nao apenas o pH, mas também o tipo de acido pode afetar a solubilidade de
polieletrélitos, como o quitosano. Os anions oriundos da dissociagao de diferentes acidos em
meio aquoso podem interagir de diferentes maneiras com a macromolécula eletricamente
carregada, formando complexos estruturalmente diferentes (JANEGITZ et al., 2007; CUI,
BEACH e ANASTAS, 2011; TIAN et al., 2009; PARAMESWARA et al., 2012). Dependendo
da estrutura molecular do acido, a formagao desse complexo macromolécula-acido podera
afetar tanto a dispersibilidade maxima quanto a cinética da dispersdo do biopolimero, ainda

que o valor do pH do meio seja 0 mesmo.

No tocante aos aspectos cinéticos, nao foram encontrados estudos quantitativos sobre

a cinética de dispersao do quitosano em certa condigdo de meio solvente. Todavia, um estudo
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sobre a cinética de dispersdao de hidrocoloides em geral, realizado por Kravtchenko et al.
(1999), trouxe uma abordagem interessante para essa problematica. Os autores
consideraram que, para a dispersao de polissacarideos, 0 meio pode ser considerado
“dispersante” ou “ndo-dispersante”: ao se adicionar polimeros em um solvente comum (n&o-
dispersante), primeiro ocorre o processo de penetragdo das moléculas do solvente nas
particulas solidas, o que acarreta no inchago das mesmas, com aumento de sua area
especifica (m?/m?3). Assim, essas particulas adquirem caracteristicas viscolelasticas, formando
“grumos”, aderindo as paredes do recipiente e sobre a hélice do agitador. Esses grumos
limitam a velocidade de dispersao do polimero no meio solvente, por reduzir o contato das
particulas do interior com o solvente (dai a denominacdo de meio “nao-dispersante”). Para
meios dispersantes, todas as particulas dos hidrocoldides tem contato constante com o
solvente, assim, para a cinética de disperséo, o modelo que melhor se ajusta € o apresentado
pela equacao 3, que possui a mesma forma de uma equacéao de cinética de primeira ordem,

com dois parametros.
C =Cxl[l —exp(—k-t)] (Eq. 3)

Em que C é a concnetragdo de hidrocoloide dispersa no tempo ¢, C., € a concentracdo maxima
dispersa e k é a taxa de dispersao das particulas. Para meios nao-dispersantes, considera-
se que a dispersao do hidrocoléide compbe-se de dois processos simultdneos. O primeiro é
a liberacao/dispersao de particulas livres, com contato direto com o solvente e que dispersam
rapidamente, sem formar grumos. O segundo processo € o de dispersado das particulas que
ficaram agregadas nos grumos (disperséao lenta). Desta maneira, o modelo que representa de
forma mais precisa esse caso € o de uma equacao de cinética de primeira ordem, mas com

quatro parametros, dois para cada processo (equagao 4).
C =Cyl1—exp(—ky-t)]+ Cg[1 —exp(—kg-t)] (Eq. 4)

Nessa equacgao, C4 € a concentragao total do hidrocoloide livre, disperso rapidamente (sem
formar grumos), k, é a taxa de dispersao das particulas livres, Cz € a concentracao total de
hidrocoloide preso, disperso lentamente (a partir dos grumos) e ky € a taxa de disperséo das
particulas presas nos grumos. Vale ressaltar que, em meios ndo-dispersantes, k, > kg, a
concentracao total de hidrocolbide disperso é C,,,, = C4 + Cz € 0 indice de dispersibilidade

ID = C4/Cnax € O percentual da massa do hidrocoléide livre, que dispersou de forma rapida.

Esses modelos foram testados pelos autores utilizando pectina como hidrocoléide,
agua como meio nao-dispersante e agua + agucar como meio dispersante. Na Figura 2 é
mostrada a cinética de dispersao da pectina em meio dispersante e nao-dispersante. Pode-
se observar que no primeiro caso, a pectina rapidamente alcancou um platé, no qual o maximo

de conteudo foi disperso. Ja no segundo caso, a pectina teve uma velocidade de disperséao
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menor, ao ponto de que apds 30 minutos nao foi possivel dispersar toda a pectina. Em virtude

disso, os autores ajustaram modelos distintos para cada caso:

(a) ’}

08 7
06 T
04 T

02 1

Massa dispersa /g

300 400 500 600 700

Tempo /s

Figura 2 - Cinética de dispersao de pectina:

nao-dispersante.

Fonte: Kravtchenko et al. (1999)

(b)

0.7 ]
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(a) em um meio dispersante; (b) em um meio

No Quadro 3, a seguir, sdo apresentados os valores obtidos pelos autores para o

ajuste das equagdes 3 e 4 da cinética de dispersdo de 1 grama de diferentes amostras de

pectina, em 300 mL de meio dispersante ou ndo-dispersante.
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Quadro 3 - Ajuste para a cinética de dispersdao de amostras de pectina em meios dispersante
e nao-dispersante.

Meio dispersante Meio nao dispersante
Amg:"a € = Co[1— exp(—k - D] C = C,[1 — exp(—ky - )] + C5[1 — exp(—kg - )]
Pectina C.. k C, k, Cp kg D
/g-(100 mL)"! Is™ Ig-(100 mL)" | /s' | /g:(100 mL)" Is™
1 0,32 0,021 0,12 0,019 0,21 3,5x10% | 37 %
2 0,30 0,021 0,11 0,012 0,22 3,3x10% | 34 %
3 0,28 0,021 0,12 0,013 0,22 5,0x10* | 35 %
4 0,30 0,024 0,11 0,013 0,23 3,0x10* | 32 %
5 0,30 0,025 0,11 0,017 0,23 3,4x10* | 32 %
6 0,32 0,023 0,10 0,019 0,23 3,6x10* | 31 %

Fonte: Kravtchenko et al. (1999)

De acordo com os dados do Quadro 3, os autores perceberam que a taxa de dispersao
da pectina (k), em meio dispersante, € muito préximo da taxa de dispersao da pectina livre
(k4), em meio nao-dispersante. Nesse ultimo meio, os autores também perceberam que, em

média, 66,5 % da massa das amostras de pectina formaram grumos ao dispersar.

No tocante a dispersibilidade, foram encontrados poucos trabalhos em que se
investigou especificamente a dispersibilidade de quitosano em meios aquosos e propriedades
das dispersdes resultantes. E importante enfatizar que, com o quitosano in natura, devem ser
utilizados meios aquosos acidificados, sem o qual o polimero nao se dispersa. Por exemplo,
Abreu et al. (2013) propuseram a aplicagao de aquecimento por micro-ondas no processo de
obtengdo do quitosano a partir da quitina, e em seguida compararam a dispersibilidade do
quitosano obtido por esse método alternativo (Qp) com os quitosanos obtido de maneira
convencional (aquecimento por manta térmica) (Qv) e o comercial (Qc). Para a obtencao,
misturou-se quitina e solugédo de NaOH 50 % na proporgao de 1:5 e, apos 24 horas, submeteu-
se a mistura a micro-ondas (270 W) em dois ciclos de 15 minutos. A dispersibilidade dos
diferentes quitosanos foi estimada a frio, adicionando-se quitosano em solugdo de acido
acético 2 % vlv, agitando-se por 30 min. Os autores observaram que o quitosano Qp dispersou
em 5 min a temperatura ambiente, enquanto para os quitosanos Qv e Qc foi necessario
aquecer o sistema a 50 °C por 30 min para que ocorresse dispersao apenas parcial. Na
analise espectrofotomética (transmitancia a 660 nm), as dispersées com quitosano Qc e Qv
apresentaram valores de transmitancia entre 3 % e 5 %, indicando alta concentragcédo de

particulas em suspensao, que espalharam a luz. A dispersdo com quitosano Qp apresentou
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transmitancia de 71%, indicando a dispersibilidade muito maior desse ultimo no meio aquoso

acido. Os autores atribuiram essa diferenga ao maior grau de desacetilagdo do quitosano Qp.

Ja Ying et al. (2011) avaliaram a dispersibilidade do quitosano em agua a pH neutro,
mas nao utilizaram o biopolimero in natura, e sim derivados obtidos via reacdo de Maillard
com diferentes agucares (D-glicose, D-frutose, L-ramnose, D(+)galactose, L-arabinose,
D-manose, maltose e D-lactose), além de compostos resultantes da N-alquilagdo desses
produtos de Maillard. Para avaliar a dispersibilidade, adicionou-se 0,05 g do material a 5 mL
de agua destilada, agitando-se por 5 h, a que seguiu-se filtracdo em papel (porosidade
0,45 pm) e quantificacdo do material retido por gravimetria. Os resultados obtidos indicaram
que a dispersibilidade de todos os derivados quitosano-agucares, antes e apos a N-alquilagao,
foram consideravelmente maiores do que a do quitosano in natura. O derivado quitosano-
frutose foi o que teve a maior dispersibilidade em pH neutro, atingindo 11,46 g-L"" para o
produto de Maillard e 8,5 g-L”' para o mesmo produto N-alquilado, respectivamente. Para
avaliar a estabilidade das dispersdes ao pH, adicionou-se 0,1 g do material em 10 mL de agua
destilada e variou-se o pH do meio gotejando-se solugdo de NaOH (2 mol-L"") até que a
alteracéo da absorvancia da dispersao a 600 nm fosse maior que 0,1. Novamente, o derivado
quitosano-frutose (sem N-alquilagdo) apresentou a maior estabilidade a variagao de pH, nao

tendo apresentado variagcbes de absorvancia > 0,1 até que o meio atingisse pH ~13.

2.3. Interacdes intermoleculares do quitosano em meios aquosos

Para se compreender a influéncia do pH e do tipo de acido sobre a cinética de
dispersao e sobre a dispersibilidade maxima de quitosano em um dado meio aquoso, é
necessario se aprofundar na compreensdao molecular do sistema. Em outras palavras, é
preciso uma compreensdao mais clara das interagdes intermoleculares que s&o mais

favoraveis entre o quitosano e as demais espécies quimicas presentes no meio.

Est&o disponiveis alguns trabalhos em que se buscou elucidar aspectos moleculares
da interagdo de quitosano com uma gama variada de compostos, como proteinas
(B-lactoglobulina, glicinina), antimicrobianos (g-polilisina), outros polissacarideos (gomas
xantana e k-carragena), sais (tripolifosfatos), horménios (insulina), lipossomos e surfactantes
(N-R-lauroyl-L-arginina etil éster monohidroclorida). Uma apresentagéo descritiva e resumida
de alguns desses estudos mais recentes € mostrada no Quadro 4 (paginas 17-21), em que
séo citados os compostos cujas interagdes com quitosano foram estudadas, as técnicas e

metodologias experimentais aplicadas, bem como os resultados apontados pelos autores.

15



Nesses estudos apresentados no Quadro 4, utilizou-se quitosano com massa molar
da ordem de dezenas ou centenas de kDa e com grau de desacetilagdo variando entre 80 %
e 95 %. Na maioria dos casos, utilizou-se quitosano comercial (fornecedores: Shandong
Aokang Industrial & Commercial - China, Fluka - Suica, Primex - Islandia, Aqua Premier Co. -
Tailandia, Marine Science Co. - Japdao e NOF Corporation - Japao). Em apenas um dos
estudos os proprios pesquisadores extrairam o quitosano de camarbes do género
Penaeusschmitti (BASTOS et al., 2010).

E possivel observar, nesses artigos, que o quitosano tende a interagir
exotermicamente com moléculas negativamente carregadas, como goma xantana e
k-carragena (MAURSTAD et al., 2012; PINHEIRO et al., 2012). Nesses casos, o0 processo de
interacao foi entalpicamente dirigido. Nos casos em que o quitosano interagiu com moléculas
positivamente carregadas, em geral a variagao de entalpia foi préxima de zero, indicando que
o processo foi entropicamente dirigido (CHANG et al., 2014; YUAN et al., 2013; MAURSTAD
et al.,, 2012; BASTOS et al., 2010; GUZEY e MCCLEMENTS, 2006). Em tais casos, o
parametro que mais influenciou os resultados foi o pH. Por exemplo, para a B-lactoglobulina,
que apresenta pl em pH = 5,2 a variacdao da entalpia de interagdo com quitosano foi
praticamente nula em pH < 5, enquanto que em pH > 5, a variagao da entalpia de interagao
foi negativa (BASTOS et al., 2010; SOUZA et al., 2009; GUZEY e MCCLEMENTS, 2006).
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Quadro 4 - Exemplos de estudos de interagdes intermoleculares entre quitosano e outros compostos de interesse cientifico ou tecnologico.

Composto Técnicas e metodologias ... Referén
. o . . . . Principais resultados ]
Condigoes experimentais experimentais cia
Antimicrobiano &-polilisina = Calorimetria de titulagao isotérmica = |TC: AH = 50 pCal-injegédo™, provavelmente devido a repulsdo de
= Quitosano com 7,5 % DA + (ITC): 5 puL de solugéo de e-polilisine cargas positivas de quitosano e e-polilisina.
Homopolimero catiénico &- (1,0 % m/v) em 1,48 mL de dispersdo |* Turbidimetria: Variacdo ndo significativa da absorbancia de luz em Chang et
polilisina, em tamp&o citrato 0,5 de quitosano (0,1 % m/v). fungéo da concentragéo de e-polilisina, indicando a ndo formagao al. (2014)
mMe pH =3,5 = Turbidimetria a 600 nm de complexo.
Glicinina = ITC: InjecGes de 5 uL de dispersdo de (= ITC:
* Quitosano com 5 % DA e M,, de quitosano (1 pug/uL) em 1,44 mL de * pH=3,5: AH = 0, indicando interag&o fraca ou nenhuma.
300 kDa + Proteina glicinina glicinina (1 mg/mL) = pH=4,5: AH entre -1540,93 e -26,93 kcal-mol, indicando forte
extraida de flocos de soja, em = Turbidimetria a 600 nm interagéo.
Tampéo acetato 100 mM, pH 3,5 = Turbidimetria:
-45 = Até pH 4: ndo houve absorbancia significativa. Yuan et
= pH 4 - 6: leve absorbancia (entre 0,2 e 0,5), indicando a al. (2013)
formacgao de complexos soluveis.
= Acima de pH 6: grande absorbancia (entre 0,5 e 2,5), indicando
formacgao de complexos insoluveis.
Goma Xantana * ITC: Injegdes de 7 uL de disperséo de |* ITC com as duas gomas xantana:
= Quitosano com 20 % DA com M, quitosano ou tri-glicosamina (31,06 = Tri-glicosamina: AH = 8,9 e 11,9 kcal'mol, indicando um
de 5 kDa ouTri-glicosamina com mM de glicosamina e 6,21 mM de processo entropicamente dirigido.
M, de 0,613 kDa glicosamina, respectivamente) em = Quitosano apresentou dois estagios. O primeiro AH = -466 Maurstad
» Goma Xantana sonificada com M, solugdo de goma xantana (0,4 ou 0,26 kcal'mol e o0 segundo AH = 574 e 86 kcal-mol, indicando uma ot al.
~ 0,31 x 103 kDa ou My, ~ 0,57 x mM de piruvato). complexacao inicial, seguida de agregacao. (2012)

10% kDa

= Imagens de microscopia de forga
atdbmica (AFM).

Microscopia com as gomas xantana:

= Tri-glicosaminas: formou-se estruturas do tipo rod (haste).

= Quitosano: formou-se estruturas do tipo rod (haste) entre
cadeias, ou tordides, dependendo do tamanho da goma.
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Composto Técnicas e metodologias .. Referén
. . . . . Principais resultados .
Condigoes experimentais experimentais cia
K-carragena * |TC: Injegbes de 10 uL de dispersdo |= ITC: AH =-19,8 kJ-mol-!, indicando interagdes eletrostaticas.
* Quitosano com 10 % DA e M, de de quitosano (0,2 % m/v) em 1,75 mL |* O potencial { do quitosano foi de +45,83 mV e da k-carragena foi de
3,4 x102kDa de k-carragena (0,2 % m/v). -56,90 mV, mostrando que os dois apresentam-se carregados Pinheiro
= K-carragena com 76 % de pureza | = Potencial { dos hidrocoloides eletricamente de forma oposta. etal.
e My de 3,8 x 102 separados. » Andlise em microbalanga: k-carragena fornece sitios de interagéo (2012)
= Quitosano foi disperso em solugéo | = Analises em microbalancas de cristais para a subcamada de quitosano seguinte e aprisiona moléculas de
1 % (v/v) de acido latico pH 3,0 de quartzo agua (aumenta viscoelasticidade).
Lipossomos = Analises de tamanho e potencial ¢ = Tamanho:
= Quitosano com 5 % DA e My, de foram realizadas nos lipossomos sem = Lipossomos de DOPC: didmetro hidrodindmico =100 nm. Adi¢ao
199 kDa e com quitosano no meio. de quitosano fez o didmetro aumentar.
» Lipossomos produzido com = [TC: Injegbes de 10 pL de dispersdo = Lipossomos de DOPG: didmetro hidrodindmico =100 nm. A
DOPG (1,2-dioleoil-sn-glicero- de quitosano em 1,44 mL solugdo adicdo de quitosano fez o diametro aumentar, 900 nm.
3fosfatidilglicerol) contendo lipossomos. * Potencial C:
= Lipossomos produzido com = DOPC: ¢ =5 mV. Quitosano fez a carga aumentar (=55 mV). Mertins e
DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicero- = DOPG: Entre 5 e -80 mV. Maior fracdo de PG, mais negativos. Dimova
3fosfatidilcolina) Adicao de quitosano fez o ¢ aumentar (até 43 mV). (2011)

= Quitosano e lipossomos foram
dispersos em tampé&o acetato
com pH 4,48

ITC:

* Quitosano-DOPC: AH = -100 cal-mol', indicando interagtes
fracas.

= Quitosano-DOPG: mais exotérmica quanto maior a proporgéo
de PG na solugéo (AH entre -3,95 e -2,19 kJ-mol"), indicando
interagdes fortes entre DOPG e quitosano.
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Composto Técnicas e metodologias .. Referén
. . . . . Principais resultados .
Condigoes experimentais experimentais cia
Surfactante Surfactante catiénico N- | =ITC: Injecdes de 5 uL de LAE (1,8 %  |* ITC:
R-lauroyl-L-arginina etil éster m/v) em 1,48 mL de quitosano (0,1 % = LAE-quitosano: levemente exotérmica (AH = -150 pyCal-injegéo
monohidroclorida (LAE) m/v). 1), provavelmente devido ao efeito de volume excluido causado Bonnaud
* Quitosano com 7,5 % DA, = Turbidimetria a 600 nm. pela presenca de quitosano. ot al
disperso em solugao de propileno = Nao houve absorbancia significativa na dispersdo de LAE- (2010)
glicol, pH 3,5 quitosano, o que indica a ndo formagéo de complexos.
Proteinas do soro do leite (WPI) = Determinagdo da massa molar média | Massa molar média do quitosano em diferentes pH’s:
= Quitosano 6,6 % DA extraido de (por viscosimetria). = pH=4,7:M,=1,6x 103 kDa.
camardes Penaeus schmitti = Turbidimetria a 400 nm. = pH=6: M,=1,2x103%kDa.
= WPI Lacprodan DI — 9224 * ITC: Injegdes de 6,85 pL de dispersdo (= Turbidimetria:
* Tampé&o acetato 100-250 mM de quitosano (0,4 % m/m)em 1 mL * pH = 3: Absorbancia = 0,1, indicando minima interag&o. Bastos et
*"pH=3-6 WPI (0,5 % m/m). = pH 4 -6: Absorbéancia entre 0,5 e 1, provavelmente devido a al. (2010)

= Concentragéo de quitosano nas
analises reoldgicas: 0,5 % - 3 %
(m/m)

proximidade do ponto isoelétrico do WPI.

ITC:

pH < 5: AH = 0, indicando interagdes muito fracas.
pH > 5: AH = -0,45 mJ, indicando interagdes provavelmente com
B-lactoglobulina que esta negativamente carregada.
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Composto Técnicas e metodologias .. Referén
e ] . ) ] Principais resultados .
Condigoes experimentais experimentais cia

Proteinas do soro do leite (WPI) = Determinagédo da massa molar média | Massa molecular média do quitosano:
= Quitosano com 10 % de DA e My, (por viscosimetria). = Com 90 % DD: M, = 330 kDa.

entre 250-300 kDa = ITC: Injecbes de 8,31 pL de disperséo = Com 95 % DD: M, = 225 kDa.
* Quitosano com 5 % de DA e M, de quitosano (0,7 % m/m) em 3 mL de |* Medidas calorimétricas:

entre 150-200 kDa solugéo de WPI (0,5 % m/m). = pH < 5: AH =0, indicando nao haver interacao significativa.
= WPI com M, média de 20,8 kDa = Turbidimetria a 400 nm. = pH=5,5: AH = -4000 kJ-mol-, indicando forte interagdo Souza et
= Forga ibnica de 100 mM provavelmente devido as cargas elétricas negativas do WPI. al. (2009)
" pH=3-6 = pH=6: AH =-10000 kJ-mol, indicando forte interagédo

provavelmente devido as cargas elétricas negativas do WPI.
= Turbidimetria:
= pH 4-6: Absorbéncia = 1, indicando a formagao de complexo
nessa faixa de pH.

Insulina e tripolifosfato = Espectroscopia 'H NMR. = O "H NMR mostrou que ndo ha interagao ¢/ ac. benzodico
= Quitosano com 15,5 % DA e M,, = Espectroscopia FTIR. = Espectroscopia FTIR:

de 150 kDa = ITC: Injegbes de solugéo de 30 pL de * Presenga de insulina: Algumas bandas do quitosano
= Pentasodium tripolyphosphate insulina, TPP ou acido benzoico em aumentaram e outras deslocaram (possivel interagdo c/ insulina)

(TPP) 2,5 de dispersdo de quitosano (0,2 % = Na&o houve mudanc¢as de bandas do quitosano na presenca de Boonson
= |nsulina humana m/v). acido benzoico. ]
= Acido benzéico = ITC: grit et al.

(2008)

= C/insulina: AH > -2000 kJ-mol, indicando ligacéo idnica e/ou
adsor¢ao da insulina no quitosano.

= C/TPP: AH > -44 kJ-mol, indicando interagao fraca.

= C/ acido benzodico: AH = 0 kJ-mol, indicando ndo haver
interacao significativa entre esses compostos.
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Composto

Técnicas e metodologias

Principais resultados

Referén

Condigdes experimentais experimentais cia
B-lactoglobulina » ITC: Injegdes de 10 pL de dispersdo |= Medidas calorimétricas:
* Quitosano soluvel com 15 % de de quitosano (0,7 % m/m) em 1,48 * pH=3: AH < 10 kcal'mol!, devido ambas macromoléculas
DA e My, de 15 kDa mL de solugdo de B-lactoglobulina estarem positivamente carregadas.
= B-lactoglobulina (0,5 % m/m). = pH=6: AH =-1000 kcal-mol', provavelmente devido as
= Tampéo fosfato 5 mM = Mobilidade eletroforética da dispersao macromoléculas estarem opostamente carregadas.
"pH3-7 de quitosano com B-lactoglobulina. = Medidas de mobilidade eletroforética: Guzey e
= Medidas de turbidimetria a 600 nm. = pH = 3: mobilidade independente da concentracdo de quitosano, McCleme
indicando a nao formagao de algum complexo. nts
= pH = 6: mobilidade inicial negativa. A adicdo de quitosano levou (2006)

a ficar mais positiva, indicando a formagao de complexo.
= Turbidimetria:
= pH = 3: Sem absor¢ao significativa, indicando nao formagéao de
complexos.
= pH = 6: Absorbancia préxima de 1, indicando formacgao de
complexos c/ B-lactoglobulina.
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Nesses estudos, lanca-se méao de técnicas experimentais variadas, como
espalhamento dindmico de luz (DLS), turbidimetria de solug¢des e dispersdes (luz visivel),
potencial { de particulas dispersas, espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourrier (FT-IR), analises de microscopia de forga atébmica (AFM) ou, ainda, microcalorimetria
de titulagdo isotérmica (ITC). Cada uma dessas técnicas permite evidenciar alteragbes em
caracteristicas fisicas e/ou quimicas dos sistemas contendo quitosano, em funcido da
presenca (e, em alguns casos, da concentragdo) de outras espécies quimicas. Essas
alteragbes sao correlacionadas a eventos moleculares especificos e, desta forma, a
consideracdo conjunta dos resultados permite fazer inferéncias sobre as interagbes

intermoleculares entre o quitosano e moléculas de outros compostos.

Em todos os estudos analisados, foram realizadas analises por microcalorimetria de
titulagao isotérmica (ITC). Experimentos de ITC podem permitir a quantificacdo de todas as
variaveis termodindmicas da interacao intermolecular (AG, AH, AS) entre quitosano e outros
compostos. Conhecendo-se as magnitudes relativas e os sinais dessas variaveis
termodinamicas, pode-se determinar se a interacao é favoravel ou desfavoravel ou mesmo,
em alguns casos, deduzir os tipos de interagdes que ocorrem (ATKINS e PAULA, 2010). Por
exemplo, a magnitude da variagao de entalpia (AH) de interagdo quitosano/composto pode
indicar se essa interagao envolve a formacao/ruptura de ligacées covalentes ou apenas
interacdes intermoleculares (como ibnicas, liga¢des de hidrogénio e hidrofébicas). Em alguns
desses casos, essas analises microcalorimétricas sdo complementadas por andlises das
alteragdes vibracionais nas moléculas envolvidas, por meio da analise de espectros de FT-IR
(BOONSONGRIT et al., 2008). De maneira similar, a analise combinada do potencial ¢ e do
tamanho médio das particulas no meio (qualitativamente estimado por ensaios de
turbidimetria ou quantificado por DLS) podem fornecer indicios de ocorréncia ou nao de
interagéo (YUAN et al., 2013; MERTINS e DIMOVA, 2011; GUZEY e MCCLEMENTS, 2006).
De fato, espécies quimicas eletricamente carregadas com sinais opostos tendem a interagir
por atragao eletrostatica, favorecendo assim a formagao de particulas maiores no meio
(RUSSEL, SAVILLE e SCHOWALTER, 1989).

Nao foi encontrado nenhum estudo em que se investigaram, especificamente,
aspectos termodindmicos da interacdo do quitosano com o acido utilizado no meio aquoso
para dispersa-lo. Esse conhecimento é fundamental para se entender, em escala molecular,
0 porqué de o quitosano apresentar dispersibilidades maximas e cinéticas de dispersao
diferentes em solugdes aquosas de acidos organicos diferentes, mesmo quando o pH é

ajustado para o mesmo valor ou os acidos estao presentes na mesma concentragao.
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2.4. Algumas técnicas analiticas aplicadas ao estudo do quitosano

Nessa sec¢ao serdo apresentados, de forma resumida, os principios das técnicas que

foram utilizadas nesse projeto.

2.4.1. Viscosimetria — Determinagao da massa molar média do quitosano

Um método simples e rapido utilizado para determinar a massa molar média de
polimeros é através da viscosimetria. O primeiro cientista a relacionar viscosidade com a
massa molar foi Einstein (Equagdo 5) (EINSTEIN, 1906; EINSTEIN, 1911; JAMIESON e
SIMHA, 2010). Essa equagéao é valida considerando-se que todas as particulas do soluto sdo
esféricas, ndo interagem entre si e ndo interferem nas propriedades do escoamento do fluido
circundante.

n =ns(1+2,50) (Eq. 5)

Em que n, e n sdo as viscosidades do meio antes e apos a adigdo de particulas,
respectivamente, em Pa-s, e ¢ e a fracdo do volume das particulas esféricas, que pode ser

descrita pela equagao 6:

@ = (C/M)N,Vy (Eq. 6)

Em que C é a concentragdo de particulas, em g-mL, M é a massa molar das particulas, em
g-mol”?, N, € o nimero de Avogadro e V,; é o volume hidrodinamico da particula, em mL.

Substituindo a equagao 6 na equacgao 5, tem-se a equagéo 7:

1 N,V
—(1—1>=2,5 L

C \n, M
Ou:
Nsp _ N4Vy (Eq.7)
C =25 M

Emqueng, = (n/ns — 1) é aviscosidade especifica do meio. Entretanto, a equagéo 7 continua

valendo apenas para particulas esféricas que nao interagem entre si, 0 que nao acontece com
polimeros. Para contornar esse problema, deve-se considerar que as particulas estao

infinitamente diluidas, ou seja, extrapolando sua concentragao até zero, como na equagao 8:
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Em que [n] é definido como viscosidade intrinseca, em dL-g™". Para cadeias de polimeros que
se expandem e aprisionam elevado numero de moléculas de solvente, o volume
hidrodindmico é grande e geralmente tem relacdo com a massa molar como descrito na

equacéao 9:

Vy~ME (Eq. 9)

Em que o expoente € ndo depende somente do grau de inchago da cadeia do polimero e de
sua rigidez, mas também de seu comportamento hidrodinadmico. Substituindo a equacéo 9 na
equacdao 8, tem-se entdo a equagdo Mark—Houwink—Sakurada (MHS) obtida
experimentalmente (Equacgao 10) (JAMIESON e SIMHA, 2010; FLORY, 1953; TANFORD,
1961):

[n] = KM&™1 = KM*? (Eq. 10)

Em que K e a sdo constantes da equacao MHS.

A constante a da equacao MHS pode dar informacgdes sobre a qualidade do solvente
e, assim, a conformacao do polimero no meio. Geralmente, valores da constante variando
entre 0,5 e 0,8 indicam um bom solvente, ou seja, as interagdes polimero-solvente prevalecem
sobre as interagdes polimero-polimero. Para o quitosano, valores da constante a variando
entre 0,7 e 1,0 indicam bons solventes, no qual indica que a cadeia do quitosano esta flexivel,
estendida ou linear, visto que as interagdes polimero-solvente estao favorecidas. Para valores
da constante menores do que 0,58, a cadeia esta espiralada de forma aleatéria (JAMIESON
e SIMHA, 2010; KASAAI, 2007).

Para se determinar a viscosidade intrinseca na pratica, pode-se utilizar um
viscosimetro capilar e medir o tempo de escoamento de dispersées com diferentes
concentragdes da macromolécula que se deseja determinar a massa molar média e de seu
solvente. Com o tempo de escoamento, pode-se determinar a viscosidade especifica n,, para
cada concentragéo (Equagéo 11).

_t—t (Eq. 11)
Nsp = to
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Em que t e t, sdo os tempos de escoamento da dispersao e do solvente, respectivamente,
pelo viscosimetro capilar, em segundos. A partir das viscosidades especificas das dispersoes
da macromolécula, pode-se determinar a viscosidade intrinseca da macromolécula por
diferentes equacodes, sendo as mais utilizadas as de Huggins (Equacao 12) e a de Kraemer

(Equacéo 13).
(Eq. 12)

(Eq. 13)

Em que k, e k; sdo constantes obtidas através da regressdo dos dados experimentais e
nr = (nsp + 1) é a viscosidade relativa (JAMIESON e SIMHA, 2010). O ponto negativo na
determinagao da massa molar média viscosimétrica é que essa técnica nao leva totalmente
em consideracdo a dispersibilidade da massa molar, sendo muito sensivel ao limite superior
de massas molares. Isso desvia a massa molar calculada, registrando uma massa molar maior

do que o valor real.

Um estudo realizado por Kasaai (2007) visou elaborar equagbes tedricas para
determinar as constantes k e a da equacdo MHS para qualquer tipo de quitosano em qualquer
solvente. Para tal, ele analisou diversas publicacdes de diferentes pesquisadores que
determinaram as constantes da equacao MHS experimentalmente para diferentes amostras
de quitosano, em diferentes meios. O autor percebeu que a conformacdo da cadeia de
quitosano (que influencia na constante a da equagédo MHS) é muito sensivel as condigdes do
meio, como pH, forga ibnica (u), temperatura e concentragéo de ureia, além do préprio grau
de desacetilagdo do quitosano. Em face disso, ele fez um grafico da variagdo da constante a
em funcao da relacdo DA/(pH - i) (note-se que: DA = 100 % — DD), apresentado na Figura
3a. Com esses dados, ele ajustou uma regressédo que melhor descrevesse o comportamento
da constante em fungéo dessas condi¢gdes do meio. Ao mesmo tempo, o autor construiu um
grafico no qual ele observa a variacdo da constante K em funcédo da constante a (Figura 3b).

A partir do grafico, ajustou-se outra equagao que melhor descrevesse os dados experimentais.
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Figura 3 - Gréfico das constantes da equagdo MHS: (a) Constante a em func¢ao de DA/(pH -
w). (b) Constante K em fungéo da constante a. Simbolos abertos representam resultados da
literatura, linha representa a melhor equacgao ajustada e os simbolos fechados representam
dados calculados pela equacéo ajustada.

Fonte: Kasaai (2007)

As equacgdes 14 e 15 representam as equacgdes que melhor se ajustaram aos dados
experimentais para a constante a e para a constante K, ja levando em consideracao o efeito

da temperatura e da concentracio de ureia na primeira.

~ 0,699x (Eq. 14)
a= (0,6202 + 04806 ¢ x) +[0,003(T — 20)] + 0,06 * Cyreiq
logK - 1075 = —5,7676 - a + 5,9232 (Eq. 15)

Onde x = DA/(pH - 1), T é atemperatura em °C e C,,.;, € a concentracao de ureia no

meio em mol - L71.

Por fim, o autor mencionou que para a determinagao da massa molar do quitosano por
viscosimetria, seria preciso usar como solvente tampao acetato ou acido acético/cloreto de
sodio, com forga iGnica variando entre 0,05 e 0,2 M, para garantir a completa dispersao do
quitosano, minimizando interagbes intra e intercadeia. Foi também recomendado que a
viscosidade intrinseca da amostra seja obtida pela média aritmética das viscosidades

intrinsecas obtidas pelos métodos de Kraemer e Huggins.
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2.4.2. Calorimetria

A grande maioria das reagbes quimicas e das interacbes moleculares envolve uma
variacdo de energia, sendo esses fendbmenos acompanhados pela liberagao de calor
(fendbmeno exotérmico) ou absorgao de calor (fendbmeno endotérmico). Os primordios da
calorimetria — ciéncia que analisa e quantifica as trocas de calor em reagdes quimicas ou
eventos fisicos — remontam aos trabalhos do médico e cientista escocés Joseph Black no
século XVIII (RAMSAY e DONNAN, 1918). Refinamentos progressivos dos instrumentos e
métodos da calorimetria levaram o desenvolvimento, na atualidade, da ultramicrocalorimetria,
que permite a medi¢ao de absorcao ou liberacio de quantidades muito pequenas de calor (da
ordem de uJ) de substancias, mesmo trabalhando com pequenas quantidades de amostra
(MALVERN INSTRUMENTS LTD, 2015a). A microcalorimetria pode ser usada para estudar
interacbes e reagdes envolvendo biomoléculas, bem como as alteragbes de conformagéo
moleculares, como o dobramento e a desnaturacdo de proteinas. Estes fenbmenos sao
geralmente estudados utilizando duas técnicas de calorimetria: calorimetria de varredura
diferencial (Differential Scanning Microcalorimetry - DSC) e calorimetria de titulagcao isotérmica
(Isothermal Titration Calorimetry — ITC). A técnica que foi utilizada no presente trabalho foi a
do ITC. Essa técnica é aplicada no monitoramento de qualquer interacao quimica iniciada pela
adicao de um componente. Baseia-se na utilizacdo de uma “célula de referéncia”, uma “célula

com amostra” e a injecao de um “agente titulante” (Figura 4).
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- exterior
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|
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Célula de referéncia \) (Hj Célula da amostra

Figura 4 - Esquema interno de um microcalorimetro ITC.
Fonte: HEGYI et al. (2013)
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Ao se injetar o agente titulante na célula da amostra ocorre a interacdo dos seus
componentes que pode absorver ou liberar calor, gerando picos de energia, enquanto tais
etapas ndo ocorrem ou ocorrem de forma diferente na célula de referéncia. Por meio da
diferenga de energia gasta para manter as duas células na mesma temperatura, pode-se
avaliar com grande precisdo as trocas de calor devido a interagdo amostra-titulante, sendo o
calor liberado ou absorvido proporcional & quantidade e/ou a intensidade das ligagcbes ou
interacdes. Deste modo, medir a variagado de entalpia (AH) e, em muitos casos, estimar a
constante de afinidade entre as moléculas da amostra e do titulante (Kp) e a estequiometria
de reacao/interacao (n). Com esses dados, pode-se calcular a variagdo de entropia (AS) e a
variacado de energia livre de Gibbs (AG), obtendo-se um perfil termodindmico completo das
interacdes (Figura 5). Devido a essas caracteristicas, a microcalorimetria ITC € um dos
principais métodos empregados para analisar a interagao entre duas moléculas (MALVERN
INSTRUMENTS LTD, 2015b; OLIVEIRA, 2012).

(a) (b)
T
* NAAARORRANAYY ™ | 3 #q=r === ===~ - - —
2 | | g v
3 |1 | E
Q S .
i l i Meganlsmo I Afinidade
% -de ligagdo . .
/fi Estequiometria
7
1% = -
T L] ] 1 1
Tempo M 1 2

Razao molar

Figura 5 - Termograma de titulagao tipico apresentado pelo ITC, onde cada pico é referente
as trocas de calor de uma injegéo (a) e curva da variagéo da energia em fungao da razédo

molar dos ligantes, obtida a partir da integral dos picos do termograma (b).

Fonte: Malvern Instruments Ltd, 2015b.

2.4.3. Espalhamento de luz

O fenébmeno do espalhamento de luz se baseia no fato de que quando um feixe de luz
colide com matéria, ele pode ser espalhado em outras diregcbes. Dessa maneira, essas
moléculas servem como uma “fonte” de luz alternativa, emitindo-a (espalhando). As mudancas
da frequéncia da luz, a distribuigdo angular, a polarizagcao e a intensidade da luz espalhada

sao determinadas pelo formato, tamanho e interagbes moleculares do material. Dessa forma,
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o espalhamento de luz permite obter informacgbes sobre a estrutura e a dindmica molecular
do meio (BERNE e PECORA, 2000).

Os pilares do estudo do espalhamento de luz foram postos por Tyndall, em 1869, ao
perceber que em uma sala com poeira, um feixe luz que entrava pela janela tornava-se visivel.
Em 1871 Rayleigh comegou com trabalhos tedéricos sobre espalhamento de luz, sendo que
em 1899 ele explicou que o céu é azul e o pbr do sol avermelhado devido ao preferencial
espalhamento da luz azul pelas moléculas da atmosfera. Outros pesquisadores que também
contribuiram nessa area da ciéncia foram Mie, Debye, Smoluchowski, Einstein e Raman
(BERNE e PECORA, 2000; TYNDALL, 1869; STRUTT, 1899).

Os principais tipos de espalhamento de Iluz s&o: espalhamento Rayleigh,
espalhamento Raman, espalhamento Mie e espalhamento Tyndall. O espalhamento Rayleigh
€ um tipo de espalhamento elastico (os fétons emitidos pela fonte luz permanecem com a
mesma energia apés se chocar com matéria) que ocorre em particulas muito pequenas, da
ordem de um décimo do tamanho do comprimento de onda da luz. O campo elétrico da fonte
de luz induz a polarizacéo dos elétrons da molécula que espalha a luz aproximadamente como
um dipolo elétrico. Esse efeito € mais comum em gases e resulta em um espalhamento
uniforme da luz em todas as dire¢des, mas, preferencialmente, para comprimentos de onda
menores. O espalhamento Mie € um espalhamento elastico que ocorre de forma similar ao
espalhamento Rayleigh, entretanto as particulas possuem a mesma ordem de grandeza do
comprimento de onda da luz incidente e o seu espalhamento nao é uniforme. O espalhamento
Tyndall, também conhecido como efeito Tyndall, € semelhante aos dois espalhamentos
anteriores, diferenciando-se pelo tamanho das particulas serem maiores que o comprimento
de onda da luz emitida. Esse efeito € mais comum em dispersdes coloidas maiores, como
emulsodes, aerossois e espumas, € em suspensdes. Ja o espalhamento Raman é um tipo de
espalhamento inelastico (os fétons emitidos pela fonte de luz alteram seu conteldo de energia
apo6s se chocar com matéria) que ocorre quando o féton emitido pela fonte de luz interage
com a molécula, alterando vibragbes e rotagdes intra-moleculares, o que leva ao
espalhamento do féton com energia diferente daquela incidida. (STRUTT, 1871; TYNDALL,
1869; BROWN, 2014; ANDOR TECHNOLOGY LTD, 2015; HARRIS e BERTOLUCCI, 1978).

= Espectroscopia Raman — Determinagao do grau de desacetilagao do quitosano

O efeito Raman foi predito por Adolf Smekal em 1923, mas foi primeiramente
observado em 1928, por Chandrasekhara Venkata Raman, na india. Esse efeito consiste no
fato de que ao se incidir um feixe de luz monocromatica em uma amostra, parte dos fétons
desse feixe interage com suas moléculas, se espalhando com uma energia diferente da

emitida, alterando assim sua frequéncia e comprimento de onda. Dessa maneira, o
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espectrdmetro Raman identifica os comprimentos de onda da luz espalhada e os quantificam
por uma unidade arbitraria de intensidade (SMEKAL, 1923; RAMAN, 1928; SINGH, 2002).
Essa técnica, hoje em dia, € amplamente utilizada, como, por exemplo, na deteccédo de
narcoticos e explosivos em aeroportos (VIENNA UNIVERSITY OF TECHNOLOGY, 2012;
VOGEL, 2008; MISRA et al., 2012), na caracterizagdo de artefatos arqueoldgicos (QUINN,
2007), na deteccédo de farmacos falsificados sem abertura de embalagens (BBC, 2007) e,
também, na determinagcdo do grau de desacetilagdo do quitosano. Zajgc et al. (2015)
compararam dois métodos de determinacao do grau de desacetilagdo (DD) do quitosano. Um
por espectroscopia no infravermelho e outro por espectroscopia Raman, este ultimo
desenvolvido por eles. Foram utilizadas seis amostras de quitosano com grau de
desacetilagao conhecidos (70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % e 95 %). Na Figura 6 a seguir sao
apresentados os espectros Raman e Infravermelho para as diferentes amostras de quitosano,
obtidos pelos autores. Através desses espectros, Zajgc e sua equipe notaram que algumas
bandas mudaram ligeiramente entre os quitosanos de diferentes DD’s, tanto no Raman quanto
no Infravermelho. As bandas que alteraram foram 1654 cm™/1658 cm™, 1591 cm™'/1595 cm™’

e 936 cm'/954 cm™ (Raman/Infravermelho, respectivamente).

=
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Figura 6 - Espectro Raman (A) e Infravermelho (B) de quitosano com DD = 70 % (a);
DD =75 % (b); DD =80 % (c); DD = 85 % (d); DD =90 % (e) e DD = 95 % (f).
Fonte: Zajgc et al. (2015)

As bandas que se alteraram para quitosanos com diferentes graus de desacetilagdo
séo atribuidas ao estiramento da dupla ligagdo C=0 (v(CO)), deformacgao angular do grupo
NH2 no plano (6NH.) e estiramento (C-N) ou deformacgé&o angular (N-H) fora do plano. Em face
disso, os autores decidiram comparar a intensidade integral dessas bandas com um padrao
interno, uma banda que nao se alterou com a variacdo do DD dos quitosanos. A banda
selecionada foi a correspondente ao nimero de onda 896 cm™" que ¢é atribuida as deformacgdes
angulares fora do plano de ligagdo =C-H. Para obter a intensidade integral dessas bandas no
espectro Raman, os autores tiveram que deconvoluir os contornos dos espectros em

componentes lorentziana como pode ser visto na Figura 7.
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Figura 7 - Deconvolug&o dos contornos Raman de quitosano nas faixas de: 1500-1750 cm™”
(a) e 850-980 cm™' (b) em componentes lorentziana.
Fonte: Zajgc et al. (2015)

Com a deconvolugéo, os autores puderam fazer uma razao entre a intensidade integral
de cada banda com a da banda padrédo (896 cm™') e plotaram em um grafico em fungéo do
grau de desacetilagdo do quitosano (DD), mostrado na Figura 8 a seguir. Com esses graficos
pbde-se fazer a regressao linear dos dados e assim obter uma equagéo da razao entre bandas

em fung¢ao do grau de desacetilagdo, tanto para o Raman, quanto para o Infravermelho.

Através dos resultados, os autores observaram que o ajuste de regressdo do Raman
foi superior ao ajuste do Infravermelho. Essa diferenga de ajuste entre as técnicas pode ser
devido a variagdo do teor de agua presente nas amostras de quitosano analisadas,
informagédo nao publicada pelos autores. A técnica de espectroscopia no infravermelho é
muito sensivel a presenca de agua, ao modo que a técnica de espectroscopia Raman, nao.
Dessa maneira, se os flocos de quitosano analisados pelos pesquisadores tivessem teores
de agua diferentes entre si, os resultados obtidos pelo infravermelho seriam muito afetados.
Isso indica que a espectroscopia Raman é mais recomendada para a determinagao do grau
de desacetilacdo do quitosano do que a espectroscopia no Infravermelho, pois ndo necessita

de um controle rigoroso no teor de agua das amostras.
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1591/896 cm™ e 936/896 cm™' para o infravermelho (b).

Fonte: Zajgc et al. (2015)

As equacgobes 16, 17 e 18 a seguir sdo as equacdes obtidas para a espectroscopia Raman da
razao da intensidade integral das bandas 1654 cm™, 1591 cm™ e 936 cm™, respectivamente,

com a banda 896 cm™', em fung&o do grau de desacetilagdo (DD).

A1654/A896 = 0,017 X DD + 2,05 (R2 = 08808) (Eq 16)
Ai591/Agoe = 0,014 X DD — 0,86 (R? =0.9901) (Eq. 17)
A936/A896 = 0,007 X DD + 0,69 (R2 = 09962) (Eq 18)

Onde Ajgss, Aisor, Agze € Agoe S80 as intensidades integrais das bandas 1654 cm™,
1591 cm™, 936 cm™” e 896 cm™, respectivamente, e DD é o grau de desacetilagdo do

quitosano.

= Espalhamento dindmico de luz (DLS) — Determinagao do potencial {

A técnica do espalhamento dindmico da luz permite a determinagdo do potencial ¢
(zeta) das particulas em suspensao. O potencial ¢ € a medida da diferenga de potencial
elétrico entre o plano de cisalhamento da superficie das particulas e um ponto distante na
solugao (Figura 9a). Esse valor da um indicativo sobre a estabilidade de dispersdes coloidais.
Essa técnica de espalhamento de luz, muitas vezes chamado de espalhamento eletroforético
da luz (ELS), diferencia-se do espalhamento dindmico da luz tradicional pelo fato de que, no

DLS, o espalhamento varia devido ao movimento browniano das particulas e, no ELS, o
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espalhamento varia devido ao movimento de particulas carregadas em solugcédo devido a
aplicagao de um campo elétrico variado, como observado na Figura 9b. (IUPAC, 2008; SHAW,
2013; HUNTER, OTTEWILL e ROWELL, 1989)

Superficie da

" —
! particula

(a)

< Plano de
i cisalhamento (b)

Potencial ¢
(zeta) Capilar

Particula negativamente
carregada

Figura 9 - (a) Esquema de uma particula carregada. (b) Esquema de uma cubeta para ELS,
onde particulas carregadas se movimentam em fungdo do campo elétrico aplicado no meio.
Fontes: Shaw, 2013.

O equipamento de DLS mede a velocidade das particulas em fungao do campo elétrico
aplicado, determinando assim a mobilidade eletroforética (Equagao 19). A partir dessa
mobilidade pode-se determinar o potencial { pela equagdo de Henry (Equagéo 20) ou pela
aproximacao de Smoluchowski (Equacédo 21) (SHAW, 2013; HUNTER, OTTEWILL e
ROWELL, 1989).

_v (Eq.19)
e =
|E|
S L. (Eq. 20)
egof (ka)
L (Eq. 21)
£gg

Em que u, € a mobilidade eletroforética, v € a velocidade das particulas, Eéo campo elétrico
aplicado no meio, n é a viscosidade do meio dispersante, em Pas, € € g sao as
permissividades no meio dispersante e no vacuo (C>N~'m™), repectivamente, e f(ka) é a

funcao de Henry.
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3. METODOLOGIA

3.1. Instalagdes

Os experimentos foram majoritariamente conduzidos no Laboratério de Operacoes e
Processos (DTA-UFV). As andlises de microcalorimetria foram realizadas no Laboratério de
Quimica Coloidal e Macromolecular (DEQ-UFV), as de potencial { no Laboratério de
Embalagens (DTA-UFV) e as de espectroscopia Raman no Laboratério de Espectroscopia
Raman (DPF-UFV) e no Laboratério de Espectroscopia Raman do Prof. Cristiano Fantini
(UFMG).

3.2. Material: equipamentos, reagentes e solventes
No Quadro 5 estao listados os equipamentos empregados nesse estudo e, no

Quadro 6, os reagentes e solventes utilizados.

Quadro 5 - Equipamentos utilizados no presente projeto.

Equipamento Marca Modelo Pais Precisao
Agitador de solugdes do tipo Phoenix
AP 56 Brasil -
Vortex Luferco
Agitador magnético Tecnal TE 0851 Brasil -
Agitador por hélice Marconi MA-039 Brasil -
Analisador de tamanho e Zetasizer
_ Malvern Inglaterra 0,1 mV
potencial { Nano ZS
Balanca analitica Shimadzu AUY220 Japéo 1mg
Banho termostatizado Tecnal TE-184 Brasil 1°C
Banho termostatizado com
Schott CT 52 Alemanha 0,01 °C
laterais de acrilico
Bomba de Vacuo Marconi MA-058 Brasil 10 mmHg
Centrifuga Eppendorf 5430 Alemanha 10 rpm
Condutivimetro Thermo Orion 145A+ EUA 1 uS-cm’
Schmidt
Densimetro EDM 4000 Alemanha | 0,1 kg'm™
Haensch
Espectrofotébmetro UV/Vis Varian Cary 50 Probe EUA 0,001
Filtro de agua Millipore Direct QUV3 Italia -
Espectrémetro FT-Raman Bruker 110/S Alemanha -
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Equipamento Marca Modelo Pais Precisao
PRATICE 410
Geladeira Consul Brasil -
Biplex
Incubadora com .
SPLabor SP500 Brasil 1°C
temperatura controlada
Liofilizador Terroni LS3000 Brasil -
Microcalorimetro ItcRun 4200 EUA 0,02 W
Potencidmetro Hanna HI 2221 EUA 0,1
Ultra freezer Terroni VBRTICAL-40 Brasil 1°C
Cannon-
Viscosimetro capilar Schott Fenske type n° | Alemanha -
51310
Quadro 6 - Material utilizado na execugao do projeto.
Material Descrigcao Fornecedor Lote
Acetato de .
o Pureza =2 99 %. Cromoline 10335/07
sédio
Acido acético | Pureza = 99,7 %. Vetec 1000895
- _ Grau de reagente ACS e pureza
Acido citrico Isofar 131835
2995 %.
Acido latico Pureza = 85 %. Impex 00907/12
Agua Resistividade média de
MiliQ -
deionizada 18 MQ*cm.
Filtro de Diametro de 33 mm, membrana _
Millex R3NA93577
seringa de MCE e porosidade de 0,8 um.
Memib Diam. de 45 mm, membrana de
embrana
. ésteres de celulose e porosidade Millipore BOEN72339
para filtragem
de 0, 45 um.
Papel filtro Diam. de 125 mm e teor de Unifil 18068.0412
quantitativo cinzas de 0,00009 g.
Quitosano Massa molecular média. Aldrich SLBG4282V

Para todos os experimentos utilizou-se apenas um tipo de acido de cada vez. Nos

experimentos comparativos entre acido citrico e latico, as respectivas solugbes aquosas foram

sempre preparadas com base na concentracdo molar, de modo a garantir o mesmo numero

de mol dos acidos no meio para interagir com uma dada quantidade o quitosano.
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3.3. Caracterizacao preliminar do quitosano

Antes da realizagcdo dos experimentos de dispersibilidade, de microcalorimetria de
pHmetria, de condutivimetria e de potencial zeta, o quitosano a ser utilizado foi caracterizado
com relacdo ao seu grau de desacetilacdo e quanto a sua massa molar média, conforme

descrito nas duas subsec¢des seguintes.

3.3.1. Estimativa do grau de desacetilacao médio

A determinagdo do grau de desacetilacdo do quitosano foi feita por espectroscopia
Raman, como descrito por Zajgc et al. (2015). De forma resumida, através do FT-Raman com
laser Nd:YAG, obteve-se o espectro de Raman entre 0-3500 cm™ de um floco de quitosano.
Fez-se a deconvolugdo em componentes lorentziana do contorno do espectro Raman nas
faixas 850-980 cm™ e 1500-1750 cm™, obtendo assim a intensidade integral das bandas
896 cm™, 936 cm™, 1591 cm™ e 1654 cm™'. Com a intensidade dessas bandas, calculou-

se o0 grau desacetilacdo a partir da média dos resultados das equagdes 16, 17 e 18.

A1654/A896 = 0,017 X DD + 2,05 (Eq 16,)
A1591/A896 = 0,014‘ X DD — 0,86 (Eq 17,)
A936/A896 = 0,007 X DD + 0,69 (Eq 18,)

3.3.2. Estimativa da massa molar média

Para se determinar a massa molar média do quitosano, foi utilizada uma abordagem
por viscosimetria de dispersdes diluidas do biopolimero. Primeiramente, preparou-se 300 mL
de solugao tampéo acetato (0,2 M de acido acético + 0,1 M de acetato de sodio; pH de 4,41
e forga ibnica de 0,1 M), descrito como solvente ideal por Kasaai (2007). Preparou-se, entao,
uma dispersdo estoque de quitosano em 150 mL de solugdo tampao [0,5 g-(100 mL)™"], com
agitagao por 24 h, para garantir que todo o quitosano adicionado fosse disperso (AMORIM,
2012), sem que restassem particulas solidas detectaveis a olho nu e o sistema néo
apresentasse turbidez. Essa solugcao foi entdo submetida a filtragem a vacuo, com filtro
quantitativo. A partir dessa dispersao estoque, foram feitas diluicdes de forma a se obter cinco

concentragdes diferentes de quitosano em disperséo [0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 g-(100 mL)™"].
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Para se obter o tempo de escoamento no viscosimetro capilar, utilizou-se o volume de
10 mL tanto para a solugcao tampé&o, como para todas as dispersdes, em banho termostatizado
a 25 °C, em cinco replicatas e trés repeticdes. Dos tempos obtidos, subtraiu-se um fator de
correcgéo (fornecido pelo fabricante do viscosimetro) referente a energia cinética e a formacéao
de vortex apds passagem pelo capilar, nos escoamentos mais rapidos. Calculou-se a
viscosidade especifica a partir do tempo de escoamento corrigido (equagéo 11) e, a
viscosidade intrinseca, pela média dos valores das equagdes de Huggins e de Kraemer,

equacodes 12 e 13, respectivamente.

. _t—tp (Eq. 11")
sp — t
r] ’
L = [n] + ki [ (Fq. 12)
Inn, (Eq. 13")

Para se certificar que as concentragcdes escolhidas para esse experimento de
viscosimetria  correspondem a fluidos newtonianos, tragou-se um  grafico
log 5, = f(log(C*[n])). Se o fluido for newtoniano, esse grafico € linear (MELLO et al.,

2006). Para se determinar as constantes da equagao MHS, utilizou-se o as equagdes 14 e 15.

0,699x (Eq. 14)
= —_— T —2 . ,
a (0,6202 + I806 x) +[0,003(T — 20)] + 0,06 * Cyroia
logK - 1075 = —5,7676 - a + 5,9232 (Eq. 15

Conhecendo-se a viscosidade intrinseca e as constantes da equacao MHS, pode-se

determinar a massa molar média viscosimétrica do quitosano pela equacgéo 10.

[n] = KM&™1 = KM*? (Eqg. 10)

3.4. Dispersoes de quitosano em meio aquoso com os acidos orgéanicos

3.4.1. Quantificagcao do quitosano disperso

O método utilizado nos experimentos para efetuar a quantificacdo do quitosano
disperso foi desenvolvido durante o projeto e baseia-se na absorbancia a 285 nm (Abs,g5) de
dispersdoes de quitosano. Primeiramente, preparou-se 2 solugbes acidas (acido citrico ou
acido latico) na concentragcdo de 100 mM. Em seguida, preparou-se 4 dispersdes de quitosano

para cada solugéo acida, nas concentragdes (C) de 0,25; 0,5; 0,75 e 1 g-(100 mL)", deixando
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sob agitagdo magnética por 24 horas (AMORIM, 2012). Ao final, foram feitas duas curvas
analiticas (Abs,gs = f(C)), uma para cada acido, medindo-se a absorbancia das solugdes
acidas, sem quitosano, e das dispersdes de quitosano. Todas as medidas foram feitas com

trés repeticdes.

3.4.2. Cinética de dispersao do quitosano

Nesse experimento, estudou-se a cinética de dispersao de cinco gramas de quitosano
em 500 mL de solugéo dos acidos citrico ou latico [concentragao inicial de 1 g-(100 mL)],
com concentragdes de acido iguais a 0 mM, 25 mM, 50 mM ou 100 mM. Esses sistemas foram
agitados em agitador de hélice (270 rpm) e a temperatura controlada a 25 °C por banho
termostatizado. O posicionamento da hélice no sistema foi feito como descrito por
Kravtchenko et al. (1999), de modo a evitar que grumos aderissem as suas pas, melhorando
assim a reprodutibilidade. Foram retiradas 14 aliquotas da dispersao de quitosano nos tempos
30 s; 1 min; 1,5 min; 2,5 min; 5 min; 10 min; 20 min; 30 min; 1 h; 2h; 3 h; 5,5h; 7 h e 8 h apos
0 comeco da agitacdo. Assim que retiradas, as aliquotas foram imediatamente filtradas com
filtro quantitativo e encaminhadas para quantificacdo, como descrito na se¢édo 3.4.1. Foram

realizadas trés repeticdes para cada sistema.

Avaliou-se o ajuste de trés modelos matematicos para os dados de
Concentragio = f(tempo): (i) crescimento exponencial de 12 ordem até valor maximo com 2
parametros (equacgéao 3), (ii) crescimento exponencial de 12 ordem até valor maximo com 4
parametros (equagdo 4) (KRAVTCHENKO et al., 1999) e (iii) crescimento hiperbdlico
(equacéo 22):

C =Cx(l—exp(—k-t)) (Eq. 3’)
C=C4(1—exp(—kyg-t))+Cg(1—exp(—kg-t)) (Eq. 4)
_ Cpax 't (Eq. 22)

k4t

Em que C é a concentracao de quitosano dispersa no tempo t, C,,,,x € a concentragao maxima
de quitosano dispersivel do sistema e k € o tempo necessario para se alcangar a metade da

concentragdo maxima dispersivel do quitosano no sistema.

3.4.3. Dispersibilidade maxima do quitosano

Para as concentracbes de acido de 0 mM, 25 mM e 50 mM, pbde-se estimar a

dispersibilidade maxima do quitosano a partir das curvas da cinética de dispersao obtidas
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conforme descrito na secido anterior, pois com essas concentracbes de acido no meio, o

quitosano inicialmente adicionado nido se dispersou totalmente.

Para as concentragcbes de 10 mM e 100 mM de acido, adicionou-se um excesso de
quitosano (1 g e 3 g, respectivamente) e deixou-se agitando por hélice (270 rpm) sob
temperatura controlada de 25 °C por 24 horas (AMORIM, 2012). Em seguida, as amostras
foram centrifugadas (7200 rpm por 20 minutos), filtradas a vacuo e quando necessario,

diluidas para quantificagdo. Todos os experimentos foram realizados em 3 repeticoes.

3.5. Variacao da entalpia de dispersao do quitosano em meio aquoso com os acidos

organicos

Para os experimentos de ITC, primeiramente solugbes aquosas dos acidos citrico e
latico foram preparadas. Para o acido citrico, foram preparadas solu¢des nas concentracoes
de 0,9 M e 0,18 M. Para o acido latico, foi preparada solugcdo em apenas uma concentragao
de 0,9 M. Utilizou-se duas concentragdes para o acido citrico, uma menos concentrada, para
ter mais detalhes da variagdo de entalpia (maior numero de pontos) em concentragdes do
acido no sistema. Para estas andlises o quitosano foi previamente lavado com agua

deionizada, filtrado (0,45 um) e liofilizado.

As medidas calorimétricas foram realizadas utilizando um microcalorimetro com uma
cela de reagdo de 2,7 ml (de amostra e de referéncia) e de sensibilidade de 0,02 yW. As
determinagdes da entalpia de dispersao do quitosano nas solug¢des acidas foram realizadas a
25,000 °C; com aparato quimicamente e eletricamente calibrado conforme Da Silva et al.
(2008). Em um ensaio, 40 aliquotas de 7 pL da solucado acida 0,9 M (citrico ou latico) foram
injetadas em uma célula de amostra contendo (i) 2,7 mL de agua ou (ii) 2,7 mL de agua +
27 mg de quitosano (1 g-100 ml™"). Em outro ensaio, foram injetadas 50 aliquotas de 5 uL de

solucao de acido citrico 0,18 M nas células de amostra contendo (i) ou (ii).

Por meio da integragéao dos picos de troca de calor para cada injecéo (i), obtém-se a
variacao de entalpia AH; (em pJ). Os valores de variagdo de entalpia molar integrada por
injegé@o i, AHi» (em kJ-mol™), foram obtidos dividindo AH; (em kJ) pelo nimero de moles de
acido adicionado, n;, como mostrado na equagao 23. Ent&o, as parcelas de AH; em fung&o da
concentragao do acido adicionado foram obtidas e referidas como curvas de entalpia.

n;

Aﬁi =
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3.6. Condutividade elétrica e pH das dispersdes de quitosano, em funcao da

concentracao de acido adicionado

Com o objetivo de avaliar a variacdo da condutividade elétrica e do pH das dispersdes
de quitosano, em funcdo da concentragdo de acido, primeiramente duas solugbes acidas
concentradas (1,8 M) foram preparadas para cada acido (citrico e latico). Em seguida, sob
constante agitagdo magnética, dois sistemas foram preparados: (i) adicionou-se 1 g de
quitosano em 100 mL de agua; e (ii) apenas 100 mL de agua. Para cada sistema foram
adicionadas 14 injecdes da solugdo acida concentrada (citrico ou latico) de modo que a
concentracao do acido no sistema variou entre 0 e 71,1 mM. Entre cada injegdo esperou-se
25 minutos, de modo que o sistema atingisse o equilibrio. Imediatamente antes de cada

injecdo mediu-se a condutividade elétrica e o pH dos sistemas.

3.7. Potencial { das particulas de quitosano em meio aquoso com os acidos

organicos

Para determinacdo do potencial { das particulas de quitosano, primeiramente
preparou-se duas solugdes acidas, uma para cada acido (citrico e latico) na concentragao de
10 mM. Um grama (1 g) de quitosano foi adicionado em 100 mL de cada solu¢ao acida e
colocado sob agitagcdo magnética por 24 horas. As dispersdes de quitosano foram
centrifugadas (5000 rpm por 5 minutos), filtradas com filtro de papel quantitativo e depois com
filtro 0,8 uM. As analises foram feitas em equipamento de DLS, onde o angulo de detecgao é
de 173°. Com o equipamento, obteve-se a mobilidade eletroforética das particulas. Devido a
baixa concentragdo dos acidos no solvente (10 mM), considerou-se que a permissividade e a
viscosidade do solvente eram as mesmas da agua pura, dessa maneira, utilizou-se a equacgéo
21 para calcular o potencial ¢ das particulas de quitosano.

_ Amke (Eq. 21")
€&

¢

3.8. Tratamento estatistico dos resultados

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SAS versao 9.3
para Linux (SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA) licenciado pela Universidade Federal de

Vigosa, exceto o teste t de student, para o qual os calculos foram feitos diretamente.
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Para os experimentos de cinética de dispersao do quitosano, foram feitas analises de
regressao para o ajuste de trés modelos matematicos (equagdes 3, 4 e 22), em que o tempo
foi a variavel independente e a concentragao de quitosano dispersa foi a variavel dependente.
A falta de ajuste foi analisada para cada um dos modelos e o nivel de significancia foi de
p < 0,05. Para a analise da qualidade do ajuste dos modelos, utilizou-se como parametros o

coeficiente de determinacao (Equacao 24) e o Erro Percentual Absoluto Médio (Equagao 25)

p2 = SQexp (Eq. 24)
SQtot
n
1 P (Eq. 25)
MAPE = —- Z |M|
n = Oi

Onde SQ.p, € SQi: S@0 as somas de quadrados explicada pela equagdo e total,

respectivamente, n é o numero de observacdes, 0; € o i-ésimo valor observado e P; € o
i-esimo valor previsto pela equacédo. A partir dos modelos ajustados para os dados de cinética
de dispersao do biopolimero em meios cujas concentragdes de acido foram de 0 mM, 25 mM
ou 50 mM, estimou-se a sua dispersibilidade maxima por meio da(s) constante(s) de
concentracdo maxima dispersivel do modelo de regressdo que melhor se ajustou aos dados
experimentais de cinética. O desvio da dispersibilidade maxima, nesses casos, foi obtido pelo

intervalo de confianga de 95 % da regressao.

Nos experimentos de dispersibilidade maxima de quitosano, foram feitas analises de
regressao considerando-se a concentracdo do acido como a variavel independente e a
concentracao de quitosano dispersa como a variavel dependente. Foram analisados o
coeficiente de determinagéo (R?), o Erro Percentual Absoluto Médio (MAPE) e a falta de ajuste

da equagdao obtida na regressao (ao nivel de significancia de p < 0,05).

Para a comparacéo dos valores de variagdo de entalpia da dispersao e potencial ¢ das
particulas, em que as variaveis independentes sdo qualitativas (tipo de acido), os resultados
foram submetidos a um teste de médias (t de student), considerando nivel de significancia p
< 0,05.
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4. RESULTADOS

Nesse capitulo serao apresentados e descritos os resultados experimentais obtidos no

presente estudo. A discussao sera feita em separado, no capitulo seguinte.

4.1. Caracterizagao preliminar do quitosano

4.1.1. Estimativa do grau de desacetilagao médio

Na Figura 10 esta apresentado o espectro Raman para numeros de onda entre 0 e
3500 cm™ da amostra de quitosano utilizada nesse estudo. Em destaque, as bandas a
896 cm”’, 936 cm™, 1591 cm” e 1654 cm ', das quais foi feita a deconvolugdo em
componentes lorentziana para determinagado de sua intensidade integral (4;) (ZAJAC et al.,
2015).

_ - Agoe = 0,1110
Agse = 0,0642  Agser = 0,0417 Aoze = 0,0154

x 1 ¥ /!

1750 1650 1550 950 900 850

Intensidade

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Numero de onda /cm™!

Figura 10: Espectro Raman da amostra de quitosano.

Por meio das equagdes 16, 17 e 18, pdde-se obter o grau de desacetilacdo do
quitosano, para o qual se obteve os valores de 88,3 %, 78,8 % e 86,6 %, respectivamente.
Dessa forma, admitiu-se que o grau de desacetilagao dessa amostra de quitosano foi a média
dos valores obtidos com as trés equagdes, que € 84,6 + 5,1 %. O fabricante informa que o
valor de DD do produto esta entre 75 % e 85 % (SIGMA-ALDRICH, 2015a); logo, o valor

encontrado é compativel com o anunciado pelo fornecedor.
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4.1.2. Estimativa da massa molar média

Por meio de ensaios de viscosimetria capilar, mediu-se o tempo de escoamento (t)

das dispersbes de quitosano e, aplicando a equagao 11, calculou-se as viscosidades

especificas medias (75,) das dispersées com concentragbes de polimero de 0,1 a

0,5 g:(100 mL)™* (Quadro 7).

Quadro 7 - Tempo de escoamento em viscosimetro e viscosidade especifica calculada das

dispersdes de quitosano em tampé&o acetato.

Concentracao de quitosano disperso
/g-(100 mL)"!

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
e 66,17 147,71 268,87 | 494,46 | 747,85 | 1.070,96
10,44 13,11 +4,30 19,42 £17,94 | 237,14
Top 1,23 3,06 6,47 10,30 15,18
(Admensional) ] +0,02 +0,03 0,13 0,18 10,34

Construiu-se, a partir desses dados, em um grafico € = f(C) e In(ns, + 1)/C = f(O).

Na Figura 11, sao apresentados os ajustes de regresséo para os dados do grafico construido,

utilizando as equacdes de Huggins e Kraemer (equagdes 12 e 13, respectivamente), conforme

proposto por Kasaai (2007), para o calculo de viscosidade intrinseca, [n].

35
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y =46.527x + 7.1084
§ R2=0.9918

y =-5.8702x + 8.4353
R?=0.9713

0.5

0.7

Conc. de quitosano /g-(100 ml)-
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Linear

(Kraemer)

Linear

(Huggins)

Figura 11 - Ajuste das equagdes de Huggins e de Kraemer aos dados experimentais.
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Pela equagdo de Huggins, obteve-se o valor de [n]y = 7,11 dL - g~* como viscosidade
intrinseca, enquanto que pela equagdo de Kraemer obteve-se [n]x = 8,44 dL-g~!. Pela
média desses dois valores calculados, obteve-se [n] = 7,77 dL-g™! que foi assumido como o

valor de viscosidade intrinseca para dispersées do quitosano utilizado.

Adicionalmente, para verificar se nas concentragdes estudadas as dispersdes de
quitosano apresentavam comportamento newtoniano (condi¢do necessaria para estimar a
massa molar média do polimero por viscosimetria), construiu-se o grafico
logns, = f(log(c * [])). Como pode ser observado pela Figura 12, os dados apresentaram
uma evidente tendéncia linear (R?> = 0,995), o que significa que o comportamento das
dispersoes foi de um fluido newtoniano (MELLO et al., 2006). Dessa forma, o valor da

viscosidade intrinseca pode ser utilizado para se estimar a massa molar média do biopolimero.

1.4
1.2
R2=0.9952
1
o 0.8
=
g
= 0.6
0
-0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Log (C*])

Figura 12 - Afericdo do comportamento newtoniano das dispersdes de quitosano

utilizadas.

Assim, aplicando-se as equacdes 14 e 15, calculou-se os valores das constantes a
(0,93) e k (3,63x10° dL-g™"), da equagdo MHS (equagéo 10) e obteve-se como massa molar
média viscosimétrica para o quitosano utilizado nesse trabalho o valor de M, = 540 kDa. De
acordo com o fabricante, a massa molar média do composto situa-se entre 190 e 310 kDa,
entretanto, apesar de nao informado, esse valor deve ser referente a massa molar média
numérica (SIGMA-ALDRICH, 2015a; SIGMA-ALDRICH, 2015b). A massa molar média
numeérica leva em consideragdo todas as moléculas para ser calculada, enquanto que a
viscosimétrica leva em consideragao apenas intervalos de massa molar das moléculas, o que
acarreta em sensibilidade pelo limite superior. Dessa maneira, ndo se pode comparar 0s

valores de massa molar média numérica com os de massa molar média viscosimétrica e
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esperar que sejam iguais. O que deve ser ressaltado € que a massa molar média
viscosimétrica obtida foi superior a massa molar média numérica informada pelo fabricante,

como era de se esperar.

4.2. Dispersoes de quitosano em meio aquoso com os acidos organicos

4.2.1. Quantificagdo do quitosano

Para elaboracao das curvas analiticas de quantificacdo, primeiro fez-se uma varredura
de absorbancia em dispersées com diferentes concentragdes de quitosano [0,15; 0,25; 0,4;
0,5 e 1,0 g- (100 mL)"] com os acidos citrico ou latico (100 mM), variando o comprimento de
onda entre 190 e 1100 nm. No UV-Vis, observou-se que a maxima absorbancia ocorreu para
o comprimento de onda igual a 285 nm (na Figura 13 é mostrado a varredura para o acido

citrico).

(b)

0,6

(a)

0,8

1.g-(100 mL)*
0,6

0,4

Abs
Abs

5.g-(100 mLy!

0,25 g- (100 mL}: 0,2
0,15 g-(100 mL)*

Ac citrico 100 mM

0,2-] Agua

0,0

05 g-«_
0,0

T T T T T T T T
200 250 300 350 200 300 400 §00 600
Comprimento de onda /nm Comprimento de onda /nm

Figura 13 - Varreduras de absorbancia no UV-Vis das dispersdes de quitosano em 100 mM
de acido citrico. Varredura das concentragdes 0,15; 0,25; 0,4 e 0,5 g-(100 mL)" de
quitosano (a) e varredura das concentragdes 0,5 e 1,0 g-100 ml' de quitosano, utilizando

acido citrico 100 mM como linha de base (b).

Pode-se observar pela Figura 13a que ha uma ligeira variacdo na absorbéancia das
dispersbes em fungao da concentragao do quitosano nesse comprimento de onda. Na Figura
13b € mostrado a varredura de absorgdo das dispersbes de quitosano em 0,5 e

1,0 g-(100 mL)" usando como linha de base a varredura de uma solugéo de acido citrico.

Com a absorbancia maxima definida como 285 nm, construiu-se uma curva analitica
para cada acido (100 mM), utilizando as concentragdes de quitosano de 0; 0,25; 0,5; 0,75 e

1,0 g- (100 mL)"em trés repetigées. Os resultados sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Construcao das curvas analiticas para quantificacdo no acido citrico (a) e latico

(b).

A partir das curvas analiticas, obteve-se as equacoes 26 e 27, para as dispersdes em

acido citrico e latico, respectivamente:

Absjygs = 04947 -C — 0,0015  (R? = 0,998; MAPE = 2,35 %) (Eq. 26)

Absjpgs = 0,5003 - C —0,0021  (R?=0,999; MAPE = 1,39 %) (Eq. 27)

Em que Abs;,g5 € a absorbancia da amostraa 4 =285 nm e C é a concentragédo de quitosano
dispersa no meio, em g- (100 mL)™. Os valores de R? ~ 1 indicam um excelente ajuste dessas
equagdes para os dados de Abs; = f(C), nointervalode ¢ =0a 1,0 g- (100 mL)™". Além disso,
os valores muito pequenos de MAPE (< 2,4 % em ambos os casos) indicam que os valores
estimados por essas equagdes sdao muito préximos dos valores experimentais, para valores
de concentracdo contido no intervalo estudado. Isso é indicador adicional da confiabilidade
dessas equacgobes para determinagao espectrofotométrica da concentragao de quitosano em

dispersao.
4.2.2. Cinética de dispersao do quitosano

Para os ensaios de cinética de disperséo, foi necessario quantificar o quitosano
efetivamente disperso no meio aquoso acidificado ao longo do tempo, apds o inicio da
agitacdo das misturas. Para isso, foram utilizadas as Equacdes 26 e 27, apresentadas na

secdo 4.2.1..

Na Figura 15, a seguir, € apresentada a cinética de dispersdo do quitosano nas
solugdes dos acidos citrico (Figura 15a) e latico (Figura 15b), nas concentragées de 0 mM;
25 mM; 50 mM e 100 mM.
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Figura 15 - Variacdo da concentracdo de quitosano disperso (C) em diferentes

concentracdes dos acidos citrico (a) e latico (b), em fungc&o do tempo (t).

Conforme esperado, nos casos em que se utilizou apenas agua (concentragédo de
acido = 0), ndo houve dispersao do biopolimero. Isso confirma o conhecimento prévio de que
0 quitosano s6 forma dispersao em meios aquosos na presenga de acidos. Para os sistemas
contendo acido, trés modelos matematicos foram ajustados, a cada curva, a partir dos dados
experimentais (Equagbes 3, 4 e 22). No Quadro 8 sao mostrados os parametros ajustados
desses modelos, bem como o coeficiente de determinagdo (R?) e o Erro Percentual Absoluto

Médio (MAPE) do ajuste. Para o modelo de crescimento exponencial até valor maximo com
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quatro parametros, calculou-se também o indice de dispersibilidade (/D) do quitosano em

cada sistema.

Com base nos valores de R? e MAPE, o modelo que melhor se ajustou aos dados de
cinética de dispersao foi o modelo de crescimento exponencial até valor maximo com quatro
parametros (KRAVTCHENKO et al., 1999). Por essa razdo, esse modelo sera considerado,

para ambos os acidos e nas trés concentragdes, para as discussdes subsequentes.
4.2.3. Dispersibilidade maxima do quitosano

A partir dos dados de cinética de dispersédo do quitosano na auséncia de acido e nas
concentracdes de acido de iguais a 25 mM e 50 mM, pdde-se determinar a dispersibilidade
maxima do biopolimero nessas concentra¢des, por meio do modelo ajustado (crescimento
exponencial até valor maximo com quatro parametros). Nesse modelo, a soma das constantes
C, e Cy indica a concentracdo maxima de quitosano que dispersou no sistema. Nas demais
concentracoes de acido (10 mM e 100 mM), a determinagao foi feita através da adi¢ao de
excesso de quitosano no meio e quantificagao direta, conforme descrito em 3.4.3. No Quadro
10 sdo mostradas as quantidades maximas de quitosano que dispersou nas diferentes

concentragdes dos acidos citrico e latico.
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Quadro 8 - Modelos matematicos ajustados dos dados de C = f(t), sendo C a concentragéo de quitosano disperso, em g-(100 mL)" e ¢t o tempo, em

minutos.
Hipérbole Crescimento exponencial até valor Crescimento exponencial até valor maximo
Acido  Cpart (Eq. 22) maximo (2 parametros) (4 parametros)
(Concentragio) ke+t ; C=Ce(1—exp(—k-1) (Eq. 3’) C=Cs(1—exp(—ky-t)) + Cs(1—exp(—kg-t) (Eq. 4)
c k 2 (G k 2 Cy ky Cp kg 2
Ig-(1(;g‘|l::L)-1 [min = NARE /g-(100 mL)" [min- = ARE [g-(100 mL)" Imin' | [g100 mL)* | /min & s 1o

Citrico (25 mM) 0,24 0,30 | 0,70 | 48% 0,23 1,88 | 0,42 | 53,0% 0,19 4,23 0,06 0,04 | 097 | 37% | 76 %

Citrico (50 mM) 0,79 0,26 | 097 | 32% 0,77 204 | 093 | 140% 0,61 4,83 0,20 0,15 | 0,99 | 24% | 75%

Citrico (100 mM) 0,94 0,28 | 0,99 | 19% 0,91 1,77 | 0,95 | 13,7 % 0,60 6,68 0,33 039 | 0,99 | 1,3% | 65%

Latico (25 mM) 0,60 0,28 | 0,92 | 59% 0,58 215 | 0,85 | 21,7 % 0,46 7,02 0,17 0,04 | 099 | 1,8% | 713%

Latico (50 mM) 0,89 023 | 0,93 | 48% 0,87 245 | 087 | 111% 0,69 62’0 0,23 0,11 | 09 | 38% | 75%
4,16

Latico (100 mM) 0,98 0,74 | 0,95 | 3,5% 0,95 0,80 | 0,88 | 354 % 0,35 X 0,61 038 | 0,99 | 29% | 36%
10°
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Quadro 9 - Dispersibilidade maxima do quitosano em diferentes concentragdes dos acidos

citrico e latico.

Concentragéao Conc. max. de quit. /g-(100 ml)~*
do acido , ,
- Acido citrico Acido latico
0 0,012 0,012
10 0,07 + 0,01 0,22 £ 0,01¢
25 0,25 + 0,01¢ 0,64 £ 0,01¢
50 0,80 + 0,01f 0,92*
100 1,73 £ 0,239 o

Valores seguidos de letras iguais nao diferem significativamente entre si pelo teste Tukey ao
nivel de significancia p<0,05.
* Nao foi possivel determinar o intervalo de confianca.

** Nao foi possivel determinar a dispersibilidade maxima.

No sistema contendo acido latico 50 mM n&o se pdde calcular o desvio padrdo da
dispersibilidade maxima. Nesse sistema, a variabilidade entre as repeticdes nos primeiros
10 minutos da cinética de dispersao inviabilizou o calculo do intervalo de confianca da
equacao de regressao. No sistema contendo acido latico 100 mM néo foi possivel determinar
a dispersibilidade maxima do quitosano, pois a adicdo de aproximadamente 2,6 g de
quitosano levou a formagdo de um semissolido, o que impossibilitou a centrifugagao e
fitragem do sistema para remogdo do excesso de quitosano sdlido, que ndo estava
verdadeiramente disperso. Na Figura 16, a seguir, sdo mostrados os sistemas obtidos a partir
da dispersao de quitosano [1 g-(100 mL)"] nas solugdes aquosas dos acidos citrico ou latico,

nas concentracoes de 10, 25, 50 e 100 mM.
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. e - .
Figura 16 - Dispersao de quitosano [1 g-(100 mL)"] nos acidos citrico (A) e latico (B), nas
concentragdes de 10 mM (a), 25 mM (b), 50 mM (c) e 100 mM (d).

Na Figura 17, é mostrado o sistema obtido na adigdo de quitosano [3 g-(100 mL)"] em
solucdo aquosa de acido citrico 100 mM, durante os ensaios de dispersibilidade maxima.

Ja na Figura 18, é apresentado o sistema obtido pela adicdo de quitosano
[3 g-(100 mL)"] em solugdo aquosa de acido latico 100 mM. Devido ao sistema semissolido

gerado, nao foi possivel determinar a dispersibilidade maxima nessas condigées.
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*!J
Figura 17 - Dispersao de quitosano [3 g-(100 mL)"] em &cido citrico (100 mM). (a) sistema

obtido logo apds agitacao de 24 h, (b) apds centrifugagéo e (c) apos filtragem.

Figura 18 - Dispersdo de quitosano [3 g-(100 mL)"] em acido latico (100 mM).

Pela Figura 19 pode-se observar que tanto o acido citrico quanto o acido latico
parecem apresentar a taxa de variacao, dispersibilidade maxima em fung¢ao da concentracéo
de acido, de formallinear. A equacgao de regressao para esses dados sao apresentadas abaixo

(Equacbes 28 e 29, para o acido citrico e latico, respectivamente).
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Figura 19 - Dispersibilidade maxima do quitosano em funcdo da concentracdo dos acidos
citrico (a) e latico (b).

C, = 0,0167 - C, (R? = 0,980; MAPE = 53,0 %) (Eq. 28)

Cq =0,0198-C, (R2=0,948; MAPE = 686,9 %) (Eq. 29)
Onde C, é a concentragdo maxima dispersivel de quitosano, em g- (100 mL)", e C, é a

concentracao de acido, em mM.

4.3. Variagao da entalpia de dispersao do quitosano em meio aquoso com os

acidos organicos

Nos experimentos de calorimetria de titulagao isotérmica (ITC), por meio das injecdes
de solugao acida concentrada (0,9 M para os dois acido e 0,18 M apenas para acido citrico)
em suspensao de quitosano solido em agua [1 g- (100 mL)"], obteve-se picos de fluxo de
energia. Na Figura 20a sao apresentados os picos de fluxo de energia referentes as inje¢des
de acido citrico em suspensao de quitosano e na Figura 20b, sdo apresentados os picos de

fluxo de energia referentes as injecdes de acido latico.
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Figura 20 - Fluxo de calor apés cada inje¢do de solugéo de acido citrico (a) e latico (b) em

suspenséo de quitosano 1 g-(100 mL)™.

Para determinar a variagdo de entalpia do processo de interacdo do acido com o
quitosano e sua posterior dispersao, os picos foram integrados, tendo-se subtraido os valores
correspondentes a diluicdo do acido em agua. Dessa forma, obteve-se a variagdo de entalpia
nos sistemas em fungido da concentragdo (mM) de acido injetado na cela do calorimetro

contendo quitosano + agua (Figura 21).

Pela Figura 21a, observou-se que, no inicio, houve um fendbmeno termodinamico
exotérmico na adicdo de ambos os acidos. Entretanto, para o acido citrico, esse fendbmeno se
apresentou de forma mais intensa, mas interrompendo-se em uma concentragao menor de
acido, quando comparado com o acido latico. Para o acido latico, esse processo
termodinamico inicial & exotérmico e vai até a concentragao de =52 mM de acido adicionado,
com AH ~ —40 kJ - mol~. Acima dessa concentragio, praticamente ndo ha mais trocas sob
a forma de calor no sistema. Ja para o acido citrico, € possivel ver que ha dois processos
termodinamicos distintos. Um primeiro, exotérmico, que acontece entre as concentragbes de
acido citrico 0 e =17 mM, AH ~ —120 kJ - mol™!, e outro ligeiramente endotérmico, que

acontece entre ~17 mM e ~75 mM de acido, AH =~ 2,5 kJ - mol™ 1.
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Figura 21 - Variagdo de entalpia em fungdo da concentragdo de acido adicionado em

suspensdo de quitosano [1 g-(100 mL)"]. Em (a) para os acidos citrico e latico e em (b)

somente para o acido citrico, com concentra¢do na inje¢do de 0,18 M.

55



3.4. Condutividade elétrica e pH das dispersées de quitosano, em fungao da

concentracao de acido adicionado

Na Figura 22 sdo mostrados as variacées da condutividade elétrica e do pH da agua
e de uma suspensao de quitosano em agua em funcio da adicdo progressiva dos acidos
citrico ou latico. Tanto o pH quanto a condutividade elétrica variariam consideravelmente, a

uma dada concentragdo de acido, entre os sistemas contendo ou nao quitosano.

No caso do acido citrico (Figura 22a), a condutividade do sistema contendo quitosano
fica praticamente constante até que a concentragdo adicionada de acido seja =15 mM, e
entdo comecga a aumentar a uma taxa semelhante a condutividade do sistema sem quitosano.
Ja o pH, na presenga de quitosano suspenso, apresentou inicialmente valores proximos da
neutralidade e decresce lentamente até ~6,3, quando a concentragdo de acido citrico foi
~10 mM. Entado, passou a descrescer mais acentuadamente até ~20 mM de acido, sendo o
maximo decaimento a =15 mM. A partir de 20 mM, a taxa de decaimento do pH no sistema

contendo quitosano passou a ser semelhante a do sistema contendo apenas agua.

Ja para o acido latico (Figura 22b), em toda a faixa de concentragao de acido avaliada,
a condutividade elétrica praticamente ndo apresenta diferengas entre os sistemas contendo
quitosano + agua ou apenas agua. A diferenga mais nitida ocorre entre ~40 e =50 mM de
acido, no qual a condutividade do sistema com quitosano apresenta uma pequena diminuicdo
comparada ao sistema contendo apenas agua. O pH, por sua vez, no sistema com quitosano
permanece praticamente constante =6 até a concentragdo de acido latico no sistema atingir
~40 mM. Entre as concentracbes de =40 mM e =65 mM de acido, o pH caiu mais
acentuadamente no sistema contendo quitosano, com o pico de decaimento a =47,5 mM de
acido latico. Para concentragdes superiores a 65 mM, a taxa de decaimento do pH tendeu a

ser semelhante a do sistema contendo apenas agua.
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contendo agua + quitosano, ou apenas agua, em fungédo da concentragao dos acidos citrico

(a) ou latico (b) progressivamente adicionados.
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3.5. Potencial { das particulas de quitosano em meio aquoso com os acidos

organicos

Na Figura 23 é mostrada a distribuicdo do potencial { das particulas de quitosano
dispersas no meio contendo acido citrico ou latico. Como se pode observar, o potencial { das
particulas de quitosano na presenca de acido citrico foi, no geral, positivo e menor em médulo
do que o observado para o acido latico. A distribuicdo do potencial T no acido citrico foi mais
variada, como pode ser visto pela Figura 23a (picos a ~7 mV, ~35 mV e =40 mV). Isso sugere
que existem particulas de quitosano no meio com diferentes densidades de carga elétrica. Ja
no acido latico (Figura 23b), a distribuicao de valores de potencial ¢ foi mais uniforme (picos a
~50 mV e =55 mV), sugerindo que a densidade de carga elétrica nas particulas de quitosano
dispersos néo apresenta uma variagao tao pronunciada quanto a observada no caso dos

sistemas contendo acido citrico.
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Figura 23 - Potencial { das dispersdes de quitosano nos acidos citrico (a) e latico (b). Cada
replicata é representada por uma cor diferente.

O potencial T (zeta) das particulas de quitosano dispersas na concentragéo de 0,07 e
0,22 g-(100 mL)', nos meios aquosos contendo 4&cido citrico ou latico (10 mM),
respectivamente, apresentou diferengas significativas (p<0,05; teste t). Para o sistema
contendo acido citrico, o valor foi de +28,5 £13,1 mV, ao passo que para aquele contendo

acido latico, o valor foi de +52,1 +1,4 mV.
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5. DISCUSSAO

Como visto anteriormente, nos ensaios para se avaliar a cinética de dispersdo do
quitosano em meios aquosos contendo acido citrico ou acido latico, o modelo matematico que
melhor se ajustou aos dados experimentais de Concentracio = f(tempo), em todos os casos,
foi o de crescimento exponencial até valor maximo com 4 parametros (Eq. 4). Esse resultado
nao €& surpreendente, pois, durante os ensaios, observou-se que o quitosano formava muitos
grumos e aderia principalmente nas paredes do recipiente utilizado para dispersa-lo. Isso
indica que, apesar de solugdes acidificadas serem o principal meio para dispersar o quitosano,
elas ainda assim nao poderiam ser consideradas um “meio dispersante” para o quitosano,
conforme a definicao de Kravtchenko et al. (1999). De acordo com os modelos ajustados,
nota-se que os valores de k; (taxa de dispersao do quitosano livre) foram maiores para meios
contendo acido latico, quando comparados aos obtidos para meios contendo a mesma
concentragcado de acido citrico. Isso indica que as solugdes de acido latico dispersaram o
quitosano livre mais rapidamente que as de acido citrico, e que a velocidade de dispersao do
quitosano livre depende do tipo de acido utilizado como cossolvente. Ja os valores da
constante k, (taxa de dispersao do quitosano em grumos) foram muito proximos para acido
citrico e acido latico, em uma determinada concentracdo, sugerindo que a dispersao do
quitosano nos grumos nao depende essencialmente do tipo de acido, mas de sua

concentracao.

Outro dado obtido a partir dos modelos ajustados € que, nas concentragdes de acido
(em ambos os casos) de 25 mM e 50 mM, o ID (indice de dispersibilidade) foi =75 %. Nessas
concentragoes de acido, nem todo o quitosano inicialmente colocado no meio foi disperso.
Entretanto, na concentragdo de 100 mM, o indice de dispersibilidade foi de 65 % para o acido
citrico e 36 % para o acido latico, indicando que, nessa concentragdo dos acidos (na qual o
quitosano inicialmente adicionado foi totalmente disperso), a formagéo de grumos foi mais
pronunciada no meio com acido latico. Isto estd de acordo com o que foi visualmente
percebido durante os experimentos (Figura 16). Uma explicacdo plausivel para essa
observacao é a formagao de camadas mais viscoelasticas na superficie dos grumos, quando

0 quitosano esta presente com acido latico 100 mM.

Nos experimentos de dispersibilidade maxima, mostrou-se que em meios aquosos
contendo acido latico, o quitosano se dispersou mais, quando se compara com meios com a
mesma concentracao de acido citrico. Esse resultado contraria o que foi enunciado por Pillai,
Paul e Sharma (2009), segundo os quais para dispersar o quitosano, deve-se ter um nimero

de H livres no meio no minimo suficiente para protonar todos os grupos amino do biopolimero.
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Entretanto, cada molécula de acido citrico possui 3 grupos carboxilicos (pKa: = 3,15;
pKa. = 4,77; pKas = 6,40), enquanto a molécula de &cido latico possui apenas um
(pKa = 3,85). Dessa forma, em uma mesma concentragdo molar, o acido citrico pode protonar
mais grupos amino, fato esse que, em teoria, levaria & maior dispersao do quitosano, o que
nao ocorre. Em virtude disso, presume-se que haja algum outro fenbmeno, em escala
molecular, que limite a dispersao do quitosano na solucao de acido citrico, mesmo com seus

grupos amino protonados.

As analises microcalorimétricas (ITC) reforcaram essa hipotese. Foram determinadas
as variacbes da entalpia, em funcdo da concentracdo molar de acido adicionado, a medida
que ocorria a protonagao dos grupamentos —NHz do quitosano sdlido suspenso em agua e a
sua posterior dispersao no meio. Na Figura 21, pode-se observar que, no inicio, a adi¢gao de
acido leva a uma evidente liberacdo de energia na forma de calor (fenédmeno exotérmico) e
atinge o zero nas concentragdes de acido aproximadas de 17 mM para o acido citrico e
52 mM para o acido latico. Considerando que, no equilibrio, a quase totalidade dos
hidrogénios ionizaveis das moléculas dos acidos é de fato liberada, essas concentracoes
estdo proximas daquelas em que 1 g de quitosano (com grau de desacetilagdo ~84,6%)
estaria com todos os seus grupamentos amino protonados [17,3 mM para o acido citrico e
46,3 mM para o acido latico]. Para o acido latico, esse valor também esta muito proximo da
concentragdo na qual 1 g-(100 mL)" de quitosano estaria totalmente disperso (50,5 mM), de
acordo com a equacao 29. Dessa forma, para o acido latico, pode-se concluir que o quitosano
estara totalmente disperso quando todos os seus grupos amino estiverem protonados,
corroborando Pillai, Paul e Sharma (2009). Entretanto, para o &cido citrico, ainda
considerando 1 g-(100 mL)" de quitosano, todos os grupos aminos ja estariam teoricamente
protonados apés a adi¢cdo de acido até a concentracdo de 17,3 mM, mas a dispersibilidade
maxima é observada apenas na concentragao de 61,9 mM (equacao 28). Em outras palavras,
a maior variacao da dispersibilidade maxima do quitosano ocorre com variagao positiva de
entalpia (entre 17 mM e 75 mM de acido adicionado), indicando que a protonagédo das aminas
(0 a 17 mM) nao é suficiente para levar a dispersao do polimero e que, possivelmente, algum

efeito entrépico também esteja atuando.

Uma melhor compreensao desse fendmeno que interfere na dispersdo do quitosano
em acido citrico pode ser obtida quando se inclui uma analise dos resultados de
condutivimetria, em fungdo da concentracdo do acido (Figura 22). O comportamento da
variagcao de condutividade elétrica foi totalmente diferente entre os sistemas com acido citrico
ou latico. Para o acido latico, houve poucas diferencas da condutividade elétrica na presenca

ou nao de quitosano no meio. Em solugdes acidas, o melhor condutor de eletricidade é o ion
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H*, apesar de que o contra-ion acido também é um bom condutor. Na presenca de quitosano,
a maior parte dos H* do acido latico vai protonar os grupos amina do quitosano e, dessa forma,
pode ser surpreendente a primeira vista que a condutividade elétrica do meio na presencga e
na auséncia de quitosano sejam proximas. Esse fato pode ser atribuido ao efeito de condugéo
dos ions lactato (negativamente carregados) pela cadeia do quitosano (positivamente
carregado). Essa condugéo dos ions pela cadeia aumenta a mobilidade dos ions lactato,
acarretando no aumento da condutividade elétrica instrumentalmente medida. Tal efeito
também explicaria a leve queda da condutividade do acido latico entre 40 e 50 mM. Nessa
faixa de concentragcao de acido, os grupamentos amino do quitosano estdo quase todos
protonados, como ja mencionado. Dessa forma, sem novos sitios de interacdo, a
movimentacao dos ions lactato fica limitada, o que resulta na condutividade elétrica quase
constante nessa faixa. Apds 50 mM de &acido latico, praticamente todos os —NH: ja estao
protonados e, assim, tanto o H* quanto o ion lactato liberados pelo acido passam a aumentar
a condutividade elétrica novamente, como em um sistema sé com agua. Ja para o acido
citrico, a condutividade do sistema aumentou rapidamente no meio com agua; entretanto, na
presenca de quitosano a condutividade praticamente nao se altera até que a concentracéo de
acido =15,7 mM, valor este préximo daquele em que todas as aminas do quitosano estariam
protonadas, como ja mencionado. Dessa maneira, a constancia da condutividade elétrica na
presenca de quitosano indica que, até a concentragédo de 15,7 mM do acido citrico, tanto o
ion H* quanto o contra-ion citrato praticamente nao estao livres na solugdo para conduzir
eletricidade. Os ions H*, naturalmente, estdo protonando os grupos aminas do quitosano;
entretanto, a indisponibilidade do citrato em solugdo nao seria esperada. Isso pode indicar

que:

(1) Os anions citrato fazem interagdes cruzadas entre as cadeias de quitosano por
meio dos seus grupos carboxilicos negativamente carregados, ou
(2) Os anions citrato estdo aderidos a dupla camada elétrica em torno das particulas

de quitosano.

Contudo, pelos resultados das analises microcalorimétricas, o fenébmeno (1) é muito
pouco provavel, pois essas interagdes cruzadas teriam levado a maiores variagdes de entalpia
durante a adigdo de acido citrico, 0 que nao foi experimentalmente observado. A diferenca
que existe na variacao de entalpia durante a protonacado do quitosano pelo acido latico
(=-40 kJ- mol™") e pelo acido citrico (~-120 kJ: mol'") se deve ao fato de o ultimo acido possuir
trés vezes mais H*. Em face disso, torna-se mais plausivel a hipétese (2), de que o ion citrato

esta fazendo parte da dupla camada elétrica das particulas de quitosano.
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Por fim, para fazer uma verificagdo adicional dessa hipotese, determinou-se o
potencial ¢ das particulas de quitosano dispersas em solu¢des aquosas de ambos os acidos.
Para isso, escolheu-se a concentracdo de 10 mM para os acidos, pois o acido citrico
provavelmente estaria tri-desprotonado e, assim, na dupla camada elétrica do quitosano,
blindando suas cargas. Como pode ser visto pela Figura 23, realmente o potencial { das
particulas do quitosano, em acido citrico (=28,5 mV), permaneceram positivos, mas foram
significativamente (p<0,05) menores em médulo do que em acido latico (52,1 mV). Assim,
muito provavelmente o acido citrico fica preso na dupla camada elétrica, atenuando a carga
positiva das particulas de quitosano, o que diminui a repulsdo eletrostatica entre elas,

desfavorecendo assim a sua dispersao no meio.
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6. CONCLUSOES

A dispersibilidade do quitosano em meio aquosos contendo apenas acidos organicos
nao depende somente do valor ajustado do pH do meio, mas também do acido utilizado para

fazer esse ajuste.

Para uma mesma concentracido de quitosano é necessaria uma menor concentracao
de acido citrico em solugao para protonar todos os grupos amino, comparado ao acido latico.
Entretanto, isso ndao acarreta em melhor dispersibilidade de quitosano em solucdes de acido

citrico.

Pelos ensaios de condutivimetria das solugbes de acido citrico, deduziu-se que,
enquanto todo quitosano ndo estiver protonado, a condutividade do meio permanece
constante, o que indica que tanto o H* liberado pelo acido quanto o ion citrato resultante nao
permanecem livres no seio da solugao. Em face disso, levantou-se a hipétese de que o ion
citrato ficaria retido na dupla camada elétrica das particulas de quitosano, "blindando” parte

da carga elétrica positiva dos grupos amino protonados.

Isso foi corroborado pelos resultados de medidas de potencial T (zeta) das particulas
de quitosano em uma solugdo aquosa de acido citrico e de acido latico, em uma mesma
concentragdo de acido: mesmo no sistema com acido citrico, no qual mais grupos amino do
quitosano estao protonados, o potencial {, ainda assim, se apresentou menor em modulo que
no sistema contendo acido latico. Tal fato sustenta a hipotese de que os anions citrato migram

para a dupla camada elétrica das particulas de quitosano.

O fato de o ion citrato migrar para a dupla camada elétrica, blindando parte das cargas
positivas do quitosano, e consequentemente diminuir a repulsao eletrostatica intra- e inter-
cadeias, explica a reducao da velocidade de dispersao e da dispersibilidade maxima desse

biopolimero nos meios contendo acido citrico, quando comparado ao acido latico.
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APENDICE A

Estimativa do nimero de mondémeros de glicosamina por grama de quitosano utilizado

no experimento

Pela espectroscopia Raman, determinou-se que o grau de desacetilagdo (DD) do
quitosano foi de 84,6 %. Para se estimar o numero de mols de glicosamina presentes em uma
grama de quitosano, utilizou-se a Equagao A1.

Molg;; = '
9% [mmgy; - DD + mmy_qc - (1 — DD)]

Onde Molg; € o numero de mols de glicosamina em m, gramas de quitosano. mmg; e

mmy_g. SA0 as massas molares dos mondmero de glicosamina e N-acetilglicosamina,

respectivamente.

Considerando um grama de quitosano (m,), o grau de desacetilagdo de 84,6 % (DD),
a massa molar dos monémeros de glicosamina de 178,2 g-mol™* (mmg;) e dos monémeros
de N-acetilglicosamina de 220,2 g-mol”' (mmy_,.), chegou-se ao valor de 4,58 x 103 mols de

glicosamina por grama de quitosano.

Para a maioria das dispersdes estudadas nesse projeto, no qual se utilizou a
concentragdo 1 g-(100 mL)"' de quitosano, a concentragdo molar de glicosamina foi de
45,8 mM.
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APENDICE B

Estimativa do niumero médio de prétons liberados (H*) por molécula dos acidos citrico
e latico, durante os experimentos de calorimetria, pHmetria e condutivimetria, antes da

protonacao total do quitosano.

Para se estimar o niumero médio de prétons (H*) liberados por moléculas de acido,

utilizou-se as equacdes B1, para o acido citrico, e B2 para o acido latico.

H?K, 2HK (K 3K, KK, (Eq. B1)
+ _ al a1fa2 a1fa2fq3
He=—p—+— ¢ K
HY = Ka (Eq. B2)
L™ WH+KY)

Onde H} e H;" sdo o numero de prétons médio liberados por molécula de acido citrico e latico,
respectivamente, e H é a concentragao de ions H* no meio (em M). K,;, K,, € K,3 séo as
constantes de dissociagéo dos trés grupos carboxilicos do acido citrico, K, é a constante de

dissociag&o do acido latico e K = H® + H?K,; + HK 1 Ky + K1 Koo Ko

Para fazer os calculos, adotou-se um valor médio de pH antes do decaimento mais
acentuado que ocorre na presencga de quitosano (Figura 22). Para o acido citrico, o valor de
pH foi 6,68 e para o acido latico foi 5,93. Dessa maneira, o nimero de prétons médio liberado

por molécula de acido foi de 2,65, para o acido citrico, e 0,99, para o acido latico.

Na maioria dos experimentos deste projeto, utilizou-se dispersées de quitosano na
concentragdo de 1 g-(100 mL)". Pelo Apéndice A, estimou-se que, nesses sistemas, a
concentragcao de mondmeros glicosaminas foi de 45,8 mM. Em face disso, pode-se estimar a
concentragdo de acido necessaria, no meio, para protonar todo o quitosano [1 g-(100 mL)™].
Para isso, dividiu-se a concentracao de glicosamina pelo nimero médio de prétons liberado
por molécula de acido e, dessa maneira, obteve-se as concentragdes de 17,3 mM e 46,3 mM,

para os acidos citrico e latico, respectivamente.
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Conc. de quitosano

APENDICE C
Cinética de dispersao do quitosano em solugoes aquosas dos acidos citrico ou latico
Nas Figuras C1 e C2 abaixo, sdo mostradas as cinéticas de dispersao do quitosano

[1 g-(100 mL)'] nas solugdes aquosas dos acidos citrico e latico, respectivamente, nas
concentragoes 25, 50 e 100 mM.
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Figura C1 — Cinética de dispersdo do quitosano [1 g-(100 mL)"] em &cido citrico, nas
concentracdes de (a) 25 mM, (b) 50 mM e (c) 100 mM. A linha negra representa o melhor
ajuste para o modelo de crescimento exponencial até valor maximo com 4 parametros.
Linhas azuis representam o intervalo de confianga da regresséo a 95 % de confianga. Linhas

vermelhas indicam o intervalo de predigcdo com 95 % de confianca.
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Figura C2 — Cinética de dispersdo do quitosano [1 g-(100 mL)"] em acido latico, nas

concentragdes de (a) 25 mM, (b) 50 mM e (c) 100 mM. A linha negra representa o melhor

ajuste para o modelo de crescimento exponencial até valor maximo com 4 parametros. Linhas

azuis representam o intervalo de confianga da regressdo a 95 % de confianga. Linhas

vermelhas indicam o intervalo de predigdo com 95 % de confianca.
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APENDICE D

Calorimetria de diluicao dos acidos citrico e latico

Para se calcular a variacdo de entalpia da adicdo dos acidos citrico ou latico na
suspensao de quitosano, deve-se integrar os picos de fluxo de calor de suas injegdes,
descontando o valor de fluxo de energia dos picos das inje¢cdes de acido em agua. Na Figura
D1, abaixo, € mostrado os picos de fluxo de energia para as inje¢des de acido (0,9 M) em

agua.
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Figura D1 — Fluxo de energia das injegdes, em agua, dos acidos citrico (a) e latico (b) na

concentragdo 0,9 M.

Como pode ser visto pela Figura 21, o fendbmeno termodinamico exotérmico do acido
citrico aconteceu muito rapidamente (em poucas inje¢cdes a variagdo de entalpia passou a
endotérmica). Em face disso, para detalhar melhor o processo exotérmico, também se fez
injegcdes com concentragdo menor do acido citrico (0,18 M) na seringa, mostrado na Figura
21b. Na Figura D2 sera mostrado os picos de fluxo de energia para esse &cido, na

concentragao de 0,18 M.
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Figura D2 — Fluxo de energia das injecbes de acido citrico (0,18 M) em suspensao de

quitosano (a) e em agua (b).
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