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Palavras-chave

resumo

Quitosano, filmes, grau de acetilagdo, massa molecular, pota

As caracteristicas estruturais do quitosano dependem de diversos factores,
incluindo a origem da quitina de onde é obtido e 0 método utilizado para essa
obtencdo. O objectivo deste trabalho foi estudar a influéncia de duas
caracteristicas estruturais do quitosano, o grau de acetilacdo e a massa
molecular, consideradas como as mais importantes para as propriedades
filmogénicas deste biopolimero. Neste trabalho extraiu-se quitina a partir de
estiletes de pota (lllex argentinus) sob condi¢des alcalinas. O quitosano foi
preparado por desacetilagdo da quitina num racio 1:20 (m/v) em 40% NaOH
sobre atmosfera de azoto usando diferentes tempos de reaccdo. Quitosanos
com diferentes massas moleculares (Mv;1512-14.04 kDa) foram produzidos
por reacgdo com acido nitroso, usando diferentes concentracdes do agente
oxidante. Os quitosanos obtidos foram analisadas por FT-IR, raios-X e RMN-
3C. O estudo do comportamento reoldgico e da solubilidade dos diferentes
quitosanos foi realizado em dois solventes diferentes: acido acético 0.1 mol/L e
acido acético 0.5 mol/L/ cloreto de sédio 0.25 mol/L. Os resultados obtidos
mostram que o GA e a Mv influenciam as propriedades dos quitosanos em
solucao.

Prepararam-se filmes de quitosano, com diferentes graus de acetilagéo e
diferentes massas moleculares, por evaporacgéo do solvente (acido acético 0.1
mol/L) e neutralizacdo com solucéo diluida de NaOH. Estudaram-se diferentes
propriedades dos filmes assim obtidos, incluindo a morfologia, propriedades
mecanicas, grau de inchamento, permeabilidade ao vapor de agua e
opacidade.

Os resultados obtidos mostram que as diferentes caracteristicas do quitosano
influenciaram as propriedades dos filmes. A capacidade do filme para se
deformar (% de elongacédo) aumentou a medida que decresce o grau de
acetilacdo. A permeabilidade ao vapor de agua e o grau de inchamento
aumentam a medida que o grau de acetilagdo aumenta. A massa molecular,
na gama analisada, influencia significativamente o moédulo de Young e a
elongacéo das membranas, diminuindo & medida que diminui a massa
molecular. A absorcao de agua e a permeabilidade ao vapor de agua
aumentam a medida que aumenta a massa molecular. Os valores de
permeabilidade obtidos revelam que os filmes de quitosano transmitem
moderadamente o vapor de 4gua, quando comparados com polimeros
sintéticos e com filmes de proteinas.
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The structural characteristics of chitosan depend on several factors such as the
origin from where the chitin is extracted and the extraction methods. The main
objective of this work was to study the influence of two structural characteristics
of chitosan: the degree of acetylation (DA) and the molecular weight (Mw),
considered the most important for the filmogenic properties of this biopolymer.
In this work the chitin was extracted from shortfin squid pens (lllex argentinus)
under alkaline conditions. The chitosan was prepared by deacetylation of chitin
in a ratio of 1:20 (w/v) in 40% NaOH, under nitrogen atmosphere, using
different reaction times. Chitosans with different molecular weight (MW) were
produced by reaction with nitrous acid, using different concentrations of this
agent. The chitosans were analyzed by FT-IR, **C-NMR and X-ray diffraction.
The solubility and the rheological properties of the different chitosans were
evaluated in two different solvents: acetic acid 0.1mol/L and acetic acid 0.5
mol/L/sodium chloride 0.25 mol/L. The results show that the DA and the MW
strongly influence the solution properties of the chitosan.

Chitosan films were prepared with different degrees of acetylation and different
molecular weight by a casting technique using acetic acid (0.1 mol/L) as
solvent and neutralizing with dilute NaOH. The properties of the films like the
morphology, mechanical properties, swelling index, water vapor permeability
(WVP) and opacity were studied. The results obtained show that all film
properties were affected by the different chitosan characteristics. The
acetylation of the amino group of the glucosamine units was found to have a
significant influence on the tensile properties. The film's ability to stretch (% of
elongation) increases as the degree of acetylation decreases. The WVP and
the swelling index increases as the DA increases.

The MW, within the range analyzed, showed a significant influence on the
Young's modulus and elongation of the membranes; the higher the molecular
weight the higher was the elongation and the rigidity of the membranes
(Young’s modulus). The WVP and the swelling index were also affected by the
MW:; both properties increase as the MW increases. The values of WVP
determined for the chitosan membranes show that they moderately transmit
water vapor when compared to synthetic and proteins membranes.

VI



Abreviaturas e Simbolos

GA - Grau de acetilagao

Mv - Massa molecular

E; e E; - Componente médulo eléstico

t; e t, - Tempos de relaxacédo

E. - mddulo de relaxacéo limite

E(t) - mddulo de tensdo de relaxacao
HR- Humidade relativa

QP- quitosano obtido a partir de quitina extraida de estiletes de pota
QSG- quitosano comercial da sigma
Qprim- quitosano comercial da primex
GD- Grau de desacetilacdo

LPDE- polietileno de baixa densidade
HPDE- polietileno de alta densidade
WPI- isolado de proteina de soro do leite
PVC- cloreto de polivinil

WVP- Permeabilidade ao vapor de dgua
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Objectivos

OBJECTIVOS

Filmes e revestimentos ediveis possibilitam a extensdo do tempo de prateleira e a
melhoria da qualidade de produtos alimentares, funcionando como barreira a
transferéncia de massa, suporte a determinados ingredientes e/ou melhorando a sua
integridade mecanica. Filmes preparados com base em biopolimeros podem exibir
diversas vantagens, entre as quais, o serem muitas vezes biodegradaveis ¢ possuirem
propriedades barreira, mecanicas e anti-microbianas satisfatérias. Filmes preparados
com base em quitosano, demonstraram ja inumeras propriedades interessantes e com
potencial utilizagdo em diversas areas, incluindo no revestimento de produtos
alimentares (Baldwin et a/, 1995; Shahidi et al, 1999; Agulld et al, 2003). No entanto,
pouco ¢ conhecido acerca da relagcdo entre as propriedades moleculares e estruturais
deste polissacarideo e as propriedades dos filmes a partir dele preparados. O objectivo
principal deste trabalho foi o estudo da influéncia do grau de acetilagdo e da massa
molecular do quitosano sobre determinadas propriedades dos filmes obtidos a partir
das diferentes amostras deste biopolimero. Especial relevo foi dado a quitosano obtido
a partir de uma fonte relativamente nova de quitina — o endo-esqueleto de lulas e

potas.
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CAPITULO 1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Quitina e Quitosano

1.1.1 Ocorréncia

A quitina, poli[B-(1-4)-2-acetamida-2-deoxi-D-glucopiranose] (figura 1-1) ¢ o
componente organico mais abundante na estrutura esquelética de muitas das classes
que formam o grupo dos invertebrados, como por exemplo os artropodes, os anelideos
e os moluscos. A quitina encontra-se também presente em fungos como o0s
ascomicetos, zigomicetos, basidiomicetos e deuteromicetos ¢ em algas como as
diatomaceas. E a segunda substincia organica mais abundante a seguir a celulose,
actuando como material de suporte e defesa para os organismos que a possuem. A
quitina associa-se de maneira diferente nas diversas matrizes onde se encontra. Nos
insectos € nos crustaceos, por exemplo, encontra-se unida as proteinas. No caso dos
fungos associa-se no solo com polissacarideos, entre eles a celulose.

Devido a sua larga distribuigdo na natureza, sdo possiveis diferentes fontes para este
biopolimero. No entanto, comercialmente ¢ obtida essencialmente a partir de
crustaceos (cascas de camarao, caranguejo, lagostins, etc.), dada a rentabilidade do
processo, devido as largas quantidades disponiveis desta fonte, essencialmente sub-
produtos de industrias de processamento alimentar. As cascas e crostas de crustaceos
consistem principalmente em proteinas (30-40 %), carbonato e fosfatos de calcio (30-
50 %) e quitina (20-30 %). Estas propor¢des variam de espécie para espécie € com o

periodo do ano de colheita (No e Meyers, 1995).

O quitosano (figura 1-2) é obtido a partir de quitina, correspondendo a forma
desacetilada deste polissacarideo. O método de preparagdo de quitina e quitosano
varia com a fonte e origina diferencas na composi¢do da amostra final obtida. Estudos
com cascas de crustdceos mostraram claramente que as propriedades estruturais mais
importantes destes produtos, i.e. massa molecular e grau de acetilagdo, variam com as

diferentes condig¢des de processamento, tais como, a concentracao das solugdes acidas
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ou basicas utilizadas, a temperatura de reac¢do e a presenga ou ndo de oxigénio (Rege

e Block, 1999).

Figura 1-2 Estrutura do quitosano

1.1.2 Importdncia do Aproveitamento dos Subprodutos da Industria
Pesqueira

As quantidades crescentes de subprodutos da indistria pesqueira tais como cascas
de crustaceos e de estiletes de lula tornaram-se uma preocupacdo uma vez que a sua
biodegradacdo ¢ muito lenta. As proteinas das conchas putrificam e os seus
componentes enzimaticos ficam inactivos. Estes subprodutos podem servir como uma
importante fonte para a producdo de quitina, quitosano e de pigmentos carotenoides
(Shahidi e Synowiecki, 1991). A producdo global de cascas de camardo, lagostins,
lagostas, caranguejos, ostras, etc., calculada em peso seco, esta estimada em 1,44
milhdes de toneladas (Knorr, 1991). Dai que a descoberta das inumeras aplicacdes dos
produtos extraidos a partir destes excedentes, em especial a quitina, tenha tido um

impacto notavel e, considerando ainda o facto da quitina e do quitosano serem
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polimeros naturais, biodegradaveis, biocompativeis e ndo toxicos, o reaproveitamento

destes subprodutos tornou-se imperativo.

1.1.3  Aplicagdes

O mercado da quitina e do quitosano tem evoluido rapidamente. Em 1990 a
producdo mundial anual era de cerca de 10 mil toneladas e a tendéncia era de uma
continua expansao principalmente a medida que se descobrem novas aplica¢des. Hoje
em dia ja se produzem cerca de 30 mil toneladas para ambos os polimeros e as
regulamentacdes para o seu uso estendem-se a varios campos. A producdo de
quitosano a partir de crustaceos ¢ economicamente rentdvel, especialmente se incluir a
recuperagdo de carotenoides, para utilizagdo, por exemplo, em aquacultura (No et al
1989; Kumar, 2000). Os dados disponiveis indicam que o quitosano ¢ utilizado
maioritariamente como suplemento alimenticio e como agente floculante.
Actualmente, o mercado para produtos de quitosano inclui, entre outras, as areas dos
nutracéuticos, protec¢do de alimentos, formulagdes para cosméticos, aplicagdes
médicas, aplicagcdes em agricultura, floculagdo, téxteis e papel. De acordo com
Kristbergson (2003) as propor¢des de participagdo no mercado sdo as seguintes:

a) Nutracéuticos, 50%

b) Aplicagdes como agente floculante, 17%
c¢) Usos em alimentos, 10%

d) Usos em cosméticos, 5%

e) Agricultura, 5%

f) E os restantes 13%, em téxteis, papel e artigos médicos

Dentro das aplicagdes como nutracéuticos destaca-se a importancia destes produtos,
derivados da glucosamina, como suplemento dietético considerado util pela
capacidade de reduzir a dor nas articulagdes, principalmente em doentes com artrites.
O quitosano ¢ também usado como suplemento alimentar para a reducao de colesterol
e de triglicéridos, devido a sua capacidade para se ligar a lipidos alimentares
(Muzzarelli, 1997). Porém, a sua utilizacdo tem também efeitos indesejaveis como a
diminuicao do nivel de vitamina E no plasma, a redugdo do contetido em minerais nos

08so0s ¢ um retardamento no crescimento.
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Na agricultura a sua aplicagdo tem como principal objectivo o aumento do rendimento
agrondémico por intermédio de varios mecanismos. Foi demonstrado que sementes
cobertas com solugdes de quitosano melhoram a sua germinacao e produzem elevados
rendimentos de colheita. O quitosano permite ainda a protec¢do das sementes de
danos mecanicos e do ataque de agentes patogénicos (Hirano, 1999; Cardenas et al,
2004a).
Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas aplicacdes biomédicas de quitinas e
quitosanos. Isto deriva do facto de serem polimeros naturais, biodegradaveis e ndo
toxicos (Khor, 2002). Dentro das aplicagdes biomédicas destacam-se o revestimento
de feridas actuando como barreira mecanica e como acelerador do processo de
cicatrizagdo, a producao de lentes de contacto (Kumar, 2000), membranas artificiais,
libertagdo controlada de farmacos (Peniche et al, 2003), aplicacdes ortopédicas (Khor,
2002). Foi demonstrado ainda que o quitosano ¢ um agente hemostatico reduzindo
consideravelmente o tempo de hemorrogia (Rao ¢ Sharma, 1997).
A quitina e o quitosano oferecem no campo alimentar uma vasta gama de aplicagdes
incluindo bioconversdo para a producdo de produtos de valor adicional, preservagao
de alimentos da deterioragdo microbiana, formagdo de filmes biodegradaveis e
clarificagdo e desacidificacdo de sumos de fruta. Os processos de deterioracdo como a
oxidacdo enzimatica e a auto-oxidacdo de lipidos, constituem uma das perdas mais
importantes nos alimentos e resultam em prejuizos econémicos. O quitosano pode
actuar retardando estas reac¢des de oxidacdo enzimadtica e auto-oxidacdo de lipidos
(Shahidi et al, 1999; Agullo et al, 2003; Thripathi e Dubey, 2004). Conforme sera
referido na sec¢do 1.4.3 a aplicagdo de coberturas/peliculas de quitosanos a frutos
demonstraram diversas vantagens, incluindo serem barreiras semi permedveis ao
oxigénio e ao didxido de carbono, apresentarem propriedades antiflingicas,
melhorando a qualidade e o tempo de vida util dos frutos tratados (El-Gaouth et al,
1991; Zhang e Quantick, 1997; Romanazzi et al, 2002; Han et al, 2004).

A tabela 1-1 apresenta um resumo das diversas aplicagdes alimentares da

quitina e do quitosano.
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Tabela 1-1 Aplicagdes da quitina, quitosano e derivados na industria alimentar

Area de aplicag&o Exemplos
Agente antimicrobiano Bactericida, fungicida
Filmes ediveis e Controlo de transferéncia de humidade, entre

os alimentos e o ambiente envolvente.
e Libertacao controlada de:
- substancias anti-microbianas
- antioxidantes
- nutrientes, aromas e drogas
e Reducdo da pressao parcial de oxigénio
e Controlo da:
- taxa de respiracao
- temperatura
- oxidagdo enzimatica de frutos

Aditivo e Clarificag¢do e desacidificacdo de frutos e de
bebidas

Intensificador do sabor

Controlador da textura

Agente emulsificante

Agente estabilizante de cor

Fibra dietética

Efeito hipocolesterémico

Aditivo de comida para peixe
Redugao da absorcao de lipidos
Produc¢ao de SCP (single cell protein)

Qualidade nutricional

Recuperacdo de materiais e Floculante
solidos de aguas residuais da e Fraccionamento de agar
industria alimentar

Purificagdo de aguas e Recuperagdo de ides metalicos, pesticidas,
fenois
e Remocao de corantes

Outras aplicacdes e Imobilizagdo de enzimas
e Encapsulacdo de nutracéuticos

A maioria dos polissacarideos que ocorrem naturalmente, p.ex. celulose, dextrana,
pectina, agarose, carrageninas, sdo acidicos ou neutros em solu¢cdo. Em contraste, a
quitina e o quitosano sdo exemplos de polissacarideos basicos. A presenga de grupos
amina ¢ a possibilidade de se ionizarem positivamente sdo caracteristicas importantes

destes polissacarideos.
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Nos quitosanos 0 azoto encontra-se maioritariamente na forma de amina
primaria. Assim, as reac¢des do quitosano sdo reacgdes tipicas de aminas, entre as
quais, a reaccao de N-acilagdo e a formagao de bases de Shift sdo as mais importantes
(Kumar, 2000). Devido a sua elevada reactividade, ¢ possivel a obtencdo de diversos
derivados do quitosano, os quais podem apresentar propriedades vantajosas em

diferentes aplicagoes.

Na figura 1-3 encontram-se representados alguns derivados de quitosanos e

suas principais aplicagoes.

OH
E 4 ) Intermediério
OH B-N—-H = Orgénico IfH
H sintético E;O
OCH,.COOH
Semwnte, Nl
Emulsificante
Cosméticos ;E{& Q‘l:;lag:ﬁo Halogenagio
Acumulador de NH

o ‘?ro ilagio i |
OH priag (produtos de beleza) { =0

OH %‘N- Alquilagdo CH,COOH
\ OH Fotoactivagéo
I3 OH
e | Desaminagio
Imobilizador NH T
d e NH; H
e proteinas N ' .
Fosforilago ou Quitosano CHO
Nitrificagdo 0O-Acilagdo Despolimeralizagio
OH / Cianoetilagdo \ {:sanu de baixo peso molecular)
R
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H NH (E
| OCH;.CH,CN g
le:-oﬁ R O—8-0H
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da dgua do mar
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Imobilizagéo i
CH

-

Figura 1-3 Derivados e aplicag¢bes de quitosanos (adaptado de Tharanathan e Kittur, 2003)
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1.2 Obtencéo de Quitosano - Desacetilacdo da Quitina

A principal reac¢do de derivatizacao da quitina ¢ a hidrolise dos grupos acetilamida

obtendo-se o quitosano (figura 1-4). A hidrélise ocorre em meios acidos ou basicos,
mas geralmente exclui-se a hidrolise acida devido a susceptibilidade da degradagdo da
quitina (hidrolise das ligagdes glicosidicas).
Esta reaccao de desacetilagdo exige condigdes alcalinas fortes, devido essencialmente
a trés factores: 1) A baixa reactividade devido a configuracdo frans dos substituintes
acetamida, respeitante ao grupo hidroxilo do anel piranosidico da unidade
monomérica; 2) a presenca de ligagdes de hidrogénio entre os grupos carbonilo e
amida das cadeias adjacentes; e 3) ao empacotamento das cadeias na estrutura
cristalina da quitina que nao permite o acesso dos ides HO'.

Normalmente é também necessario submeter as solugdes alcalinas concentradas
de quitina a temperaturas elevadas de forma a ocorrer a reac¢do de desacetilagdo em
extensdo conveniente. Sabe-se que a concentracdo de NaOH e a temperatura
produzem um efeito significativo no grau de acetilagdo (Methacanon et al/, 2003) e na
massa molecular dos quitosanos obtidos (Tsaih e Chen, 2003a), enquanto a aplicagao

de for¢as mecanicas durante o processo parece nao ter um efeito significativo (Rege e

Block, 1999).

O critério utilizado para distinguir a quitina do quitosano ¢ a solubilidade deste ultimo
em solugdes acidas diluidas. O quitosano nao ¢, por isso, uma unidade quimica unica
e definida, mas sim uma familia de polissacarideos que variam entre si na sua

composi¢ao e tamanho molecular.

OH OH
o) W . O
HO o~ HO o~

NHAc n NH2 n

Figura 1-4 Reacc¢do de desacetilacdo da quitina.

A conversdo da quitina em quitosano pode realizar-se segundo duas metodologias

distintas: desacetilagdio homogénea e desacetilacio heterogénea. A desacetilagdao
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termo-alcalina heterogénea, a temperaturas elevadas e curtos tempos, processa-se com
a quitina sélida dispersa em meio alcalino e ocorre preferencialmente na regido
amorfa do polimero. Actualmente ¢ este o tratamento mais usado a escala industrial.
A desacetilacdo homogénea comega primeiramente por um pré-tratamento de
inchamento - “pre-swelling”- e a eventual dissolucdo completa da quitina a frio
(=0°C) mediante a utilizagdo de uma relacdo de 1:10 (m/m) da quitina e de NaOH. A
desacetilacdo ocorre depois a temperatura ambiente durante longos periodos de
tempo. Assim, permite-se que a reac¢do ndo ocorra em determinados sitios da cadeia e
que o ataque aos grupos amida seja mais uniforme.

A qualidade e as propriedades do quitosano final, tais como, pureza,
viscosidade, grau de acetilacdo, massa molecular e estrutura polimorfa, podem variar

grandemente dependendo das condi¢cdes em que a reac¢do ocorre.

1.2.1 Condigdes da reaccao

Independentemente da desacetilagdo se produzir sobre condigdes homogéneas ou
heterogéneas a reac¢ao implica sempre o uso de solugdes alcalinas concentradas e de
tempo e/ou temperatura de reac¢do relativamente elevados. Ja foram propostos varios
métodos para desacetilar a quitina, mas muitos produzem a extensiva degradacdo do
polimero. Isto pode dever-se a utilizagdo de 4cidos, que para além de desacetilarem a
quitina produzem também uma extensa degradacao/hidrdlise da cadeia do polimero,
ou a presenca de oxigénio no meio de reac¢dao. Os grupos N-acetilo ndo devem por
isso ser hidrolizados por reagentes acidos. Para evitar a degradagdo/hidrélise das
cadeias do polimero ¢ comum realizar a reac¢ao sob atmosfera de azoto (Kurita et al,
1993, Rege e Block, 1999) e/ou introduzir um agente redutor como o tiofenol
(Domard e Rinaudo, 1983) ou o borohidreto de sédio (Rhazi et al, 2000).

Factores como a concentracdo do reagente alcalino, a temperatura, o tempo de
reac¢do, tratamentos prévios da quitina e o tamanho das particulas, afectam a extensao
da reaccdo (No e Meyers, 1995). Foram sugeridos tratamentos com solucdes de
hidroxido de so6dio e de potassio concentradas (40- 50 %) geralmente a 100 °C ou
temperaturas mais elevadas para desacetilacdo da quitina, mas estas produzem
despolimerizagdo das cadeias do polimero. Na tabela 1-2 apresentam-se algumas das

condi¢des ja descritas na literatura para obtengdo de quitosano a partir da quitina
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Fonte Atmosfera Agente Temperatura Tempo Razéo Referéncia
alcalino (m/V)
Cascas de azoto NaOH 140°C 9 horas  1:20 Tsaih e Chen,
camarao 50% 2003a
Cascas de azoto NaOH 75°C 10 1:3.2  Ottoy et al, 1998
caranguejo 50% horas
Cascas de tiofenol +  NaOH >100°C varias --- Domard e
caranguejo azoto (40%- horas Rinaudo, 1983
50%)
Estiletes de -- NaOH 80°C varias 1:20  Kurita et al, 1993
lula 40% horas
Estiletes de azoto NaOH 90°C 6 horas - Goycoolea et al,
lula 50% 1997
Cascas de azoto NaOH 80°C 4-24h - Rege e Block,
caranguejo 50 % 1999
Cascas de ar KOH 80°C - - Brousignac, 1968
camarao 40% °
Estiletes de azoto NaOH 60°C - 1:15  Chamdupali et al,
lula 50% 2004

" Em etanol (30 %, m/m) e monoetilenoglicol (30 %, m/m)

Tolaimate et al (2000) compararam o processo de desacetilagdo proposto por Kurita et

al (1993) e o descrito por Broussignac (1968) e concluiram que o método proposto

por Kurita et al (1993) é mais adequado para obter quitosano com elevada massa

molecular ¢ uma vasta gama de graus de acetilagdo. Com o método proposto por

Broussignac ¢ possivel obter quitosanos com baixo grau de acetilagio e massas

moleculares mais baixas.

Cardoso et al (2001) testaram o efeito da sonicagdo em quitinas comerciais de

caranguejo e concluiram que quando submetidas ao processo de desacetilagdo, as

amostras submetidas ao tratamento de sonicacdo apresentaram-se mais desacetiladas
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que as amostras originais de quitina, apesar de ndo existirem alteragdes no espectro de
infravermelho, mostrando que o tratamento de sonicagdo activou a quitina para a
reaccao de desacetilacao.

Goycoolea et al (1997) estudaram o efeito da radiagdo microondas na desacetilagao
de quitina com o intuito de reduzir os extensos tempos de reac¢do caracteristicos das
reaccdes mais usuais. Assim, estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de
quitosanos obtidos a partir de trés métodos diferentes: 1) Desacetilacao heterogénea
(NaOH 50 %, 90 °C, 6 horas, sob atmosfera de azoto); 2) desacetilagdo homogénea
(NaOH 11 %, 0 °C, 25 °C, 77 h) e 3) um método alternativo, no qual o quitosano foi
disperso em NaOH 30 % e sujeito a radiagdo microondas, aproximadamente 2.45
GHz, durante 22 minutos. Estes investigadores concluiram que a desacetilagdo pelo
método alternativo produzia quitosanos mais desacetilados mas com menor massa

molecular que os quitosanos obtidos pelos outros métodos.

1.3  Caracterizacdo da quitina/ quitosano

Determinadas caracteristicas estruturais do quitosano e da quitina
desempenham um papel determinante nas propriedades destes biopolimeros e nas suas
potenciais aplicagdes, incluindo a solubilidade e as suas propriedades em solugao,
interac¢do com outros compostos e propriedades de formagdo de filmes e géis. Estas
caracteristicas incluem, entre outras, o grau de acetilagdo, a cristalinidade e a massa

molecular.

1.3.1 Grau de N-acetilagéo

Apesar das designacdes quimicas especificas, os nomes quitina e quitosano,
correspondem a uma familia de polimeros em que varia o contetido de grupos acetilo,
sendo este quantificado pelo denominado grau de N-acetilagdo (GA). O grau de
acetilacdo influencia grandemente o comportamento destes polimeros, nomeadamente

a reactividade e a solubilidade (como ja foi referido). A determinacdo do grau de
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acetilacdo ¢ uma das andlises de rotina realizadas no controlo da producao de quitina e
quitosano (Duarte et a/, 2002).

Existem inumeras técnicas para determinar o grau de acetilacdo. Duarte et al
(2004) referiram cerca de 50 métodos diferentes publicados para esta determinagao.
Entre as diversas técnicas possiveis encontram-se a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN), 'H de estado liquido (Rinaudo et al, 1992; Varum et al,
1991) e "*C (Raymond et al, 1993; Ebert e Fink, 1996; Heux et al, 2000) ¢ "°N (Yu et
al, 1999) de estado solido, espectrofotometria do ultra violeta (Muzzarelli e Rocchetti,
1985; Pedroni et al, 2003), infravermelho (Miya, 1980; Baxter et al, 1992; Shigmasa
et al, 1996; Brugnerotto et al, 2001; Duarte et al, 2002), incluindo infravermelho
proximo (Rathke e Hudson, 1993), dicroismo circular (Domard, 1987), cromatografia
de permeagdo em gel com deteccdo por ultra-violeta (Aiba, 1986), cromatografia
liquida de alta pressdo (Niola et al, 1993), andlise elementar (Roberts, 1992) e
diversos métodos de titulagdo baseados nas propriedades 4cido-base e
polielectroliticas destes polissacarideos (Roberts, 1992; Raymond et al, 1993;
Roberts, 1997). Muitos destes métodos apresentam algumas desvantagens, incluindo a
duracdo da andlise, o custo, a precisdo reduzida, limitagdes quanto & gama de graus de
acetilacdo onde ¢ valida a sua utilizacdo e/ou a necessidade de solubilizagdo da

amostra, o que nem sempre € possivel.

As técnicas de RMN, de protdo para amostras em solugcdo e de carbono-13
(utilizando polarizagdo cruzada no angulo magico (°C CP/MAS)) para amostras
solidas, tém demonstrado ser aquelas mais exactas para a determinacdo do GA, sendo
por isso consideradas técnicas absolutas de referéncia (Duarte et al, 2001; Heux et al,
2000).

Em amostras solidas, a técnica mais utilizada para determinacdo do grau de
acetilacdo tem sido a espectroscopia de infravermelho (IV). Esta técnica é adequada
para analises de rotina uma vez que ¢ rapida e de relativamente baixo custo, embora
ndo permita a determinacado directa do GA. O uso do IV para esta determinagado requer
a constru¢do de uma recta de calibracdo a partir da razdo de absorvancias (A) de
determinadas bandas caracteristicas, uma banda de prova (BP) que muda de
intensidade com o grau de acetilagao e uma banda de referéncia (BR) que ndo muda
de intensidade com o grau de acetilagdo, e de valores de GA determinados através de

uma técnica absoluta. As absorvancias das BP e BR sdo geralmente determinadas a
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partir do método da linha de base. Diversas bandas de absor¢do, de prova e de
referéncia, para determinagdo do GA foram ja propostos na literatura (Miya et al,

1980; Baxter et al, 1992; Shigemasa et al, 1996; Duarte et al, 2002).

As bandas de IV caracteristicas, mais frequentemente utilizadas para a determinagado
do GA para amostras de quitina e quitosano, estdo resumidas na tabela 1-3 e estdo

assinaladas como bandas de referéncia ou bandas de prova.

Tabela 1-3 - Bandas de absorvancia em infravermelho e tipos de ligagdo para moléculas de

quitina/quitosano

Tipo de ligagéo Banda (cm™) Tipo de banda

Estiramento axial de O-H 3440 a 3480 Banda de referéncia
Estiramento de N-H 3269 Banda de prova
Estiramento axial de C=0 de amida I 1661 a 1671 Banda de prova

Estiramento axial de C-H 2878 Banda de referéncia
Deformagao angular de N-H amida de II 1561 Banda de prova
Deformacao angular simétrica de CHj 1380 a 1383 Banda de prova
Deformagao axial de -CN de grupos 1425 Banda de prova

amino

Deformacao axial de -CN de grupos 1308 a 1380 Banda de referéncia

amino

Adaptado de Duarte et al (2002), Santos et al (2003), Shigemasa et al (1996) e
Miya et al (1980)
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1.3.2 Cristalinidade

A estrutura da quitina tem sido extensivamente estudada por difrac¢do de raios
X. A cristalinidade deste biopolimero ¢ importante para as fungdes que desempenha,
nomeadamente como polissacarideo estrutural nas espécies animais onde se encontra.

A quitina isolada a partir de diferentes fontes apresenta estruturas diferentes a nivel
de cristalinidade. Até hoje foram encontradas 3 formas polimorficas de a-, B- e y-
quitina, as quais diferem entre si pela diferente disposi¢do das cadeias, dentro das
regides cristalinas.

As quitinas extraidas a partir das cascas de caranguejos € camardes possuem
estrutura o, na qual as cadeias principais dispdem-se de forma anti-paralela, existindo
fortes ligagdes intermoleculares de hidrogénio (figura 1-5 e 1-6) (Ottoy et al, 1996;
Kittur et a/, 2002). A sua estrutura altamente cristalina ndo permite a sua solubilizacao
em solventes organicos, acidos e/ou bases.

A B-quitina pode ser obtida a partir de estiletes de lula, onde as cadeias de quitina
se dispoem de forma paralela, com forgas intermoleculares mais fracas (Kurita et al,
1993) Pouca atencdo tem sido dada a [B-quitina, mas esta possui propriedades
especificas que podem ser de grande interesse. Por exemplo, ao contrario da o-
quitina, a 3-quitina € solivel em acido férmico e em alguns acidos minerais, apresenta
uma maior afinidade para varios solventes e uma maior reactividade quando
comparada com a a-quitina (Austin et al, 1989)

A y-quitina ¢ a menos encontrada e considera-se ser uma mistura das outras duas
formas existentes, possuindo o arranjo paralelo e o anti- paralelo (Kurita, 2001).

Rashidova et al (2004) estudaram a cristalinidade de quitinas obtidas a partir de
trés fontes distintas: crustaceos, fungos (Pleurotus ostreatus) e crisalida do bicho da
seda (Bombyx mori). Concluiram que a quitina obtida a partir de crustaceos ¢
altamente cristalina indicando uma estrutura altamente ordenada, enquanto que a
quitina obtida a partir da crisdlida do bicho da seda (Bombyx mori) ¢ apenas
moderadamente cristalina e a obtida a partir do fungo Pleurotus ostreatus apresenta

uma cristalinidade muito baixa indicando uma estrutura pouco organizada.
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LT THTH]

a- Quitina - Quitina v- Quitina

Figura 1-5 Orientacdo das cadeias poliméricas das diferentes quitinas

(b)

Figura 1-6 Estrutura da o, B, -quitina, (a) e (b), respectivamente.

1.3.3 Massa molecular

A massa molecular (M,) da quitina e do quitosano ¢ um factor importante na
caracterizagdo destes polimeros. No entanto, a determinacdo desta caracteristica ¢
dificultada pelo problema da solubilizacdo da amostra e pela ambiguidade estrutural
ligada a distribuicdo dos grupos acetilo (Muzzarelli, 1996). Existem varios métodos
para determinar a massa molecular, entre eles, a viscosimetria, dispersdo de luz e
cromatografia de permeacao de gel (GPC).

Quer a viscosimetria quer a GPC sdo de fécil utiliza¢do e custo relativamente
baixo, os resultados obtidos estdo empiricamente relacionados com a massa
molecular, uma vez que dependem essencialmente do volume hidrodindmico da

macromolecula, sendo necessario uma calibragao relativa a uma técnica absoluta.
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As técnicas viscosimétricas baseiam-se na determinacdo da viscosidade
intrinseca do polimero e na utilizagao da equagdo de Mark-Houwink, a qual relaciona

a massa molecular com a viscosidade intrinseca (equagao 1-1).
[7]= KM ° equacdo 1-1

Nesta equagdo (equacao 1-1), [77] € a viscosidade intrinseca da solugdo, K e a sdo
constantes a determinada temperatura e para determinado sistema (polimero-solvente)
e estdo relacionadas com a conformacao da macromolécula, ¢ M, ¢ a massa molecular

viscosimétrica.

Na tabela 1-4 apresentam-se alguns exemplos das constantes de Mark-
Houwink obtidas para quitinas dissolvidas no solvente aprotico N,N-
dimetilacetamida (DMAc) com cloreto de litio. Na Tabela 1-5 encontram-se alguns
exemplos dos solventes e respectivos parametros de Mark-Houwink encontrados na
literatura para quitosanos.

A dispersdo de luz ¢ um método absoluto para determinar a massa molecular.
Este método baseia-se no uso de multiplos angulos de luz que sdo difractados pela
amostra. A determinagdo de M, baseia-se no tratamento de graficos de Zimm, criados
a partir de maultiplas medigdes de multiplas diluicdes (Chen e Tshai, 1998).
Contaminacdes com pd ou mesmo a tendéncia para a agregacdo das moléculas de

quitosano e quitina podem interferir na determinagao.

Tabela 1-4 Parametros da equagdo de Mark-Houwink para quitinas

Solvente a K* Referéncia
DMAC/LiClI (0.5%) 0,6 0,0183 Striegel e Timpa, 1995
DMAC/LiCI (5%) 0,95 7,6x107 Poirier e Charlet, 2002
DMAC/LiCl (5%) 0,88 2,1x10™ Terbojevich e Cosani, 1997
DMAC/LiCl (5%) 0.69 2.4x107 Terbojevich et al, 1988

* com [n] em dL/g
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Tabela 1-5 Parametros da equagdo de Mark-Houwink para quitosanos

Solvente a K* Referéncia
AcOH (0.5M)/NaCl (0.25M) 0,657 2,14x 10 Rege e Block, 1999
AcOH(0.2M)/ NaOAc (0.1M) 0,81 1,680 Wang et al, 1991
AcOH(0.1M) /NaCl(0.2M) 0,93 0,181 Roberts e Domszy, 1982
AcOH(0.3M) /NaOAc (0.2M) 0,76 8,2-7,4 Rinaudo et al, 1993
AcOH (0.5M)/NaOAc (0.2M) 0,76 3,5x 10" Terbojevich et al, 1997

* com [n] em dL/g

Muitas das propriedades funcionais do quitosano sdo afectadas pela massa
molecular do polissacarideo. Quitosanos com elevada massa molecular permitem um
aumento mais pronunciado da viscosidade das solugdes onde sejam incorporados. No
entanto, em determinadas aplicagdes, nem sempre uma massa molecular elevada ¢
desejavel. Uma das desvantagens associadas a uma massa molecular elevada é a
menor solubilidade da amostra, se considerarmos graus de acetilacdo semelhantes.

Quitosanos com baixa massa molecular, entre cerca de 5 a 10 kDa, por vezes
denominados quito-oligomeros, permitem ultrapassar muitas dessas desvantagens e
possuem mesmo, em determinados casos, propriedades funcionais mais atractivas
(Kumar et al, 2004). Tém sido utilizados nos campos alimentar, farmacéutico e
agricola devido a sua capacidade anti-tumural (Senel e McClure, 2004), propriedades
antifungicas e antimicrobianas (Tsai et al, 2000; Tharanathan e Kittur, 2003) e
determinados efeitos fisiologicos, por exemplo, efeitos hipocolesterolémicos e
minimizadores da progressdo da diabetes (Muzzarelli, 1996; Kondo et al, 2000). Nas
plantas pensa-se que os quito-oligomeros permitem obter, gradualmente, a formagao
de enzimas (como a B-1,3- glucanase e quitinase) das paredes estruturais de fungos

(Hirano, 1999; Kumar et al, 2004).
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1.3.4 Solubilidade e propriedades em solugao

A quitina ¢ altamente hidrofobica e ¢ insoluvel em dgua e na maioria dos
solventes organicos. E geralmente soluvel em hexafluoracetona e hexafluor-
isopropanol, em conjugacdo com solucdes aquosas de acidos minerais, € em
dimetilacetamida/cloreto de litio (5%) (Kurita, 2001). O quitosano, o produto
desacetilado da quitina, é soluvel em &cidos diluidos tal como o acético, formico,
lactico, etc.

Como ja foi anteriormente referido, o quitosano ¢ maioritariamente produzido
por desacetilagdo da quitina obtida a partir de varias fontes. A diminui¢do do grau de
acetilacdo e o aumento da quantidade de grupos amina livres, potencialmente
ionizaveis, fazem com que o quitosano seja solivel em solucdes acidas diluidas de pH
< 6. Devido a se tratar de um polielectrdlito, cuja densidade de carga estd dependente
do grau de acetilacdo do polimero, as suas propriedades em solu¢do sdo influenciadas
pelo pH e forga ionica do meio. Um baixo grau de acetilagdo (GA) corresponde por
1ss0 a um policatido altamente carregado em solucdes acidas (Rinaudo et al, 1988).
Em condi¢des idnicas do meio semelhantes, o valor médio de GA controla a
solubilidade em dgua em termos das interac¢des intermoleculares entre os grupos N-
acetilo, mas também das propriedades hidrofilicas da glucosamina livre. Num meio

acidico diluido, o seguinte equilibrio desempenha o papel mais importante:
Glc- NH2 + AH T) Glc- NH3+ , A

A solubilidade do quitosano aumenta quando as repulsdes electrostaticas
correspondentes as cargas positivas sao mais importantes que as interac¢des atractivas
devidas as interacgdes de baixa energia, tais como pontes de hidrogénio ou
interac¢oes hidrofobicas. Esta solubilidade ¢ também favorecida pela hidratagdo de
varios sitios, maioritariamente aqueles que se encontram carregados. Como
consequéncia, o ricio NH; /NH,, que esta directamente relacionado com a carga do
polimero, ¢ muito importante.

Quando o grau de acetilagdo aumenta, a gama de solubilidade aumenta por
duas razdes. Primeiro, pelo aumento do impedimento estéreo devido ao aumento dos
grupos acetilo e depois, possivelmente, por aumento do valor do pK intrinseco. Como

consequéncia, quitosanos com graus de acetilacdo perto de 50% sdo soluveis em agua.

Propriedades de Filmes de Quitosano- Influéncia do Grau de Acetilagdo e da Massa Molecular do Biopolimero 23



Revisdo Bibliogrdfica

A solubilidade depende igualmente da distribui¢do dos grupos N-acetilo ao

longo da cadeia principal de residuos de glucosamina (Rinaudo e Domard, 1988).

Uma caracteristica comum a maioria dos polissacarideos ¢ a sua capacidade de
aumentar a viscosidade do meio aquoso onde se incorporam, essencialmente devido a
sua elevada massa molecular. E o caso da quitina e do quitosano que devido & sua
elevada massa molecular, formam solu¢des com clevada viscosidade com varios
acidos organicos (Rinaudo et al, 1993).

O quitosano em solugdes 4acidas comporta-se como um polielectrolito,
apresentando uma conformag¢do mais estendida devido a repulsdo entre os grupos
funcionais com cargas de igual sinal. A intensidade destas forcas repulsivas depende:

1- Do numero, posicado e grau de dissociacao dos grupos ionizédveis, sendo por
isso 0 pH do meio um factor importante;

2- da forga i6nica da solucdo e da natureza dos contra- ides.

O primeiro grupo de factores contribui para um aumento da viscosidade
intrinseca com o aumento da densidade de carga da macromolécula. O segundo grupo
apresenta também um papel importante na viscosidade de polielectrolitos; usualmente
a viscosidade intrinseca varia linearmente com o inverso da raiz quadrada da forga
ionica- relagdo de Pals e Hermans (equacdo 1-2). Esta relagdo entre a viscosidade
intrinseca (7) e a forca i6nica (/) foi comprovada ser valida para quitosanos (Rinaudo

e Domard, 1998).
[7]=n]. +i equacao 1-2
N

Sendo S uma constante e [n]. a viscosidade intrinseca a for¢a ionica infinita,
correspondente a viscosidade intrinseca de uma macromolécula ndo idnica com a
mesma massa molecular e conformagao que o biopolimero polielectrolito. O aumento
da forca idnica leva a diminuicdo da repulsdo electrostitica entre os grupos
carregados, resultando na contrac¢do da macromolécula e consequentemente, na
diminui¢do da viscosidade intrinseca. De acordo com esta interpretagdo, verifica-se

experimentalmente o aumento do expoente da equagcdo de Mark-Houwink devido a
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conformacdo mais extendida adoptada pelo biopolimero polielectrolito quando a forga
ionica diminui (Lapasin e Pricl, 1995).

Apesar de na literatura se poderem encontrar varios estudos sobre as
propriedades de solucdes diluidas de quitosanos, estudos sobre as propriedades
reologicas de solugdes concentradas de quitinas e quitosanos sdo raros. O
comportamento reologico de solugdes de polimeros depende da massa molecular e da
sua concentragao em solugao.

Admite-se que a viscosidade especifica na regido newtoniana, pelo menos na
auséncia de repulsdes -electroestaticas, estd relacionada com o parametro de

interpenetragdo macromolecular C [77] :
n,, =Cll+k(Clr) +...+ B(C[r]) equacao 1-3

Os dois primeiros termos correspondem a relacdo de Huggins, valido para o
regime diluido e k' ¢ a constante de Huggins, dependente da forma das moléculas e da
qualidade do solvente.

A variagdo da viscosidade em fun¢do da taxa de deformagdo apresenta duas
zonas distintas. A baixas taxas de deformacdo a viscosidade ¢ independente da
deformacdo - o comportamento ¢ Newtoniano. A partir de um valor critico de

deformacdo, a viscosidade decresce e varia com a taxa de deformacdo de acordo com

uma lei de poténcia (equagao 1-4),
n= K(yj equacao 1-4

O efeito da concentracdo do biopolimero sobre a viscosidade, a taxas de
deformagdo nulas, ¢ geralmente interpretado através do tratamento do grafico

logn,,versus log C[?]]. A transicdo entre os regimes diluido e concentrado ndo ocorre

para uma concentracdo bem definida, correspondendo sim a uma gama de
concentragdes conhecida como regido semi-diluida (C*<C<C**). O inicio do

comportamento reofluidificante ¢ caracterizado por uma concentragdo critica a que

corresponde uma taxa de deformagao (7'/) a qual depende da massa molecular do
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polimero e da concentracdo da solucdao (Desbriéres, 2002). Foi demonstrado que se

obtém uma tnica curva de 77, vs C [77] para quitosanos para qualquer concentracao,

grau de acetilagdo ¢ massa molecular do polimero (Rinaudo ¢ Domard, 1988). Signini
e Campana-Filho (2002) determinaram as concentragdes criticas relativas aos
dominios diluidos/semi-diluidos (C*[n]) e semi-diluidos/concentrado (C**[n])de 1 e
9; respectivamente, estes valores estdo na gama dos valores determinados para cadeias
semi-rigidas (Milas et al, 1990). Os mesmos investigadores mostraram que solucdes
de quitosanos com massas moleculares mais baixas apresentam comportamento
Newtoniano mesmo a taxas de deformagao clevadas.

Shepherd et al (1997) estudaram as propriedades reoldgicas de quitosanos
obtidos a partir de lulas e de quitosanos de outras fontes e concluiram que as solugdes
de quitosanos de lulas apresentavam comportamento reofluidificante distinto,
enquanto que solucdes de quitosano de outras fontes apresentaram comportamento
aproximadamente newtoniano. Os mesmos investigadores concluiram ainda que as
solucdes de quitosanos de lula apresentam viscosidades muito elevadas e com tensodes
de inércia mais elevadas que o das outras solugdes.

Chen e Tsaih (1998) concluiram que quitosanos com massas moleculares
baixas apresentam conformacdes mais estendidas e mais rigidas do que os quitosanos
com elevada massa molecular. Baxter et al (2005) estudaram a influéncia do ultra
sons de elevada intensidade nas propriedades viscoelasticas, de quitosanos e
concluiram que a medida que aumenta o tempo de tratamento com os ultra-sons
verifica-se um decréscimo da tensao de corte em fun¢ao da taxa de deformacao. Este
decréscimo esta relacionado com o decréscimo de viscosidade intrinseca e

consequente redu¢do da massa molecular.

1.4 Filmes e revestimentos

1.4.1. Consideracg0es gerais

Nos paises industrializados as embalagens alimentares representam cerca de 50 % do
total de embalagens produzidas. De facto, nos ultimos anos tem-se assistido a grandes

mudangas nos habitos alimentares em consequéncia da alteragdo dos estilos de vida,
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que tém favorecido um consideravel aumento da oferta em alimentos pré-preparados e
conservados.

Os polimeros sintéticos, nomeadamente os plasticos, desempenham papel importante
nesta area. A auséncia de biodegradabilidade destes produtos assim como uma
consciencializacdo sobre a poluicdo ambiental e a tentativa de reduzir o lixo em geral,
levaram a procura de novas alternativas biodegradaveis. Pode afirmar-se que a
biodegradabilidade nao ¢ apenas um requerimento funcional mas também um atributo
ambiental muito importante (Kester e Fennema, 1986). Para além dos problemas
ambientais, os filmes de polietileno de alta densidade, por exemplo, um material
usualmente utilizado na proteccdo de alimentos, possui desvantagens como a
ocorréncia de fermentagao, devido a depleccao de oxigénio, e a condensacao de agua
devido a flutuagdes na temperatura de armazenamento, o que pode provocar o
aparecimento de fungos (Krochta e Mulder-Jonhson, 1997).

Filmes ediveis e biodegradaveis de polimeros oferecem um sistema de embalagem
alternativo, sem custos ambientais. Apesar de uma total substituicdo dos plasticos
sintéticos ndo ser possivel através dos filmes biodegradaveis, uma vez que nao ¢
possivel essa substitui¢do para algumas aplicacdes especificas, essa substituicdo ¢
Obvia e pratica. Nos ultimos dez anos, o interesse e a actividade de investigagao neste
tipo de filmes tem sofrido especial atencdo. Estes filmes ndo visam substituir os
materiais de embalagem nao ediveis e sintéticos, como ja foi referido. A utilidade dos
filmes ediveis recai sobre a capacidade de agir como um adjunto para melhorar a
qualidade dos alimentos, através do controlo da transferéncia de massa, melhoria da
integridade dos produtos e de algumas propriedades adicionais, incluindo, em
determinados casos, actividade antimicrobiana, estendendo assim o tempo de vida e
melhorando a eficiéncia econdmica dos materiais de embalagem (Kester e Fennema,
1986).

Existem muitos mecanismos envolvidos em prolongar o tempo de vida dos alimentos
através de revestimentos/filmes poliméricos. Estes incluem a transferéncia controlada
de humidade entre os alimentos € o ambiente envolvente, a libertagdo controlada de
agentes quimicos (p.ex., substdncias anti-microbianas; antioxidantes), a redu¢do da
pressdo parcial de oxigénio na embalagem, que resulta num decréscimo no
metabolismo, o controlo da taxa de respiracao, a elevada impermeabilidade a certas
substancias, como gorduras e 6leos, a preservacao de compostos de aroma e o reforgo

estrutural dos alimentos (Shahidi et a/, 1999; Tharanathan, 2003).
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Os filmes ediveis podem ser definidos como camadas finas de material edivel
aplicado nos alimentos por imersao/pulverizacdo ou envolvidos em membranas pré-
formadas, de forma a originar uma barreira contra a transmissdao de gases, vapores €
solutos, enquanto oferecem também protec¢do mecanica (Krochta e Mulder-Johnson,

1997). A tabela 1-6 mostra algumas das propriedades funcionais dos filmes ediveis.

Tabela 1-6 Propriedades funcionais dos filmes ediveis

Possiveis propriedades funcionais dos filmes ediveis

v' Retardam o transporte de gases (CO,, O,)

v" Retardam a migragdo de dleos e gorduras

v Retardam o transporte de solutos

v Melhoram as propriedades mecéanicas dos alimentos
v' Retém compostos volateis

v' Ajudam na retengdo da integridade estrutural dos alimentos

3 Adaptado de Kester e Fennema, 1986.

A maioria dos filmes ediveis contém pelo menos um componente que ¢ um
polimero de elevada massa molecular. As estruturas poliméricas de cadeia longa sdo
necessarias para manter a matriz dos filmes com a for¢a coesiva necessaria. O
aumento da coesividade estrutural resulta geralmente na redugdo da flexibilidade do
filme, da porosidade, da permeabilidade a gases, vapores e solutos. Uma distribui¢do
uniforme dos grupos polares ao longo da cadeia do polimero aumenta a coesdo pelo

aumento aparente das pontes de hidrogénio e das interac¢des ioOnicas entre as cadeias.

Uma variedade de polissacarideos, proteinas e lipidos tém sido usados quer
sob a forma de misturas, quer sozinhos, para produzir filmes e revestimentos.
Polissacarideos como os alginatos, carrageninas, pectinas, amido, derivados de
celulose e quitosano foram testados para o seu potencial uso como filmes ediveis

(Baldwin et al, 1995). Geralmente, este tipo de filmes oferece uma boa capacidade
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barreira ao oxigénio e ao didxido de carbono, mas ndo apresentam boas propriedades
de permeabilidade ao vapor de 4dgua, entre os alimentos e o ambiente que os rodeia
(Kester e Fennema, 1986).

Nos ultimos tempos muitos investigadores tém estudado as potenciais
aplicacdes de revestimentos e de filmes de quitosano. O uso deste biopolimero ¢
especialmente atractivo uma vez que se obtém a partir de uma fonte praticamente
inesgotavel e em continua renovagao, para além das muitas propriedades benéficas
demonstradas, conforme poderemos ver na secc¢ao 1.4.3.

Para além dos revestimentos formados sobre os produtos, este biopolimero
permite igualmente a obtencdo de filmes através do chamado "casting" em que a
solucao do biopolimero ¢ colocada num suporte e deixada evaporar podendo depois
remover-se o filme formado por destacamento. Os filmes obtidos possuem baixa

espessura e propriedades barreira e mecanicas aceitaveis.

1.4.2. Plastificantes

A adi¢ao de componentes de baixa massa molecular, ou plastificantes, pode
afectar a permeabilidade e a flexibilidade dos filmes formados, devido a ruptura de
interacgoes entre as cadeias do polimero, p.ex., pontes de hidrogénio (Baldwin, 1999).
Estes componentes sdo geralmente adicionados para diminuir a tendéncia dos filmes
para sofrerem ruptura, aumentando a assim sua flexibilidade/extensibilidade. No
entanto, a mudanca que produzem no filme ndo se traduz apenas na alteracdo das
propriedades mecanicas influenciando também as propriedades barreira,
nomeadamente diminuindo a permeabilidade ao vapor de 4agua e a outros gases,
devido a natureza hidrofobica destes componentes. Os plastificantes interagem com o
polimero, aumentando o espago intermolecular, permitindo assim uma maior
mobilidade das cadeias do polimero; actuam como lubrificantes internos reduzindo as
forcas de friccdo entre as cadeias do polimero. Os plastificantes cobrem uma vasta
area de compostos incluindo ésteres, agua, glicois, fenois, cetonas e éteres (Santosa e

Padua, 1999).
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1.4.3 Potencialidades do quitosano como filmes/revestimentos

Nos ultimos anos, intensificaram-se os estudos sobre as caracteristicas das
membranas de quitosano para a sua aplicacdo na area da embalagem. Estas
membranas possuem valores médios ou moderados de permeabilidade a agua e
actuam como barreira aos gases, diminuindo por isso a velocidade de respiragdo e de
amadurecimento, por reducao da evolugdo de etileno e de dioxido de carbono. Muitas
das propriedades mecanicas do quitosano sdao compardveis as dos polimeros
comerciais de média resisténcia. Podem preparar-se peliculas mais rigidas de
quitosano entrecruzando-se com outras substdncias como o glutaraldeido e outros

polielectrdlitos, ou com polissacarideos como as pectinas (Hoagland et al, 1996).

As condigoes utilizadas para a producdo de filmes de quitosano, incluindo o pH , a
forga i6nica, o tipo de solvente usado e a temperatura de evaporacao do solvente, sdo
parametros frequentemente manipulados para alterar as propriedades mecanicas e a
porosidade das membranas (Arvanitoyannis et al, 1998). A forca idnica e/ou o pH
podem ser manipulados por forma a reduzir a repulsdo electrostitica inter- e
intramolecular entre as cadeias de quitosano, permitindo a aproximagdo das cadeias e
o aumento das pontes de hidrogénio inter- e intramoleculares (Chen ef al, 1994).
Durante a secagem das solugdes para a producdo de filmes a concentragdo do
polimero aumenta, resultando na formacdo de um gel. Ao mesmo tempo, a forga
i6nica aumenta, resultando numa maior associagdo entre o polielectrdlito e o contra

130, e no aumento do efeito de escudo dos contra ides (Bégin e Calsteren,1999).

Os filmes e revestimentos preparados com base em quitosano apresentam diversas
vantagens de aplicagdo na area alimentar (Muzzarelli, 1986; Agulld et al, 2003),
incluindo a sua biodegradabilidade, propriedades anti-microbianas e propriedades

barreira € mecanicas satisfatorias.

A Dbiodegradabilidade de filmes de quitosanos foi estudada por varios
investigadores. Vikhoreva et al (2002) concluiram que os filmes de quitosano atingem
a biodegradacdo quase total no solo ao fim de 5-7 dias, ndo sendo prejudiciais para o
ambiente. A velocidade de biodegradacdo aumenta significativamente consoante o

aumento de humidade do solo (cerca de 50 %) e também quando os filmes sdo
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colocados a profundidades mais baixas. Xu et al (1996) estudaram também a
biodegradabilidade de filmes de quitosano (GA=15%) usando testes de simulacdo de
solo e concluiram que estes se degradam mais depressa que o celofane.

Foram ja realizados diversos estudos acerca da utilizacdo de revestimentos de
quitosano para a conservacdo da qualidade de vérios produtos alimentares. Estes
estudos permitiram concluir que revestimentos de quitosano sdo eficazes na extensao
do tempo de vida de determinados produtos alimentares, quer por inibicao de fungos
(Agull6 et al, 2003), quer por manterem diversas propriedades importantes como o
aspecto, o sabor e a textura (El-Gaouth et al, 1991; Zhang e Quantick, 1997;
Romanazzi et al, 2002). Foi demonstrado que os alimentos de origem vegetal tratados
com quitosano melhoram de qualidade, reduzem a maturagcdo e o tempo de
deterioragdo e prolongam o tempo de vida util.

Os estudos realizados com quitosanos incluem aplicagdes em vegetais, como couve e
cenouras (Molloy et al, 2004), frutos, como morangos (El Gaouth et al, 1991, Reddy
et al, 2000; Han et al, 2004), uvas de mesa (Romanazzi et al, 2002), cerejas
(Romanazzi et al, 2003), citrinos e magas (El Gaouth ef al, 1997 e 2000; Assis e
Leoni, 2003), e determinados produtos processados como peru cozinhado e pizzas pré
cozinhadas (Rodriguez ef al, 2003), e ainda ovos (Bhale et al, 2003).

El Gaouth et al (1997) estudaram a prolongacao do tempo de vida do tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) mediante a aplicagdo de peliculas de quitosano
armazenadas a 20°C e demonstraram que ocorria uma redu¢do da velocidade de
respiracdo e da producdo de etileno quando se aumentava a concentracdo deste
polimero. Demonstraram ainda que o nivel interno de diéxido de carbono aumentava,
enquanto que o de oxigénio diminuia. Foi demonstrada a eficicia da combinagao do
tratamento de pressdo e coberturas de quitosano em cerejas apos colheita (Romanazzi
et al, 2003). No caso das cerejas trata-se de um avango consideravel, uma vez que nao
existem fungicidas licenciados na Unido Europeia para o tratamento destes frutos.
Revestimentos com base em quitosano inibem também parcialmente o "browning " de
lichias durante o armazenamento (Zhang e Quantick, 1997).

Galed et al (2004) monitorizaram, mediante ressonancia magnética de imagem, o
processo de maturagdo e deterioragdo de citrinos tratados com solugdes de quitosanos
e demonstraram a efici€ncia destes revestimentos no prolongamento do tempo de vida

destes frutos.
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Rodriguez et al (2003) trataram pizzas pré cozinhadas com solugdes de quitosano e
concluiram que os filmes do polimero aumentam o tempo de vida das pizzas; segundo
os investigadores, este facto deve-se as propriedades anti-fungicas do quitosano, em
vez da sua ac¢do como barreira a permeabilidade da 4gua. Romanazzi et al (2002)
concluiram que o quitosano pode ser alternativo aos fungicidas no controlo de uvas de
mesa apos a colheita. El Gaouth et al (1991) e Reddy et al (2000)) concluiram o
mesmo quanto a morangos € cerejas. Han et al (2004) e El Gaouth et al (1991)
concluiram que revestimentos de quitosanos estendem o tempo de vida de morangos
uma vez que diminuem a perda de peso, retarda as perdas de cor e a acidez. As
coberturas de quitosanos mostraram ainda a sua capacidade de carregar grandes
quantidades de calcio e de vitamina E, aumentando significativamente o conteudo

destes nutrientes nestes frutos (Han et al, 2004).

O uso de filmes de N,O-carboximetil-quitina para preservar frutos durante um maior
periodo de tempo ja foi aprovado em paises como o Canada e os Estados Unidos. A
preparacdo de filmes laminados de quitosano foi também estudada por alguns
investigadores, incluindo filmes de quitosano/pectina (Hoagland et al, 1996) e filmes
de quitosano/metilcelulose (Chen et al, 1996). Por incorporacao de lipidos € possivel

também diminuir a permeabilidade ao vapor de dgua (Wong et al, 1992).

A aplicagdo de peliculas pré-formadas de quitosano em alimentos ndo tem sido muito
estudada. Na bibliografia encontram-se apenas aplicagdes em mangas (Srinivasa et al,
2002, 2004a) tendo-se concluido que o uso destas peliculas prolonga o tempo de vida

das mangas.

1.4.4 Propriedades dos filmes

Neste trabalho, estudaram-se algumas propriedades de filmes de quitosano,
tendo-se dado especial relevancia a permeabilidade ao vapor de agua e as
propriedades mecanicas.

Seguidamente, faz-se uma breve referéncia ao fundamento da determinacdo destas

propriedades. A informagdo disponivel na literatura, referente a filmes de quitosano e
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outros biopolimeros como filmes de pectina e de alginato serd discutida igualmente

em conjunto com os resultados obtidos neste trabalho.

1.4.4.1. Permeabilidade

A seleccdo ou o desenvolvimento de materiais poliméricos para embalagens de
alimentos implica o conhecimento do seu comportamento em solugdo e dos processos
de transporte que através deles possam ocorrer, assim como dos muitos factores que
podem influenciar estes processos. Serd importante considerar, nomeadamente, a
permeabilidade dos filmes ao vapor de agua, gases, solutos ou lipidos. Igualmente a
ter em conta sera o facto da “plastificacdo” de polimeros por sor¢cao de vapores ou
liquidos originar o decréscimo das propriedades mecanicas e a alteracdo das
propriedades de barreira.

A permeabilidade de uma membrana ¢ calculada a partir de uma combinagao
entre a 1* lei de Fick da difusdo e da lei de Henry da solubilidade. Determina-se assim
o0 fluxo de permeato através de uma membrana ndo porosa, assumindo que ndo possui
imperfeicdes.

A taxa de transmissao ao vapor de agua (WVTR) define-se como o fluxo estacionario
de vapor de agua, por unidade de tempo, através da area unitaria do material, na
direc¢do normal a superficie do material, sob condi¢des definidas de temperatura e
humidade. A permeéncia ao vapor de dgua consiste na taxa de transmissdo de vapor de agua
através da area unitaria do material, induzida por uma diferenga unitaria de pressdo de vapor
entre duas superficies especificas do material, sob condigdes definidas de temperatura e
humidade. A permedncia é assim uma medida de fluxo que ndo considera a espessura
do filme e ¢ usada para a avaliacdo do desempenho desse filme em vez de descrever
uma propriedade intrinseca do material. A permeabilidade ao vapor de agua (WVP) ¢
definida como a permeancia através de uma membrana de espessura unitaria. E o produto

aritmético entre permeancia e espessura da membrana. (Robertson, 1993).

A permeabilidade de filmes ¢ muitas vezes imprevisivel devido a auséncia de
uma estrutura homogénea e a natureza hidrofilica da maioria das formulagdes. A
composicdo quimica e estrutura do polimero formador de filmes afecta a
permeabilidade do filme (McHugh et al, 1993). Os materiais altamente polares, com

um elevado grau de ligacdes de hidrogénio, exibem baixa permeabilidade a gases,
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especialmente sob condi¢des de baixa humidade, mas sdo fracas barreiras para vapor
de 4gua. Materiais nao polares, como lipidos, dao origem a boas barreiras de vapor de
agua, mas sao permeaveis a gases como o oxigénio e o didxido de carbono. Polimeros
com grupos funcionais i6nicos dao origem a interacgdes fortes na cadeia do polimero,
que restringem a movimentacdo da cadeia, o que geralmente se traduz em boas
barreiras de oxigénio, mas também resulta em pontes de hidrogénio com a agua e
subsequente absorcdo de agua, a humidades relativas elevadas, resultando em
velocidades de transmissdo de agua elevadas (Miller e Krochta, 1997). A absorc¢ao de
dgua rompe as interac¢des intermoleculares entre as cadeias do polimero, o que
aumenta a permeabilidade em geral. Por esta razdo estes filmes sdo muitas vezes
permeaveis a elevadas humidades relativas. Os grupos nao polares resultam numa
barreira a oxigénio pouco eficaz quando presentes como cadeia lateral mas melhoram
razoavelmente a permeabilidade ao vapor de 4gua (Baldwin, 1999).

A tabela 1-7 mostra valores de permeabilidade ao vapor de 4gua para filmes de

polimeros sintéticos e filmes de polimeros naturais e biodegradaveis encontrados na

literatura.
Tabela 1-7 WVP para diferentes matrizes de filmes
Filme WVP Referéncia
(g.mm/kPa.h.m?

Poliéster 0.0091 McHugh et al, 1993
Polietileno de alta 0.0012 McHugh et al, 1993
densidade (HDPE)

Gluten de trigo 0.385 Tanada-Palmu et al, 2002
Quitosano 0.07-0.17 Butler et al, 1996
Quitosano 4.84 Rhim et al, 1998

Alginato 2.35 Parris et al, 1995

Pectina 3.19 Parris et al, 1995

Como se pode constatar pelos valores exemplificados na tabela 1-7 os
polimeros sintéticos possuem uma elevada capacidade de barreira ao vapor de agua.
Krochta e Mulder-Johnson (1997) consideraram filmes com valores de WVP entre

0,4-4 g.mm/kPa.h.m” como fracas barreiras ao vapor de dgua, com WVP entre 0,004 ¢

Propriedades de Filmes de Quitosano- Influéncia do Grau de Acetilagdo e da Massa Molecular do Biopolimero 34



Revisdo Bibliogrdfica

0,4 g.mm/kPa.h.m” filmes com propriedades barreira moderadas e filmes com WVP
entre 4x 10 ¢ 4x 10° g.mm/kPa.h.m” filmes com boas propriedades barreira. Usando
esta escala podemos classificar os filmes dos biopolimeros referidos como barreias

fracas ao vapor de agua.
1.4.4.2. Propriedades Mecanicas

As propriedades mecanicas de filmes de biopolimeros traduzem o
comportamento destes materiais quando sujeitos a uma solicitagdo mecanica, ou seja,
quando sujeitos a uma tensdao ou deformagdo, sendo por isso de grande importancia
para muitas das suas aplicagdes. Os parametros reoldgicos que caracterizam estas
propriedades mecanicas estdo relacionados com o tipo densidade das interac¢des
moleculares entre os polimeros e pela espessura dos filmes. As técnicas utilizadas
para a caracterizagdo destas propriedades envolvem geralmente ensaios de extensao
uniaxial (figura 1-7). A tensdo (o) aplicada define-se como a forca (F) por unidade de

area do material (A).

c=F/IA equacao 1-5

A deformagao (¢) ¢ definida como a mudanga fraccional no comprimento do material,
1.e., AL/Ly, onde Ly é o comprimento inicial e AL € a variacdo de comprimento (L-Ly).
A percentagem de deformacdo (elongacdo) que o material suporta até sofrer ruptura
esta relacionada com a capacidade do filme para ser esticado; um valor elevado de
elongacdo indica que o material absorve uma grande quantidade de energia antes de se

quebrar.

Nos testes a realizar devem usar-se amostras e instrumentos adequados, de
modo que o resultado experimental traduza as propriedades intrinsecas do material.
As condigdes sob as quais estes ensaios sdo realizados influenciam grandemente os
resultados, consoante o tamanho das amostras, pré-acondicionamento, temperatura,
humidade relativa, magnitude da forca ou deformacdo aplicadas, e velocidade de

aplicacao.
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Figura 1-7 Deformagao uniaxial ap6s a aplica¢do de uma tenséo (o).

Os ensaios de caracterizagdo podem dividir-se em trés grupos: ensaios quase
estaticos, ensaios transitorios e ensaios dinamicos. Neste trabalho utilizaram-se
ensaios quase estaticos (extensdo uniaxial até ruptura) e transitorios (relaxagdo de

tensao).

No caso dos ensaios quase-estaticos procura-se caracterizar a resposta
instantanea dos materiais a uma determinada solicitagdo. Usualmente a solicitacao

consiste numa deformagao aplicada a uma velocidade constante.

A lei basica para solidos ideais assume que estes ao serem submetidos a uma
forca irdo sofrer uma deformagdo eldstica e que apos a remocao dessa forgca retomam
a sua forma original. A lei de Hooke, para so6lidos ideais traduz-se pela seguinte

equacao:
F ~
GZZ:EXE equacao 1-6

Em que o é a tensdo média, F (N) é a forca aplicada, 4 (m?) é a 4rea inicial da
sec¢ao transversal do provete, ¢ ¢ a deformagdo ou extensdo do provete, e E € o
modulo de Young ou médulo de elasticidade do material (Pa).

A relacgdo anterior representa uma relagao linear e, portanto, apenas valida na
regido onde o material tem um comportamento eldstico, ou seja, na regido inicial da
curva tensao-deformacao.

E importante ainda definir a tensdo de ruptura e a tensdo de cedéncia. A
tensdo de ruptura ¢ o maximo de tensdo que o material suporta até sofrer ruptura.
Tensdo de cedéncia é o ponto em que o primeiro sinal de uma deformacdo nao
elastica ocorre. Na figura 1-8 representa-se uma curva de tensdo/deformacao através

da qual podemos identificar os pardmetros definidos.
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Ponto ruptura

Elongagdo

Tensdo

Ponto de cedéncia
Tensdo de ruptura i

Y~__Declive desta zona
= Young’s modulus

* Y
Deformacio

Figura 1-8 Exemplo de uma curva de tensdo/deformagio até a ruptura

Diferentes materiais apresentam diferentes propriedades mecanicas. Os filmes de
metilcelulose, por exemplo, sdo considerados duros e quebradicos e os filmes a base
de proteinas sdao flexiveis e suaves. A figura 1-9 apresenta exemplos do
comportamento de diferentes filmes quando sujeitos a uma tensdo extensional
uniaxial. As diferencas observadas sao atribuidas as diferentes estruturas moleculares
dos filmes considerados (Chen, 1995). Por exemplo, filmes biodegradaveis
produzidos a partir de proteinas do leite possuem baixa capacidade de elongacdo
quando comparados a filmes de HDPE. Na tabela 1-8 apresentam alguns parametros

mecanicos obtidos para determinados filmes, considerados a titulo exemplificativo.

Flexivel, fraco Duro, quebradigo Duro, forte

Tensio

Dcibrn{ac:‘w

Flexivel, elastico Duro, elastico

nsao

Te

Deformacgio

Figura 1-9 Exemplos de comportamento de diferentes filmes quando sujeitos a uma tenso

uniaxial extensional.
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Tabela 1-8 Pardmetros obtidos de curvas de tensdo/deformagdo até a ruptura de varios filmes

Filme Mddulo de Tensédo de Elongacao Referéncia
Young ruptura (MPa) (%)
(MPa)
LDPE --- 31,2 156 Chen et al, 1995
HDPE -—- 26 300 Robertson, 1993
Alcool polivinilico 98 12,7 116,6 Immirzi et al
(PVOH) 2003
Hidroxietilcelulose 287 23,0 62,2 Immirzi et al
2003
WPI - 5,76 22,7 Chen et al, 1995
Quitosano/Pectina 3560 81,2 3,1 Santos et al,
2004
Pectina 4,44 0,11 5 Parris et al, 1995
Quitosano (nao - 41,6 42.4 Rhim et al, 1998
neutro)
Quitosano (neutro) 4210 95,1 7,7 Santos et al,
2004

LDPE= polietileno de baixa densidade; HDPE= polietileno de alta densidade; WPI= isolado de proteina de soro do
leite

Pode concluir-se com base nos valores exemplificados na tabela 1-8 que
filmes de quitosano apresentam elongagdes inferiores em relacdo a polimeros
sintéticos, mas, por outro lado, a sua tensdo de ruptura € superior a qualquer um dos

filmes apresentados.

No caso dos ensaios transitorios o objectivo principal ¢é caracterizar a

dependéncia temporal do comportamento mecanico dos materiais.

Nos ensaios de relaxacdo de tensdo utilizados neste trabalho, aplica-se uma
deformacao instantanea a amostra e a tensdo necessaria para manter a deformacgao ¢
medida ao longo do tempo.

Podem observar-se comportamentos diferentes em testes de relaxagdo. Se
estivermos perante um material elastico ideal, ndo se observa qualquer relaxagao,

enquanto que materiais com comportamento de liquido viscoso ideal relaxam
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instantaneamente. Para materiais viscoeldsticos observa-se uma relaxacao gradual, em

que o ponto final depende da estrutura molecular do material a ser testado.

A equagdo 1-7 corresponde ao modelo de Maxwell e descreve a relaxagdo
gradual da tensdo apo6s a aplicagdo de uma deformagdo instantidnea. Esta relacdo
permite a determinacdo do tempo de relaxa¢do A, grandeza que corresponde ao
tempo necessario para a tensao decair para 1/e (aproximadamente 36.8%) do seu valor
inicial. O tempo de relaxacdo (A.) ¢ definido como p/E, em que p € a viscosidade

newtoniana e E é o modulo eléstico.

G(t) =0,e S equacao 1-7

Dados experimentais mostram que este modelo ndo tem em conta o
comportamento de relaxagdo de tensdo de muitos materiais viscoeldsticos uma vez
que ndo inclui uma tensdo de equilibrio (o). Outros modelos foram desenvolvidos a
partir deste, quer para ter em conta a tensdo residual, quer para descrever processos
mais complexos que necessariamente envolvem um maior nimero de tempos de
relaxagao diferentes.
Estudos de viscoelasticidade em alimentos sdo frequentes; no entanto, na literatura, a
aplicacdo destes estudos a filmes de biopolimeros ndo tem sido muito desenvolvida.
Cugq et al (1996) desenvolveram um modelo viscoelastico, independente da espessura,
para determinar as propriedades viscoelasticas de filmes de proteina miofibrilar de
sardinha. Este método baseou-se no modelo de Maxwell generalizado. No entanto, o
método incluia a ruptura do filme. Mais tarde, Chandra e Sobral (2000) aplicaram o
modelo de Maxwell, o modelo de Maxwell generalizado com duas unidades em
paralelo e o modelo de Burgers a filmes de proteina miofibrilar de sardinha, obtendo

bons ajustes com estes dois ultimos modelos.
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CAPITULO 2- MATERIAISE METODOS

2.1 Escolha da fonte

Os estiletes das lulas sdo uma boa fonte de quitina e por isso de quitosano (Kurita
et al, 1993). Durante o processamento, os estiletes sdo retirados das lulas, juntamente
com as visceras; sdo considerados como detritos, ndo utilizados pela indistria de
processamento do pescado, sendo por isso uma matéria-prima barata. Os crustaceos
sao também uma fonte de quitina (§1.1.1), mas, ao contrario dos estiletes de lulas e
potas, necessitam de um tratamento mais drastico para a sua extrac¢do e eliminacao
de proteinas e minerais (Shepherd et al, 1997; Methacanon et al/, 2003). O tratamento
alcalino, mesmo realizado em condigdes menos drasticas do que aquelas
tradicionalmente utilizadas para a extraccdo de quitina a partir de crustaceos,
possibilita a obtencdo de amostras com baixo teor proteico e baixo teor de cinzas
(Shepherd et al, 1997; Chamdupai et al, 2004). A eliminagdo do passo de
desmineralizacdo por tratamento acido e a utilizagdo de condi¢des mais suaves para a
desproteinizagdo (menor temperatura, menor concentracdo de NaOH) tornam o
processo de extraccdo de quitina a partir de estiletes, um processo mais simples e mais
barato, e possibilita a obtencao de quitinas e quitosanos com massas moleculares mais
elevadas.

Apesar de ja ter sido determinado que os estiletes de lula contém cerca de 35 % de
quitina em peso seco, informacdes detalhadas acerca desta fonte sdo limitadas,

existindo poucos trabalhos desenvolvidos para a sua caracterizacao.

2.2 Materiais

Os estiletes das potas (/llex argentinus) utilizados neste estudo foram recolhidas no
dia de processamento dos cefalépodes (Pralisa, Vila Nova de Cerveira, Portugal) e
transportados para o laboratorio onde foram lavados com agua corrente e deixados
secar a temperatura ambiente. Ao fim de dois dias foram secos em estufa a 40 °C
durante 2 horas, com circulacdo de ar. Os estiletes foram depois pulverizados em

moinho (Retsch ZM1000), até¢ tamanho de particula inferior 0.5 mm.
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Em alguns ensaios utilizaram-se também amostras de quitina e quitosano
comerciais. As amostras foram adquiridas da Sigma (Sigma-Aldrich Quimica SA,
Sintra) e da Primex (Primex Ingredients ASA, Avaldsnes, Noruega) e encontram-se

descritas na Tabela 2-1.

Tabela 2-1 Amostras comerciais, fonte e caracteristicas.

Caracteristicas descritas

Amostras comerciais Fonte
pelo Fornecedor
Quitina Sigma (QS) Cascas de caranguejo -

Quitosano Sigma (QSg) Cascas de caranguejo GA<I5 %

Quitosano Primex FG 80 Cascas de camarao GA =16,5 %
(QPrim_17)

Quitosano Primex FG 85 Cascas de camardo GA =14,8 %
(QPrim_15)

Quitosano Primex FG 90 Cascas de camarao GA =73 %
(QPrim_7)

2.2.1 Obtencdo de quitina a partir de estiletes

Estudos preliminares efectuados (Seabra et al/, 2002; Chamdupai et al, 2004)
indicaram que os estiletes de lulas e potas continham apenas uma pequena quantidade
de minerais, tendo-se por isso eliminado o tradicional tratamento de desmineralizacdo
com acido cloridrico. Os estiletes de potas reduzidos a pd foram tratados com uma
solucao de hidroxido de sédio (0.5 mol/L), numa razdo de 1 g de p6 para 20 mL de
NaOH, durante 14 horas. Este tratamento mostrou ser eficaz na desproteinizacdo dos
estiletes (Seabra et al, 2002). Apds este tratamento, a amostra foi lavada com agua
destilada até pH neutro, filtrada por filtro de placa porosa (G1) e lavada com etanol e
acetona. A quitina obtida foi seca a 35 °C, em estufa com circulagdo de ar, durante
aproximadamente 16 h. A figura 2-1 representa um esquema do tratamento dos

estiletes e obtencdo de quitina.
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Lavagem dos

estiletes em agua Secagem —>

Moagem
corrente

Decantacgao e

, NaOH (0.5M ), 1:20
lavagem com agua

Lavagem com

etanol | destilada até pH ' (m/V)
14horas
neutro
Lavagem com | Secagem ersl estufa
acetona a35°C
Figura 2-1 Esquema representativo da obtengao da quitina.
2.2.2 Desacetilacédo da quitina- Obtencao de quitosano

A quitina foi submetida a um tratamento alcalino durante diferentes periodos de
tempo, de modo a se obterem quitosanos com diferentes graus de acetilagdo. Podemos
ainda distinguir dois tipos de desacetilagdo: a desacetilagdo por partes ou descontinua
e a desacetilacdo continua. A desacetilacdo continua consistiu em realizar a
desacetilacdo durante um determinado periodo de tempo sem interrupgdes. A
desacetilagdo por partes consistiu em repetir o processo de desacetilacdo durante
intervalos de tempos mais curtos, até se obter o tempo de desacetilagdo desejado, i.e.,
a soma desses curtos tempos de reaccdo ¢ equivalente ao tempo de desacetilagdo
global.

Obtiveram-se assim diferentes quitosanos por desacetilagdo controlada da quitina. A
desacetilacdo alcalina com hidréxido de sddio a 40 % (m/m), numa razao de 1:20
(solidos/solu¢do de NaOH), decorreu a 70°C, sob atmosfera de azoto e na presenca de

boro hidreto de sédio (NaBH4) 0.1 mol/L (figura 2-2). A atmosfera de azoto e o boro
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hidreto de so6dio minimizam a ocorréncia da oxidagdo da amostra durante este
processo (Rhazi et al, 2000).

As amostras assim tratadas foram depois filtradas e lavadas com agua destilada e
etanol (50:50) até pH neutro, seguindo-se duas lavagens com etanol e duas por

acetona.

70,0°C]

..’D

Figura 2-2 Esquema da montagem realizada para a reac¢do da desacetilagdo das amostras

de quitina

Atribuiram-se as seguintes designacdes as amostras obtidas: QPGA27,
QPGA20, QPGA13, QPGA6 e QPGAO para as amostras de quitosano obtido a partir
de quitina extraida de estiletes de pota com graus de acetilagdo de 27, 20, 13, 6 ¢ 0 %,

respectivamente.

2.2.3 Fragmentacdo Oxidativa - Obtencdo de Quitosanos com

Diferentes Massas Moleculares

Existem, essencialmente, dois métodos hidroliticos para preparar oligdmeros
de quitina e quitosano: A hidrolise enzimatica e a hidrélise acida.

A hidroélise enzimatica da quitina e do quitosano pode ser realizada por ac¢ao
da quitinase, da quitosanase ou da lisozima. Entre estas, a quitosanase ¢ a enzima
preferida para esta despolimerizagao, embora o seu custo e especificidade limitem o
seu uso (Patil et al, 2000). Foi também descrito o uso de enzimas ndo especificas entre

as quais a papaina (Kumar et al/, 2004; Kumar e Tharanathan, 2004), a pepsina e a
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pronase (Kumar e Tharanathan, 2004) e a lipase (Muzzarelli, 1997). Entre as
proteases descritas a que demonstra maior afinidade pelo quitosano ¢ a pepsina.

As hidrolises acidas descritas na literatura para obteng¢dao de quitosanos de
baixa massa molecular, ou mesmo quito-oligdmeros, utilizaram o 4cido cloridrico
concentrado (com aquecimento), o 4cido nitroso ou o acido fosforico. A hidrélise com
acido cloridrico resulta na despolimerizagdo completa e/ou numa elevada
polidispersidade. A hidrélise com o acido fosforico a temperatura ambiente necessita
geralmente de um elevado periodo de reacc¢do, entre 1 a 6 semanas (No ef al, 2003).

A hidroélise com acido nitroso (HNO,) oferece varias vantagens. A reac¢ao €
selectiva, rapida e facilmente controlada. Para além disso, a transforma¢ao de aminas
de hidratos de carbono com HNO, tem sido usada para estudar a estrutura de agucares
e, como tal, a estequiometria e os produtos de reac¢do sdo bem conhecidos (Allan e
Peyron, 1995a). A estequiometria da reaccdo entre o quitosano e o HNO, estd
representada na figura 2-3. As espécies de HNO; atacam os grupos amina, mas nio os
grupos N-acetilo, quebrando subsequentemente as ligacdes B- glicosidicas. Uma mole
de HNO; ¢ consumida por mole de grupo amina que reage e forma-se uma unidade de
2,5-anidro-D-manose no terminal redutor do polimero clivado (Tommeraas et al,
2001; Allan e Peyron, 1995b). Apesar de uma vasta gama de produtos desaminados
serem frequentemente observados em aminas de hidratos de carbono, nao se verificam
outras reac¢des no caso dos quitosanos. Em geral, a reaccao de desaminagdo ¢ muito
rapida, mesmo em solucdes moderadamente 4cidas a temperatura ambiente. Uma vez

que o quitosano ¢ soluvel em solugdes acidas diluidas, a reacgdo com o HNO,; ¢

homogénea.

R, CH,0H " HO NHe + HONO
N\ Ry
o © 0

s NH,  CH,OH
NH2 4+ N
CH;OH o o ¢ HO 2
I HO. o R
/ St
Ry OH CH,OH + H0

Figura 2-3 Reacg¢ao do acido nitroso com o quitosano.

O procedimento utilizado neste trabalho para obten¢do de quitosanos com massas

moleculares mais baixas baseou-se no método proposto por Kasaai et al (2001),
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utilizando a hidrdlise com &cido nitroso. Preparou-se uma solugdo 0.5 % (m/V) de
quitosano com grau de acetilacdo de aproximadamente 0 %, em acido acético 0.1
mol/L. A dispersao foi deixada sob agitacdo moderada durante a noite e
posteriormente filtrada por filtro de placa porosa (G2). Adicionou-se solugdo de
nitrito de so6dio a solugdo de quitosano de modo a perfazer a concentragdo de acido
nitroso desejada e deixou-se a agitar durante 4 horas, sob atmosfera de azoto. Apos
este tratamento, o quitosano despolimerizado foi recuperado por precipitagdo com
NaOH 0.1 mol/L até pH 8 e centrifugacdo (centrifuga Sigma 3K30) a 10 °C, durante
10 minutos, a 10 000 rpm. O precipitado obtido, colocado em copo mergulhado em
banho de gelo, foi lavado com uma mistura de 150 mL 4gua/350 mL etanol, até¢ pH
neutro, seguidamente com uma mistura de 80 mL &4gua/420 mL etanol, etanol
absoluto e, finalmente, com acetona. A amostra obtida foi seca em estufa a 35 °C, com
circulagdo de ar, durante aproximadamente 16 horas.

As designagdes atribuidas as amostras obtidas a partir do tratamento descrito estdo

apresentadas na tabela 2-2:

Tabela 2-2 Designacdes das amostras obtidas por despolimerizagdo oxidativa com acido

nitroso e concentragdes utilizadas de agente oxidante.

Amostra Concentracéo de Designacao final
NaNO; (mol/L)
Quitosano de pota GA = 0% 0 QPpur
Quitosano de pota GA = 0% 1x10* QPFO1
Quitosano de pota GA = 0% 5x 107 QPFO2
Quitosano de pota GA = 0% 1x 107 QPFO3
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2.3  Caracterizagdo das amostras

231 Caracterizacdo quimica: Humidade, proteinas, cinzas

Os teores de humidade e cinzas das amostras de quitina comercial e de potas
foram determinados de acordo com o "Food Chemicals Codex" (1981). Todas as
determinagdes foram feitas em triplicado.

Para a determinagdo da humidade as amostras foram colocadas numa estufa a 105°C
durante a noite e, posteriormente, até se verificar uma variagdo de massa igual ou

inferior a 0.005 g entre pesagens consecutivas.

Para a determinagdo das cinzas incineraram-se as amostras previamente secas com o

auxilio de um bico de Bunsen e depois colocaram-se numa mufla a 650 °C durante 6

h.

A determinagdo de proteinas foi realizada através do método proposto pela AOAC
(Association of Official American Chemists). O azoto proteico foi determinado
subtraindo o valor tedrico de azoto para cada quitina, considerando o respectivo grau
de acetilacdo, ao valor de azoto total determinado pelo método de Kjeldahl. O teor
proteico determinou-se com base no azoto proteico multiplicado pelo factor 6,25 (No

et al, 1989).

2.3.2 Analise por infravermelho - Determinacdo do grau de

acetilacdo

Como anteriormente referido (§ 1.3.1), a espectroscopia de infravermelho oferece
inimeras vantagens para a determinacdo do GA uma vez que ¢ relativamente rapida e
simples, ndo requer o tratamento das amostras (pode trabalhar-se com amostras

soluveis e insoluveis) e ¢ uma técnica nao destrutiva.
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Neste trabalho, utilizou-se a espectroscopia de infravermelho (FTIR, “Fourier
Transform InfraRed”, espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier)
para a determinacao do grau de acetilagdo das amostras de quitina e de quitosano em

estudo.

Antes da aquisicdo dos espectros de FTIR as amostras foram secas a 35°C e colocadas
num exsicador com pentoxido de foésforo, por um periodo de 48 horas. Os espectros
de FTIR das diferentes amostras de quitosano e quitina foram adquiridos na gama de
numeros de onda entre 4000 ¢ 500 cm™ com uma resolugdo de 8 cm™ (na gama do
infra vermelho médio) num espectrometro Bruker IFS com acessorio Golden Gate
(sistema de ATR (“Attenuated total reflection”, reflexdo total atenuada) de reflexdo

unica), com acumulacao de 256 scans.

As linhas de base e as bandas de prova e de referéncia (ver § 1.3.1) utilizadas neste
trabalho para a determinacdo do grau de acetilacdo de quitosanos foram as propostas

por Baxter et al (1992). O grau de acetilacdo foi obtido pela seguinte relacdo:

GA (%) = @x 115 Equacdo 2-1

3450

Considerando-se como banda de prova (BP) a banda de absor¢do a 1655 cm™ e como
banda de referéncia a banda de absorcdo a 3450 cm™. A relagio proposta por Baxter
permite apenas o calculo de graus de acetilagdo na gama dos 0 aos 55 %, pelo que, no
caso das quitinas, a determinacdo do GA foi realizada através de uma outra relagdo

(equagdo 2-2) proposta por Brugnerotto et al (2001).

jmo —-0.03146
GA (%) = 3458 00226 Equacéo 2-2

As linhas de base (LB) utilizadas neste caso foram as LB1 e LB3, representadas na
figura 2-4. A determinagdo das absorvancias da BP e da BR foi realizada através do

software Winfirst.
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Figura 2-4 Representagdo das linhas de base (LB)

2.3.3 Determinacédo da massa molecular

A massa molecular foi determinada por viscosimetria. A viscosimetria, embora seja
um método ndo absoluto, ¢ um dos processos mais utilizados para a determinacdo da
massa molecular de polimeros. Para a determinagdo da viscosidade intrinseca de cada
amostra realizaram-se medi¢des do tempo de escoamento do solvente e das solugdes
diluidas do polimero, com um viscosimetro capilar em vidro (tipo Cannon- Fenske),
em banho termostatizado a 25.0 £0.1 °C.

A viscosidade intrinseca ([n]) define-se como:
[7]= [u} Equagdo 2-3
c—>0

Sendo 7, a viscosidade do solvente e 7 a viscosidade da solugdo do polimero. A
solucdo mae de quitina foi preparada em dimetilacetamida e cloreto de litio (5%)
(Terbojevich et al, 1988), por agitacdo a temperatura ambiente durante 3 dias,
centrifugacdo a 22000 g durante 1 h e filtracdo por filtro de teflon de 0.8 um. A
solucao mae de quitosano foi preparada em acido acético 0.5 mol/L/cloreto de sodio
0.25 mol/L (Rege e Block, 1999), por agitagdo a temperatura ambiente durante uma

noite, centrifugacdo a 22000 g durante 1 h e filtragdo por filtro de 0.8 pm.
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Prepararam-se dilui¢des de cada amostra utilizando o solvente respectivo. Para cada
amostra em andlise, determinou-se a viscosidade relativa (77,) e a viscosidade
especifica (7)) em func¢do da concentracdo de polimero (C), e calculou-se a
viscosidade intrinseca por dupla extrapola¢do para concentra¢do nula, utilizando as

equacdes de Huggins (Eq. 2-4) e de Kraemer (Eq. 2-5),

=l kol Equagao 2-4

In(n,)/C = [n]+k,[n] C Equagdo 2-5

sendo [n] a viscosidade intrinseca (mL g"') ¢ k; e k as constantes de Huggins and
Kraemer, respectivamente.. A constante de Huggins k; estd relacionada com

interacgdes polimero-polimero.

A massa molecular das amostras em estudo determinou-se com base nos valores de
viscosidade intrinseca, utilizando relagdes de Mark-Houwink (Eq. 1-1) descritas na
literatura.

Para as amostras de quitina em DMAc-5%LiCl utilizou-se K=2.4 x 10~ ¢ a= 0.69,
com [ 7] em dL/g, de acordo com Terbojevich et al (1988).

Para as amostras de quitosano, o valor da massa molecular viscosimétrica, M,, foi
determinado usando a equagdo 1-1 (sec¢do 1.3.3) e os valores das constantes K e a

propostos por Rege e Block (1999), 2.14x107 e 0.657, respectivamente.

2.3.4 Determinacdo da solubilidade das amostras de quitosano

Prepararam-se dispersdes a 1 % (m/v) dos diferentes quitosanos em dois diferentes
solventes: Acido acético 0.1 mol/L e acido acético 0.5 mol/L/ NaCl 0.25 mol/L.
Deixou-se em agitacdo durante uma noite e registou-se a aparéncia das dispersdes.
Seguidamente, centrifugaram-se a 15500 rpm durante 1 hora (centrifuga Sigma
3K30). Separou-se o sobrenadante e filtrou-se por filtro G2. Determinou-se a % de
matéria soluvel a partir do residuo seco do sobrenadante, apds secagem em estufa a

110 °C até massa constante.
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2.3.5 Anadlise Reologica

Prepararam-se solu¢des de quitina de diferentes fontes em DMACc/LiCl 5% com
concentragdes que variaram entre 0.1-1.4% (m/V), por agitagdo a temperatura
ambiente durante 3 a 5 dias, dependendo da amostra e da concentragao da solugdo, e
posterior centrifugacdo a 22000 g durante 1 h (20°C). As solu¢des de quitosano, com
diferentes graus de acetilagdo e diferentes massas moleculares, foram preparadas em
acido acético 0.5 mol/L/ NaCl 0.25 mol/L a diferentes concentragdes 0.2-4% (m/V),
por agitagdo a temperatura ambiente durante uma noite e centrifugagdo a 22000 g
durante 1 h a 20 °C. Prepararam-se ainda solucdes a 1% (m/V) de quitosano com
diferentes graus de acetilacdo usando acido acético 0.1 mol/L como solvente. A
escolha dos dois solventes utilizados na dissolucao das amostras de quitosano baseou-
se no facto destes serem, respectivamente, os solventes utilizados na determinagao da
viscosidade intrinseca e massa molecular e na preparacao de filmes de quitosano.

O redmetro utilizado neste estudo, TA AR-1000 (TA Instruments, New Castle, DE), é
um redmetro rotacional de tensdo controlada. A parte central movel deste reometro ¢
constituida por um motor que permite o movimento rotacional de um eixo associado,
o qual ¢ suportado numa almofada de ar, de forma a minimizar a inércia do aparelho.
Por outro lado, o aparelho possui um sensor capaz de medir o deslocamento angular
sofrido pelo sistema de medigdo, convertendo-o em valores de deformagdo através do
software a ele acoplado. A monitorizacao de alteragdes dos valores de deformagdao em
fun¢do da varidvel tempo permite a obtengcdo do parametro denominado por taxa de
deformagdo. Foram utilizados dois sistemas de medi¢do de cone-placa, dependendo
da viscosidade das solugdes a analisar: Um cone de ago inoxidavel de 4 cm de
diametro e angulo de 4° e um cone em acrilico de 6 cm de didmetro e angulo 2°.
Realizaram-se ensaios de escoamento estacionario a 25 °C. A temperatura foi
controlada através de um sistema Peltier, incorporado na placa inferior do sistema de

medida.
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2.3.6  Outras Técnicas Utilizadas: Difraccdo de raios-X, ressonancia

magnética nuclear de estado sélido (*3C), analise elementar

Os difractogramas de pds de quitinas e quitosanos foram obtidos num difractometro
de raios- X de marca Philips X’ Pert MPD equipado com um monocromador curvo de
grafite, utilizando radiagdo CuKo. As amostras foram previamente acondicionadas

(48h) num exsicador com pentoxido de fosforo (a, = 0).

As amostras solidas de quitina foram igualmente analisadas por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de estado so6lido e de carbono-13, com o
principal objectivo da determinacdo do seu grau de acetilacdo recorrendo a uma
técnica considerada de referéncia. Utilizou-se um espectrometro de RMN Bruker
MSL 400P a 100.62 MHz, e as técnicas de polarizagdo cruzada e¢ com rotacao
segundo o angulo magico (CP-MAS). A metodologia seguida foi a descrita por Duarte
et al (2001). O GA foi determinado com base na relagdo entre os integrais do pico
correspondente ao grupo metilo a 22 ppm e dos picos correspondentes aos carbonos
da cadeia principal do polissacarideo: DA=Icus/[(Ic1H ot cstcatIcstcs)/6] (Ottoy et
al, 1996)

A analise elementar dos pos de quitinas e quitosanos foi realizada num Leco CHNS-
932. Para o efeito pesou-se 1 mg de amostra numa microbalanga Sartorius. A amostra
foi colocada numa cdapsula de prata e introduzida no forno (CHNS-932), onde a
amostra foi totalmente queimada. Este instrumento recorre a detec¢do por
infravermelho para a determinagdo da percentagem de massa de carbono e hidrogénio
enquanto que o azoto ¢ determinado usando um método baseado na condutividade

térmica.
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2.4 Preparacao e Caracterizagdo dos Filmes de Quitosano

24.1 Preparacéao dos filmes

Dissolveu-se o quitosano em acido acético 0.1 mol/L por agitacdo a temperatura
ambiente durante uma noite e filtracdo por filtro de placa porosa (G2). A esta solugao
adicionou-se glicerol, como plastificante, ¢ aqueceu-se em banho a 60 °C durante 40
minutos, sob agitagdo moderada. Apds arrefecer a solugdo foi desgaseificada durante
aproximadamente 1 hora, sob vicuo. A massa de glicerol utilizada e a concentragdao
inicial da solu¢do de quitosano foram ajustadas por forma a obter concentragdes finais
de 0.5 % (m/V) de quitosano e 0.5 % (m/V) de glicerol. A solu¢ao (200 mL) foi
colocada em placas de plexiglass 17 x 17 cm, previamente colocadas em suporte e
niveladas (figura 2-5). Os filmes foram obtidos por evaporacdo do solvente a 35 °C
durante 24 horas e foram removidos das placas por destacamento. Os filmes foram
depois lavados com hidroxido de sédio 0.1 mol/L e dgua destilada até pH neutro;

deixaram-se depois secar a temperatura ambiente.

= py Moldura

Suporte

=v4

O [C——1[0 {0

L]

Figura 2-5 Esquema do suporte de preparagdo dos filmes
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2.4.2 Ensaios de absorcéo (“swelling™)

A partir dos filmes preparados como descrito em § 2.4.1, cortaram-se amostras
circulares com 3 cm de didmetro. Estas amostras foram colocadas em estufa a 50 °C,
durante 5 horas, e depois em exsicador com pentoxido de fosforo (a,~0) durante 48
horas. Antes da realizagdo de cada ensaio mediu-se a espessura de cada filme, no
centro de cada quadrante, com um micrometro digital (Mitutoya Corp., Téquio,
Japao).

Os filmes foram entdo pesados (m;) e imersos em agua destilada (pH 5.65) ou em
solucao tampao de pH (4cido citrico/NaCl, pH = 3). Apos periodos de tempo pré-
definidos, retirou-se cada amostra, removeu-se o excesso de agua/solucdo tampao
com papel de filtro e determinou-se a respectiva massa (m,). Foram efectuadas, no
minimo, 3 réplicas. Para cada amostra, determinou-se a matéria seca antes e depois de
cada ensaio, por forma a revelar eventuais perdas de massa apds a imersao em agua. O
grau de inchamento (Sy), relacionado com a capacidade dos filmes de absorverem

agua, definiu-se como:
m,—m, x
S, =——— x 100 Equacéo 2-6

Sendo m; e mya massa inicial e final, respectivamente, de cada amostra de filme em

estudo.

2.4.3 Ensaios mecanicos

A partir dos filmes preparados como descrito em § 2.4.1, cortaram-se amostras
rectangulares com 9 x 1 cm e acondicionaram-se durante dois dias numa atmosfera
com 52 % de humidade relativa (HR) e uma temperatura de 23142 °C. A espessura e a
largura de cada amostra foram medidas com um micrometro digital (Mitutoya Corp.,
Toquio, Japdo), considerando-se o valor médio de trés medicdes aleatdrias ao longo
da tira de filme.

Os filmes foram acondicionados de novo durante mais dois dias nas mesmas
condigdes anteriores. Os ensaios mecanicos foram realizados num texturometro TA-

Hdi (Texture Analyser da Stable Micro Systems). Trata-se de um equipamento com
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interfaces de ligagao para aquisi¢do de dados em linha e controlo remoto, através do
programa Texture Expert Exceed vs 2.64. Os filmes foram fixos na vertical, entre
garras revestidas em borracha, deixando uma altura de filme exposto de 5 cm. Para
minimizar o deslizamento durante cada ensaio, a fixa¢do de cada extremidade do
filme a cada garra foi auxiliada com fita adesiva. Por cada tipo de filme analisado
foram realizadas um minimo de 5 réplicas.

Realizaram-se dois tipos de ensaios: Ensaios de tensdo até a ruptura do filme e
ensaios de relaxacdo de tensdo. Os ensaios de tensdo até a ruptura basearam-se no
método padrao ASTM D 882-83. Os filmes foram submetidos a uma deformacao
extensional a uma taxa de deslocamento de 0.5 mm/s até ocorrer ruptura da amostra.
Com base na deformagdo aplicada e na tensdo resultante (curvas tipo tensao vs.
deformacao), foram calculados os parametros mecanicos de interesse (§ 1.4.4.2):
Tensdes de cedéncia e ruptura, modulo de Young e percentagem de elongacao.

No caso dos testes de relaxagdo de tensdo, cada amostra de filme foi sujeita a
uma deformagdao de 1% e a tensdo necessaria para manter esta deformacdo foi
registada durante aproximadamente 30 minutos (curvas de relaxagdo - tensdo vs.
tempo). O valor da deformacdo (1%) foi escolhido de forma a garantir que o
comportamento do material se encontrava dentro da zona de comportamento

viscoelastico linear.

As curvas de relaxagio experimentais ajustou-se um modelo constituido por
dois elementos de Maxwell com tensdo limite (o), considerando o material como um
solido viscoeldstico, com o médulo de relaxag¢do a atingir um valor finito no tempo
(E.) (Eq. 2-7). O ajuste aos dados experimentais foi realizado por regressao ndo linear

(Statistica software v.6.0, StatSoft Inc.).

C)A) Y «
Et)=E, +Ee % + E,e /5 Equacdo 2-7

Onde E(t) ¢ o modulo de relaxagdo de tensdo , £, o valor limite para o modulo
de relaxacdo (+— ), E; e E, e 7; € 72 sdo o componente modulo elastico e os tempos

de relaxacdo, respectivamente, de cada elemento de Maxwell. Este modelo mecanico
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ajustou-se bem aos valores obtidos, tendo-se obtido coeficientes de correlagio (r°)
entre, 0.988 € 0.994.
Os ensaios de tensdo a ruptura e de relaxacdo de tensdo realizaram-se a 23°C (£2°C)/

50% (+2%) HR.

24.4 Determinacéo da Permeabilidade ao Vapor de Agua (WVP)

O método para determinacao da permeabilidade ao vapor de agua baseou-se no
método do dessecador (“desiccant method”) preconizado no procedimento ASTM 96-
95.

As amostras ensaiadas consistiram em aliquotas circulares, com 6 cm de didmetro,
obtidas a partir de filmes preparados como descrito em § 2.4.1. As aliquotas circulares
foram acondicionadas a 23 + 2°C em atmosfera com aproximadamente 52 % HR
(solucdo saturada de nitrato de magnésio), durante no minimo 2 dias. A espessura dos
filmes foi medida no centro de cada quadrante, com um micrometro digital (Mitutoya
Corp., Toquio, Japao); para os célculos a efectuar, considerou-se a média destes
valores. Testaram-se filmes preparados a partir de quitosanos com diferentes graus de
acetilagdo e diferentes massas moleculares.

As amostras dos filmes foram aplicadas na “boca” de caixas circulares, onde
previamente tinham sido colocados 16 a 17 g de cloreto de célcio anidro, como agente
dessecador (0% HR), previamente seco a 200 °C durante 2 horas, de forma a ficar
cerca de 0.6 cm de altura entre o filme e o CaCl,. Estas caixas foram construidas em
polimetilmetacrilato (Plexiglas), com fundo tapado, com altura externa de 2 cm,
diametro externo 8 cm, internamente com diametro de 5 cm e altura de 1.8 cm, e com
quatro parafusos embutidos na face superior das paredes para roscas de orelhas
(Figura 2-6). A fixag¢do do filme efectuou-se com silicone e um anel de fixagao,

através dos quatro parafusos referidos. A area exposta do filme foi assim de 19.6 cm?.

As caixas foram rigorosamente pesadas (m;) e seguidamente colocadas num
sistema fechado com circulagdo de ar (figura 2-7), conseguido através da
incorporagao de uma ventoinha (com uma velocidade de movimentagao de ar de
aproximadamente 152 m/min), ¢ uma atmosfera de aproximadamente 52 % de

humidade relativa, conseguida através de uma solu¢do saturada de nitrato de
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magnésio. A temperatura foi mantida a 23 + 2°C. No interior de cada sistema foi
colocado um higrometro/termometro digital (Termo Hygro, Cole Parmer), para
avaliar a humidade relativa e a temperatura durante o ensaio. Foram efectuadas 8
medi¢des de massa, de hora em hora, durante 8 horas. Para cada filme foram

efectuadas 3 réplicas.

Filme

Figura 2-6 Esquema das caixas para a determinac¢do de permeabilidade ao vapor de agua.

L Ventoinha

Solugdo saturada de
njtrato magnésio

Figura 2-7 Esquema do sistema usado para a determinagdo da permeabilidade ao vapor de

agua.
A taxa de transmissdo do vapor de agua (WVTR) foi determinada usando a equacao

2-8, (ASTM E 96-95). A analise linear do ganho de massa em fun¢dao do tempo foi

realizada para garantir que foram conseguidos fluxos de massa de vapor de dgua
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, . , o . ~ 2 .
através do filme no estado estacionario. Os coeficientes de correlagdao (r”) obtidos

variaram entre 0.999 e 0.990.

WVTR = — Declive Equacéo 2-8
Area do filme exposto

Declive = Ganho de massa vs Tempo Equacéo 2-9

A permeabilidade ao vapor de agua (WVP) foi determinada de acordo com a equacao

2-10:

WVP = WVIR

x espessura do filme Equacéo 2-10

Em que AP= S x (R, —R,), S representa a pressdo de saturacdo de vapor a

temperatura do ensaio (1.672 kPa), R; a humidade relativa da cadmara exterior (HR=
49%) e R, a humidade relativa do interior da caixa que contém o dessecador (HR=
0%).

Na figura 2-8 encontra-se uma das regressdes lineares (ganho de massa vs tempo)

obtida para uma das amostras testadas.

0,141
0,121

0,17
0,08
0,06

0,041

Ganho de massa (g)

0,027

0 2 4 6 8
Tempo (horas)

Figura 2-8 Exemplo da regressao linear utilizada para calcular a WVTR.
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2.4.5 Opacidade

O método para determinagdo da opacidade dos filmes baseou-se num método
proposto por Young e Paulson (2000). Cortaram-se pequenas amostras de filmes de
quitosano (aproximadamente 4 x 0.5 cm). As amostras foram acondicionadas numa
atmosfera de HR=52% (obtida através de uma solugcdo saturada de nitrato de
magnésio) durante no minimo 48 horas. Foi tragado um espectro de absorcdo de
radiacdo electromagnética de comprimentos de onda entre 400 e 800 nm, num
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 35 UV-vis. Determinou-se a area da banda

expressa como unidades de absorvancia (A) x comprimento de onda, 4 x nm, com o

auxilio do software UVwinlab.

A area determinada designou-se por opacidade.
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Resultados e Discussdo

CAPITULO 3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo da Quitina

Conforme descrito na sec¢ao 2.1 obteve-se quitina a partir do endo-esqueleto
de potas, uma fonte ainda pouco explorada mas, sem divida, um importante recurso
de biomassa a considerar. Nesta fase do trabalho, procedeu-se a uma breve
caracterizagdo da quitina obtida a partir de estiletes de pota (B-quitina) e estabeleceu-
se a comparacao com uma quitina obtida a partir de cascas de caranguejo (a-quitina
comercial da Sigma). Efectuaram-se determina¢des de humidade, cinzas e azoto de
acordo com métodos oficiais (AOAC). O azoto protéico foi determinado subtraindo o
valor tedrico de azoto para cada quitina, considerando o respectivo grau de acetilagdo,
ao valor de azoto total determinado pelo método de Kjeldahl. O teor protéico
determinou-se com base no azoto protéico multiplicado pelo factor 6,25 (No et al,

1989). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 3-1.

Tabela 3-1 Exemplo de resultados obtidos nas determinagdes de cinzas, humidade das amostras obtidas.

Amostra Humidade (%) Cinzas (%) Azoto total (%) Proteinas (%)

B - Quitina 8.7x0.1 0.084 = 0.003 7.32 £0.07 1.62

o - Quitina 102+0.2 0.92£0.02 7.46 £0.05 231

A cristalinidade de cada amostra foi estudada por difraccdo de raio-X. O grau de
acetilacdo foi determinado por espectroscopia de infravermelho (FT-IR) e de "°C
RMN de estado solido. A massa molecular foi determinada com base no valor de
viscosidade intrinseca obtida por viscosimetria capilar. Comparou-se ainda o
comportamento reoldgico das duas quitinas em solvente polar aprotico (N,N-

dimetilacetamida/cloreto de litio).
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3.1.1 Cristalinidade

Dependendo da fonte de onde ¢ extraida a quitina apresenta diferentes estruturas a
nivel de cristalinidade. Como ja foi referido a quitina apresenta trés formas
polimorficas, a, B e y-quitina. Estas formas diferem entre si na disposi¢ao das cadeias
dentro das regides cristalinas.

A figura 3-1 apresenta os difractogramas obtidos para as duas formas de
quitina estudadas, a B- quitina extraida a partir dos estiletes de pota e a a- quitina

uma quitina comercial obtida a partir das cascas de caranguejo.

Os espectros de difraccao de raio-X mostram as diferengas na cristalinidade destas
duas quitinas. A a- quitina apresenta picos cristalinos a 26 = 9.8 e 19.4°, enquanto que
a B- quitina deu origem a bandas mais largas ocorrendo picos a 26 = 8.8 ¢ 20.3 °,
sendo a partir deste Gltimo pico completamente amorfa, indicando uma cristalinidade
mais baixa ou um menor empacotamento da cadeia principal quando comparada a o-
quitina. Estes resultados estdo de acordo com os estudos efectuados por outros

investigadores (Kim et al, 1996).

—— B - quitina(pota)

— (- quitina (comercial)

0 10 20 30 40 50 60
20

Figura 3-1 Difractogramas de raio-X de - e a-quitina.

Os indices de cristalinidade, ou grau de ordenamento, de polimeros podem ser

determinados a partir de andlises de difrac¢do de raio-X. O indice de cristalinidade
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das amostras de quitina em estudo determinou-se através da expressdo (Li et al,

1997):

I. -1
% Iy =% x100 Equacdo 3-1
C

Onde % Icr € o indice de cristalinidade, e I¢ e 15 sdo as intensidades difractadas
relativas as regides cristalinas (20 = 20°) e amorfas (20 = 10°), respectivamente. Pode
concluir-se pelos resultados obtidos (tabela 3-2) que, de facto, a cristalinidade da a-
quitina ¢ superior a da B-quitina.

Segundo a literatura, a dimensao média dos cristalitos na direc¢ao perpendicular
ao plano [110] ¢ inversamente proporcional a largura do sinal correspondente as

regioes cristalinas (20 = 20°) no ponto em que a sua intensidade ¢ a metade da

intensidade maxima. A dimensio média dos cristalitos (Dap ; A) é dada por (Campana

e Signini, 2001):

p - KA .
AP ﬂo c0s 0 Equacéo 3-2
sendo K uma constante igual a 0.9, A é o comprimento de onda (1.54056 A) da
radiacdo utilizada, Py (em radianos) ¢ a largura do sinal devido as regides cristalinas
no ponto de média intensidade e O (radianos) ¢ a metade do angulo de Bragg
correspondente ao sinal mais intenso. Os resultados obtidos sdo apresentados na
tabela 3-2. Pode verificar-se que a a- quitina possui cristalitos de maiores dimensdes,
sendo concordante com o indice de cristalinidade, uma vez que quanto maior a

cristalinidade maior o didmetro dos cristalitos.

Tabela 3-2 Indice de cristalinidade e dimensdo média dos cristalitos

Quitina % Icr Dap (A)
B- quitina 63.7 153.5
o- quitina 81.3 292.5
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3.1.2  Analise por Infravermelho e RMN de estado sélido (**C)

As o e B-quitinas podem distinguir-se através de espectros de FT-IR devido as
diferentes pontes de hidrogénio que estabelecem. A figura 3-2 mostra os espectros de
FT-IR da B-quitina (quitina de potas) e da a- quitina (quitina de caranguejo — amostra
comercial Sigma). Na a-quitina observam-se duas bandas de absor¢do a 1654 ¢ 1619
cm’ e na B- quitina ocorre apenas uma banda a 1631 cm™. Na a-quitina, uma parte
dos grupos carbonilo estdo ligados através de pontes de hidrogénio aos grupos amina
no interior da mesma cadeia (C=0---H —-N) que ¢ responsavel pelo modo
vibracional a 1654 cm™. Os restantes produzem o mesmo tipo de pontes e ainda outro
tipo com o grupo —CH,OH da cadeia lateral. Esta ligacdo entre as cadeias ¢ a
responsavel pela elevada estabilidade quimica da o- quitina. Na B- quitina os grupos
amida participam apenas no primeiro tipo de ligacdes de hidrogénio ¢ a amida I
aparece a 1631 cm™, com um desvio de 23 cm™ relativamente a banda da o- quitina
devido a ligagdo C =0---H — N ser ligeiramente maior. Na regido correspondente
aos grupos -OH e -NH (entre 3600-3000 cm™), a a-quitina exibe uma estrutura mais
detalhada que a B-quitina. Este facto ¢ atribuido aos diferentes empacotamentos das
macromoleculas. O pico que aparece a 3433 cm™ ¢é atribuido as pontes de hidrogénio

intramoleculares envolvendo OH (6)---O = C; este tipo de ligagdo ndo ocorre na [3-

quitina. Na o-quitina as bandas a 3255 e 3110 cm™ sdo atribuidas aos modos
vibracionais do grupo NH da amida (ponte de hidrogénio entre os grupos

C=0-H-N).
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Figura 3-2 Espectro de FT-IR de amostras de quitina

Na figura 3-3 encontram-se os espectros de RMN-">C da B-,o-quitina. Pode-se
verificar que as duas formas de quitinas se distinguem através do pico que se encontra
entre os 70 e os 80 ppm. Na a-quitina ¢ visivel o desdobramento correspondente aos
carbonos C3 e C5. Este facto ¢ atribuido as diferentes configuragdes de C3 e C5 como

resultado das diferentes pontes de hidrogénio formadas.
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(A) Beta-quitina CSM C3
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
(B) Alfa -quitina desvio quimico (ppm)

Figura 3-3 Espectros de *C RMN de estado sélido para amostras de quitina: (A) B-quitina
obtida a partir dos estiletes de pota (GA=89%); (B) a-quitina comercial obtida a partir de
cascas de caranguejo (GA=87%)

3.1.3 Grau de Acetilacéo

Com base nos espectros de FT-IR e de RMN obtidos para cada amostra de quitina,
determinou-se o grau de acetilacdo de acordo com os critérios descritos em § 2.3.2 e

em § 2.3.6, respectivamente. A tabela 3-3 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 3-3. GA obtido por FT-IR ¢ RMN "“*C
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Amostra GA/FTIR GA/RMN
B - Quitina 802 89+1%
o - Quitina 81+4 87+1%

Massa Molecular

A massa molecular média viscosimétrica (M,) das quitinas foi determinada de acordo

com o descrito na secgao 2.3.3.

Obtiveram-se valores de viscosidades intrinsecas de 48.4 dL/g e de 37.6 dL/g para a

B- e o-quitina, respectivamente, em DMAc-5%LiCl, correspondendo a massas

moleculares médias de 1.7 x 10° Da e 1.2 x 10° Da, respectivamente.

3.15

Viscosidade

As solugdes de quitina de potas e quitina comercial foram preparadas segundo o

procedimento descrito na seccdo 2.3.5. A figura 3-4 apresenta os resultados obtidos

para as solu¢des de quitina de pota entre 0.1 e 0.4% (m/V) e para as solugdes de

quitina sigma entre 0.2 ¢ 1.4% (m/V).
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Figura 3-4 Viscosidade aparente vs taxa de deformagdo de solugdes de quitina de potas e

de quitina comercial (Sigma)

Verificou-se que o comportamento reoldgico da quitina comercial e da quitina obtida
a partir de potas apresenta diferencas significativas. A viscosidade das duas solugdes ¢
muito diferente, sendo necessaria uma concentragao 7 vezes superior da solugdo de
quitina comercial para se atingir a viscosidade da quitina de potas. As solugdes
preparadas a partir da amostra de quitina comercial exibiram comportamento
newtoniano a concentragdes de 0.2 e 0.4% e mesmo a concentragdes mais altas
(1.4%) o desvio deste comportamento ndo ¢ muito pronunciado. Em contraste, as
solugdes de quitina de potas mesmo a 0.1% (m/V) apresentam um comportamento

pseudopléstico, mesmo a taxas de deformagdo baixas.

3.2 Obtencéo de Quitosano

Como foi descrito na sec¢do 2.2.2, o quitosano foi obtido através da
desacetilacao alcalina da quitina obtida a partir dos estiletes de pota. Efectuaram-se

dois tipos de desacetilagdo: a desacetilagao continua e a desacetilagdo por partes.
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O objectivo da desacetilacdo foi o de se obter uma gama de amostras soluveis
com diferentes graus de acetilagdo e, ao mesmo tempo, através das condigdes ja
referidas, a obtencdo de um quitosano totalmente desacetilado, sem que a massa
molecular sofresse grandes alteragdes.

As amostras de quitosano permaneceram sempre de cor branca ao contrario do
que foi descrito por Kurita e al (1993). Este facto estard relacionado com a
incorporagdao de boro hidreto de soédio quer no tratamento continuo, quer no
tratamento descontinuo, evitando assim a degradacdo da amostra. Rhazi et al/ (2000)
concluiram que a atmosfera (auséncia/presenca de oxigénio) e a presenca de um
agente redutor como o boro hidreto de sdédio, possibilita melhorar as caracteristicas
fisico-quimicas do quitosano, particularmente da massa molecular, enquanto permite a
obtenc¢do de quitosanos com baixo grau de acetilacdo.

A extensdo da reac¢do de desacetilacdo foi determinada a partir da determinacao
do grau de acetilagcdo em fungdo do tempo de reacgao.

Pela figura 3-5 pode concluir-se que na desacetilagdo continua o aumento do
tempo de desacetilacdo ndo produz quitosanos significativamente mais desacetilados
apds um periodo de duas horas de desacetilacdo, facto também verificado por outros
investigadores (Thsai et al, 2003 e Chang et al, 1997). Pode concluir-se ainda, através
deste grafico, que a desacetilagdo quando realizada descontinuamente ¢ mais eficaz do
que o processo continuo, conseguindo mesmo obter-se um quitosano totalmente
desacetilado para um periodo de tempo global de 9 h (2+4+3 h). Diferentes
investigadores (Domard e Rinaudo, 1983; Kurita et al, 1993; McLean et al, 1997)
testaram também diferentes tempos de desacetilagdo e concluiram que s3o necessarios
varios tratamentos consecutivos com hidréxido de sodio para produzir quitosanos

mais desacetilados.
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Figura 3-5 Representacdo do GA em funcdo dos tempos de desacetilagdo e graus de
acetilagdo obtidos para a B-quitina (condi¢des de reac¢do: relagdo de 1:20 (m/V), NaOH
40 %, 70 °C).

Analise da desacetilacdo descontinua

Primeiramente, optou-se por desacetilar a quitina durante 2 horas,
considerando-se esta como a amostra de partida para as desacetilacdes seguintes. A
escolha deste periodo de tempo baseou-se na comparagdo dos graus de acetilagdo
obtidos durante trés periodos iniciais, o de 1h 30 minutos, o de 2 horas e o de 3 horas.
Verificou-se que a desacetilagdo durante o periodo de 2 horas era mais eficaz do que o
periodo de 1h 30 minutos, mas produzia quitosanos de graus de acetilagdo similares
aos do periodo de 3 horas, ndo existindo, por isso, nenhuma vantagem em desacetilar
inicialmente a quitina durante um periodo mais longo. Foram descritos (Chang et al,
1997) resultados similares para quitina obtida a partir de camario, no caso, a
desacetilacao durante 2 horas produzia cerca de 70 % de desacetilagdao em relacao a
amostra inicial, e num periodo de mais uma hora (total de 3 horas) verificou-se um

decréscimo de apenas 3 % em relagdo a amostra com 2 horas de desacetilagdo.
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Considerando a desacetilagao da -quitina representada na figura 3-5 verifica-se
que ap6s as duas horas de desacetilacdo, 30 minutos sdo suficientes para reduzir a
metade o grau de acetilagdo; verifica-se ainda que apds este periodo sdo necessarias
mais 4 horas, independentemente de serem 2 h + 2 h ou 4 horas seguidas, para se
voltar a verificar uma reducao significativa do grau de acetilagdo. Estes factos podem
ser confirmados através da velocidade da reacgdo (sec¢do 3.2.2), ou seja, quanto

maior o tempo de reac¢do, menor € a taxa de aumento da desacetilagdo.

Segundo Kurita et al (1993) a desacetilagido heterogénea da-se
preferencialmente nas zonas amorfas da quitina, e depois prossegue do exterior para o
interior da zona cristalina. Segundo esta teoria poderia-se justificar as variagdes na
velocidade da reacgdo de desacetilagdo. Por outro lado, deve ocorrer o equilibrio na
reaccdo de desacetilagdo, a medida que se formam residuos de D- glucosamina. A
partir do momento que se renova a solucdo de NaOH (40%) no meio reaccional a

velocidade de reaccdo sobe e a taxa de desacetilagdo aumenta.

Tendo-se concluido que a desacetilacio descontinua ¢ mais eficaz que a
continua, procedeu-se a desacetilacdo descontinua da a-quitina (amostra comercial da
Sigma), de forma a se efectuar um breve estudo comparativo da reactividade das duas
quitinas em meio alcalino. A figura 3-6 traduz o grafico de GA vs tempo de reac¢do
para a a-quitina e para a -quitina de forma a ser mais clara a comparacao entre as

duas quitinas. A reac¢do foi conduzida nas condig¢des descritas anteriormente (relagao

de 1:20 (m/V), NaOH 40 %, 70 °C).
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Figura 3-6 Representagdo dos tempos de desacetilagdo e graus de acetilagdo obtidos para a -

quitina e B-quitina (através da desacetilacdo descontinua).

A figura 3-6 permite concluir que, nas condi¢des estudadas, a desacetilacdo da
o-quitina ocorre em muito menor extensdo do que o verificado para a B-quitina.
Verifica-se que ap6s 6 h de reaccdo o GA ¢ de 72 % para a a-quitina e de 5% para a
B-quitina. A a-quitina tem uma velocidade de desacetilagio muito inferior uma vez
que, como ja foi referido, possui uma estrutura altamente organizada, tendo os grupos
OH" dificuldade em penetrar nas cadeias do polimero e proceder a remog¢do dos

grupos acetilo.

3.1.6 Ordem e Velocidade de desacetilacao

Tragando o grafico do logaritmo do grau de desacetilacdo (GD; %) em fungao
do tempo, no caso da P-quitina, obtém-se uma relagdo linear (figura 3-7) apds o
periodo de 2 horas de desacetilagdo indicando que a reacc¢do ¢ de primeira ordem. A
velocidade de reac¢do da a-quitina ¢ também de primeira ordem como se pode

verificar pela figura 3-8.
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Figura 3-7 Determinac@o da ordem de reacgdo para a desacetilagdo continua e descontinua

da B-quitina.
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Figura 3-8 Determinagdo da ordem de reaccdo para a desacetilagio descontinua da o-

quitina.

A velocidade de desacetilagdao pode-se definir como a variagdo da desacetilagao

em relagdo a amostra inicial por periodo de tempo (t), segundo a formula:

_(GD, -GDy)

R
GD /

equacao 3-3
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Em que GD; representa o grau de desacetilagdo ao tempo t € GD, representa o
grau de desacetilagdo da amostra inicial. As velocidades de reaccdo obtidas para a

desacetilacdao continua estao representadas na tabela 3-4.

Tabela 3-4 Velocidade de reaccdo (Rgp) na desacetilagdo continua

Tempo de reac¢éo Velocidade de reac¢éo (Rap)
Rapo,1.5 24.8
Rapo 20.9
Rapos 14.2
Raposs 7.6
Rapoy 5.7

Os resultados obtidos para a desacetilagdo continua mostram que no inicio a
taxa de desacetilacdo aumenta rapidamente, Rgp 015 = 24.8 % / h, decrescendo a

medida que se aumenta o tempo de reac¢ao.

Quanto a desacetilacdo descontinua, no inicio a desacetilagdo da-se muito
rapidamente, tal como se verifica para a desacetilagdo continua. A velocidade de
reaccao apos duas horas de reaccdo ¢ de Rgpoo= 20.9 %/ h, no entanto, a velocidade
durante as duas horas (Rgpo; total de 4 horas) seguintes decresce para 8.4%/ h e a
medida que o nimero de horas de reaccdo aumenta a velocidade da reac¢do continua a

decrescer.

Propriedades de Filmes de Quitosano- Influéncia do Grau de Acetilagdo e da Massa Molecular do Biopolimero 74



Resultados e Discussdo

Tabela 3-5 Velocidade da reac¢do descontinua (Rgp)

Rep Velocidade da reacgéo
Rapoy 20.9
Rapao 8.3
Rapas 6.2
Rapan 3.0
Rape2 2.5
Rapes 1.6

As amostras utilizadas na produg¢do de filmes foram obtidas através da
desacetilacdo descontinua ¢ encontram-se descritas na tabela 3-6. As amostras foram
caracterizadas através de raio-X e FT-IR. Realizou-se ainda o estudo do
comportamento reologico e da solubilidade (sec¢do 3.3). A gama de GA encontra-se

entre 0 € 27%.

Tabela 3-6 Tempo de desacetilagdo vs. GA obtido.

Tempo de desacetilagao Grau de acetilacéo (%)
2 horas 27
1 h 30 + 1 h 30 minutos 20
2 h + 30 minutos 13
2 + 4 horas 6

2 +4 + 3 horas 0
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3.1.7 Tratamento alcalino vs massa molecular

Verificou-se que a viscosidade aparente das solugdes dos quitosanos obtidos
diminui das amostras mais acetiladas para as menos acetiladas. No entanto, esta
diminuicdo poderia ser atribuida ndo s6 ao grau de acetilagdo como a massa
molecular. Contudo, ndo foi possivel determinar a massa molecular dos quitosanos
mais acetilados uma vez que, a solubilidade é muito reduzida nos solventes descritos
na literatura para a determinacdo da massa molecular. Nas amostras menos acetiladas
verificou-se que a massa molecular ndo variava grandemente com o aumento do
tempo de desacetilagcdo, obtendo-se uma gama de massas moleculares de 1471-1512
KDa (tabela 3-7). Os resultados obtidos para as massas moleculares ¢ para a
viscosidade intrinseca dos diferentes quitosanos, nao sao significativamente diferentes
a p<0.05. Contudo, ndo se pode afirmar, sem o calculo das restantes massas
moleculares, se existiu ou ndo uma reducado significativa da massa molecular. Porém,
as massas moleculares determinadas sdo relativas a tratamentos alcalinos mais
intensos, nao sendo por isso de esperar que no tratamento mais curto exista uma
reducdo significativa de massa molecular. Efeitos similares foram descritos por Kittur

et al (2002) e por Zhang e Neau (2001) para quitosanos comerciais.

Tabela 3-7 Viscosidade intrinseca e massa molecular de quitosanos com diferentes GA

Quitosano [n] (dL/g) Mv (kDa)
QPGAO 25.44 1512
QPGA6 25.84 1529
QPGA13 24.09 1471
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3.2  Caracterizacao de Quitosanos

3.2.1 Cristalinidade

Quitosano de Pota

O uso da difragdo de raios-X permite distinguir claramente a quitina de partida
dos seus derivados desacetilados. De facto, o difratograma de B- quitina (figura 3-1)
apresenta sinais mais resolvidos e em maior nimero do que observado nos
difratogramas de quitosanos (figura 3-9) o que ¢ atribuido a existéncia de dominios
cristalinos, maiores € em maior nimero no caso da quitina. A desacetilagdo provocou
uma perda na estrutura cristalina da B-quitina. A desacetilagao de duas horas provocou
uma diminui¢do acentuada da cristalinidade da quitina tendo desaparecido o pico a 20
= 8.8 ° e 0 pico que aparecia a 20.3 ° tornou-se numa banda larga e de intensidade
mais baixa. Ao aumentar o nimero de horas de desacetilacdo a perda de cristalinidade
tornou-se cada vez mais acentuada (diminuicdo da intensidade). No entanto, apesar da
perda de cristalinidade ser acentuada, mesmo para o grau de acetilagdo 0 % ndo se
verificou a obtencdo de uma estrutura totalmente amorfa, ao contrario do que foi
descrito por Kurita et al (1993), para GA= 3 %. O célculo do indice de cristalinidade
ndo foi determinado para as amostras sujeitas a desacetilacdo uma vez que a reducao
de cristalinidade ¢ elevada apresentando ja sinais pouco intensos, tipicos de amostras

com um indice amorfo muito acentuado.

QPGAO
QPGA27
— QPGAI3

0 10 20 30 40 50 60 70
2 teta (%)

Figura 3-9 Espectros de Raios-X de quitosanos de pota com diferentes graus de acetilagao.
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Quitosanos Comerciais

Geralmente, as amostras comerciais de quitosanos sao heterogéneas e os graus de
acetilacdo encontram-se na gama dos 10-40 %. A heterogeneidade destes quitosanos
resulta do processamento ndo controlado da quitina que se traduz ndo s6 na
desacetilagdo como na elevada despolimerizacao (Cardenas et al, 2004). Esta
elevada despolimerizacdo provoca a perda de cristalinidade, como podemos
observar quando comparamos as amostras comerciais de a-quitina e quitosano
comercial (obtido a partir de o-quitina) (figura 3-10). Verifica-se que a
desacetilacdo provoca grandes alteracdes até na estrutura altamente organizada da
o- quitina. Neste caso, ndo foi mais uma vez determinado o indice de cristalinidade,

uma vez que o quitosano ¢ essencialmente amorfo.

— o~ quitina (Sigma)

—— Quitosano Sigma

0 10 20 30 40 50 60 70

2-Teta (°)
Figura 3-10 Difractograma de raio- X das amostras de comerciais de quitina e quitosano.

Como se pode verificar pela figura 3-11 a desacetilagdo da a-quitina nas condigdes ja
descritas (sec¢ao 2.1.1) provoca uma diminui¢do da cristalinidade. No entanto, a
diminuicdo da cristalinidade ndo ¢ muito acentuada, uma vez que apds 6 horas de
desacetilacdo a perda de cristalinidade ¢ de apenas 6% (tabela 3-8). A dimensdo dos
cristalitos também ndo ¢ muito afectada apds 6 horas de tratamento alcalino sendo a

diferenca de apenas 80A em relagio a quitina.
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Figura 3-11 Difractograma de raio- X das amostras de a-quitina (QSg) e das quitinas sujeitas

ao tratamento de desacetilagdo (durante 2 e 6 horas), respectivamente QSg_2h e QSg_6h.

Tabela 3-8 indice de cristalinidade (Icg) e dimensdo média dos cristalitos (D)

Amostras % Icr D (A)
QSg_2h 77,2 247,6
QSg_6h 76,3 211,2

3.2.2 Andlise dos espectros de IV

As principais bandas observadas nos espectros IV das amostras de quitosano sdo: A
banda de estiramento axial do grupo OH entre 3440 a 3480 cm™, a qual aparece
sobreposta a banda de estiramento do grupo N-H; a deformagao axial de C = O de
amida I (entre 1661 a 1671 cm™); a deformagéo angular de N-H (entre 1583 a 1594
cm™); deformagdo angular simétrica de CH; (entre 1380 a 1383 cm™); a deformagdo
axial de -CN de amida (por volta de 1425 cm™) ¢ a deformagdo axial de -CN de
grupos amina (entre 1308 a 1380 cm™), além de bandas de estruturas polissacaridicas
na regido de 890 — 1156 cm™.

Na figura 3-12 apresentam-se os espectros de FT-IR dos quitosanos obtidos através da
desacetilagdo da B-quitina durante 2 horas, 2 + 4 horas e 2 + 4 + 3 horas e da B-quitina

original. Todas as bandas caracteristicas sdo muito semelhantes as descritas por
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Brugnerotto et al (2001) e estdo presentes em todas as amostras investigadas,
mostrando que todas apresentam basicamente os mesmos grupos funcionais. Embora
os espectros de infravermelho de quitina e do quitosano apresentem semelhancas,
podem observar-se diferengas, que sdo atribuidas aos diferentes contetdos de grupos
acetamida, principalmente nas regides correspondentes aos seguintes intervalos de
niimero de onda: 3700 cm™ - 3000 cm™ , 1800 cm™ - 1500 cm™, e 1500 cm™ - 1000
cm’. As diferencas observadas ndo devem ser atribuidas somente a diferente estrutura
primaria da quitina e do quitosano, correspondente ao teor em grupos acetamida, mas
também a ocorréncia de um empacotamento mais ordenado na quitina. O pequeno
ombro que se observa entre 3260 cm™ e 3100 cm™ no espectro de quitina, e que ndo é
observado nos espectros de quitosanos, pode ser atribuido aos grupos N—H da
acetamida em ligagdes de hidrogénio intermoleculares. No intervalo 1800 cm™ - 1500
cm™, no qual sdo observadas as bandas denominadas de amida I ¢ de amida II, os
espectros de quitina e de quitosanos sao muito diferentes. A banda de amida I é menos
intensa nos espectros de quitosanos. Além disso, a banda de amida II, centrada em
1560 cm™, ¢ também menos intensa nos espectros de quitosanos, como consequéncia

do acentuado processo de hidrélise dos grupos acetamida da quitina.
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Figura 3-12 Espectros de FT-IR de quitosanos com diferentes graus de acetilagio.

3.2.3 Despolimerizacdo

Como referido na seccao 2.2.3, através da adicdo do agente oxidante, acido nitroso,
obtiveram-se quitosanos com diferentes massas moleculares. A figura 3-13 e a tabela
3-9 mostra a relagdo da concentragdo deste acido com a [n] obtida e a massa
molecular calculada. Os resultados mostram claramente que o aumento da
concentragcdo de acido nitroso, e para o mesmo tempo de tratamento (4 horas), produz
quitosanos com massas moleculares mais baixas. Com uma concentragdo de 1,0x 107

mol/L de NaNO, obtém-se uma massa molecular 108 vezes inferior a amostra inicial.
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Pode também verificar-se, através do desvio padrdo que o processo de fragmentacao

foi significativamente reprodutivel para os objectivos propostos.
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Concentragdo de NaNO, (mmol/L)

Figura 3-13 Massa molecular em fungéo da concentragdo de HONO.

A extensdo da despolimerizagdo verificada neste trabalho difere do que foi
apresentado por Allan e Peyron (1995a), provavelmente devido as diferentes

condigdes experimentais utilizadas, nomeadamente ao diferente pH e concentragdo de

quitosano.

Tabela 3-9 Viscosidade e massa molecular dos quitosanos despolimerizados

Quitosano [n] (dL/g) My (kDa)
QP 25 1512
QPFO1 12 495.7
QPFO2 2.7 54.06
QPFO3 1.1 14.04
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O efeito da diminui¢cdo das massas moleculares na viscosidade das solu¢des mostrou-
se evidente quando se dissolve as amostras fragmentadas.

A massa molecular ndo parece ter qualquer influéncia nos espectros de raios- X
conforme se pode confirmar pela figura 3-14, as amostras apresentam um pico bem

resolvido apenas a 26=20°.

QPFOI1
——  QPFO3

0 10 20 30 40 50 60 70
2 teta (°)

Figura 3-14 Espectros de raios- X de quitosanos com elevada massa molecular (QPFO1) e

baixa massa molecular (QPFO3).

3.2.4 Solubilidade das Amostras

Influéncia do Grau de Acetilacdo

O quitosano pode ser dissolvido em solu¢des aquosas de pH inferior a 6, mas a
solubilidade do quitosano depende do grau de acetilagdo, da estrutura molecular e do
estado fisico (tamanho da particula) (Shepherd et al, 1997).

Nesta experiéncia foi testada a solubilidade dos quitosanos em duas solugdes
acidas, acido acético (0.1mol/L) e acido acético (0.5mol/L)/ cloreto de sodio
(0.25mol/L). O estudo da dissolucdo nestes solventes baseou-se no facto de estes

serem os usados na preparacdo de filmes e para a determinacdo da viscosidade
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intrinseca, respectivamente. Registou-se ainda a aparéncia das solugdes. Os resultados
obtidos apresentam-se nas tabelas 3-10 e 3-11.

Definiu-se  viscosidade observada como a viscosidade da solucao por
observacao directa do tempo de escoamento da solu¢do num tubo de ensaio.

A viscosidade observada das solugdes diminui @ medida que diminui o grau de
acetilacdo (tabela 3-10) No entanto, esta maior viscosidade poderd também, ser

atribuida a elevada massa molecular do quitosano com maior grau de acetilagao.

Tabela 3-10 Descrigdo e solubilidade de solugdes de quitosanos com diferentes GA.

Dispersdes o Solubilidade em
(1% m/V) Descricao CH3COOH (0.1mol/L)
QPGA27 Dispersdo extremamente viscosa e baga 94 9,
QPGA20 Dispersao muito viscosa e baga 96 %
QPGAI3 Dispersdo viscosa e ligeiramente baga 99 9
QPGAG Dispersao viscosa e translucida 99 9
QPGAO Dispersdo viscosa e translucida 100 %

Pelas tabelas 3-10 e 3-11 pode concluir-se que todos os quitosanos se
dissolvem bem em acido acético 0.1 mol/L. No entanto, em AcOH 0.5mol/L/ NaCl
0.25mol/L a solubilidade diminui claramente com o aumento do grau de acetilagao,
sendo muito baixa (<40%) para quitosanos com grau de acetilacio 27 e 20 %.
Shepherd et al (1997) verificaram também que os quitosanos obtidos através de
estiletes de pota eram mais dificeis de dissolver quando comparados com amostras
comerciais e atribuiram a reduzida solubilidade a maior massa molecular destas
amostras.

Rinaudo et al (1999) investigaram a protonacdo do quitosano em solucdes de
acido acético com diferentes concentragdes deste 4acido e concluiram que a
viscosidade do quitosano (em AcOH) permanece praticamente constante, ndo apenas
devido a protonagdo ser completa mas também devido a baixa concentragdao idnica

relacionada com o pK do acido acético.
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Para explicar a falta de solubilidade das amostras em AcOH 0.5 mol/L/NaCl
0.25 mol/L ¢ necessario considerar dois factores: a variagdo do grau de acetilagdo e a
influéncia da forca i6nica. A incorporacao de NaCl no solvente tem como objectivo a

reducdo do efeito do polielectrolito, uma vez que as cargas positivas do grupo amina

passam a estar contra-balancadas com as cargas negativas do C/™ .

Dependendo do grau de acetilagdio devem considerar-se alteragdes na
expansao e rigidez das cadeias e/ou a tendéncia para formar agregados. O maior
contetdo em grupos acetilo pode aumentar a rigidez das cadeias, por razdes estéreas.
Por outro lado, o baixo grau de acetilagdo significa que temos um maior nimero de
grupos amina livres, os quais se encontram protonados em solucao acida, produzindo
o estiramento da cadeia e alguma rigidez devido a repulsao electrostatica (Pedroni et

al, 2003).

Tabela 3-11 Descrigdo e solubilidade de solugdes de quitosanos com diferentes GA em

CH;COOH 0.5mol/L/ NaCl 0.25mol/L

Dispersoes Solubilidade em
(1% m/V)) Descricao CH3;COOH
0.5mol/L/NaCl
0.25mol/L

Quitosano aparentemente fica s
QPGA27 hidratado, ndo se dissolve 27 %

Quitosano aparentemente fica s
QPGA20 hidratado, ndo se dissolve 39%

Dispersdo viscosa e translucida
QPGA13 88 %

Dispersao viscosa e translucida
QPGA6 100 %

Dispersao viscosa e translucida
QPGAO 100 %
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Influéncia da Massa Molecular

Os quitosanos com diferentes massas moleculares e GA=0 dissolvem-se a 100% quer
em CH;COOH 0.5mol/L/NaCl 0.25mol/L, quer em CH;COOH 0.1mol/L. As solugdes
formadas sdo translicidas. Verificou-se ainda que quanto menor a massa molecular,

menor a viscosidade observada (tabela 3-12).

Tabela 3-12 Descrigdo e solubilidade de solugdes de quitosanos com diferentes GA em

AcOH 0.5mol/L/ NaCl 0.25mol/L

Solubilidade
Solucoes CH;COOH CH;COOH
(1% m/V)) Descricao 0.5mol/L/NaCl 0.1mol/L
0.25mol/L
Solugdo viscosa e
QPFOI translucida. 100 % 100%
Solugdo pouco viscosa e
QPFO2 translucida 100 % 100%
Solugdo muito pouco viscosa
QPFO3 e translicida 100% 100%

3.3 Comportamento Reoldgico

3.3.1 Influéncia do Grau de Acetilacéo

A influéncia do grau de acetilagio no comportamento reoldgico foi estudada no
solvente AcOH 0.1mol/L para solugdes de biopolimero a 1% (m/V). O quitosano de
GA = 27% nao forma uma verdadeira solugdo e por isso o seu estudo ndo foi

efectuado.
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Figura 3-15 Viscosidade aparente vs taxa de deformagdo para solu¢des de quitosanos a 1%

em CH3;COOH (0.1mol/L; Aa) com diferentes GA.

Pela figura 3-15 pode verificar-se que solugdes a 1% (m/V) os quitosanos com
diferentes GA exibem um comportamento pseudoplastico. Verifica-se ainda que a
viscosidade aparente do quitosano com GA = 20% ¢ bastante superior quando
comparada com os quitosanos de graus de acetilagdo mais baixos. Ainda que a
diferenca de viscosidade aparente ndo seja muito acentuada para os quitosanos com
0<GA<13 verifica-se que a viscosidade aparente diminui a medida que diminui o

grau de acetilacdo.

Na figura 3-16 apresenta-se o estudo do efeito da concentracdo (0.08-1% (m/V)) de
quitosano com GA =0% nas propriedades reoldgicas de solucdo. O estudo foi
efectuado em dois solventes: em acido acético 0.5mol/L/ cloreto de sédio 0.25mol/L e

em acido acético 0.1mol/L (representado na figura por Aa).
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Figura 3-16 Viscosidade aparente vs taxa de deformagdo de quitosano GA=0% a diferentes
concentracdes ¢ com dois solventes distintos (acido acético 0.1M (Aa) e acido acético

0.5M/NaCl 0.25M).

A baixas concentragdes de biopolimero a solugdo exibe um comportamento
Newtoniano, mas o aumento da concentragdo do biopolimero leva ao aparecimento do
comportamento pseudoplastico (reofluidificante)- em que o aumento da taxa de
deformagdo conduz a diminuicdo da viscosidade. Pela figura 3-16 pode ainda
concluir-se que a diferenca de comportamento existente entre solugdes com a mesma
concentracdo, mas preparadas a partir de diferentes solventes, ¢ semelhante,
verificando-se apenas que a viscosidade aparente ¢ ligeiramente superior para
solugdes preparadas a partir de AcOH 0.1mol/L. O aumento da for¢a idnica por
incorporacao do NaCl leva a diminui¢cdo da repulsdo electroestatica entre os grupos
amina carregados, dando-se a contracdo da molécula e diminuindo,

consequentemente, a viscosidade.
No regime diluido as interligagdes entre as cadeias de polimero sdo limitadas e a
viscosidade da solugdo aumenta linearmente com o aumento da concentragdo de

polimero. A medida que a concentracdo de polimero aumenta, a sobreposicao das
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cadeias das macromoléculas torna-se importante e a viscosidade relativa da solugdo
aumenta significativamente com o aumento da concentracdo, até uma concentragao
critica. Esta regido designa-se por regime semi-diluido. Acima da concentragao
critica, as interliga¢des entre as cadeias do polimero aumentam grandemente, assim
como a viscosidade. A lei de poténcia representada pela equagdo 3-3 permite
evidenciar a transi¢do entre os dois regimes através do parametro b, ou seja, diferentes

valores de b traduzem diferentes regimes.

n=aC’ equagio 3-3

Segundo Lapasin e Pricl (1995) no regime diluido b varia entre 1 e 1.4. No entanto,
mais recentemente, Lai e Chiang (2002), descreveram valores de b na gama dos 0.78-
0.80 no regime diluido para goma de hsian-tsao. No regime concentrado a literatura
descreve valores de b na gama dos 1.9 a 5.6 (Lapasin e Pricl, 1995). Na figura 3-17
descreve-se a viscosidade das solugdes de quitosano de pota em CH3;COOH

0.5molL/NaCl 0.25mol/L, para quitosanos com diferentes graus de acetilagao.
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Figura 3-17 Viscosidade a taxa de deformagao nula (1) vs concentragdo para quitosanos de

pota com diferentes GA em CH3COOH 0.5 mol/L/NaCl 0.25mol/L
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Pelos resultados apresentados na figura podemos concluir que os quitosanos de graus
de acetilacdo entre 0 ¢ 13 %, em solu¢cdes em CH;COOH 0.5 mol/L/NaCl 0.25 mol/L

encontram-se no regime concentrado uma vez que, 3.4<6<4.6 (tabela 3-13).

3.3.2 Influéncia da Massa Molecular

A influéncia da massa molecular nas propriedades de escoamento de solucdes de
quitosanos com GA =0% em CH;COOH 0.5 mol/L/NaCl 0.25 mol/L, podem ser
observadas na figura 3-18. Pela figura, verifica-se que a diminuicdo da massa

molecular leva ao comportamento Newtoniano (solugdes a 1% m/V).
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Figura 3-18 Viscosidade aparente vs taxa de deformagdo para solu¢des de quitosanos com

diferentes massas moleculares a 1% (m/V) em CH;COOH 0.5 mol/L/NaCl 0.25 mol/L.

Para o quitosano de maior massa molecular (quitosano ndo fragmentado) verifica-se o
comportamento pseudoplastico. A figura 3-18 permite ainda verificar que quanto

maior a massa molecular maior a viscosidade aparente da solu¢do de quitosano.
Para estimar o parametro b que permite distinguir o regime concentrado do regime

diluido tragou-se o grafico viscosidade a taxa de deformacdo nula (mo) vs

concentragdo (figura 3-19).
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Figura 3-19 Viscosidade a taxa de deformagdo nula (19) vs concentragdo de quitosanos em

CH;COOH 0.5 mol/L/NacCl 0.25 mol/L com diferentes massas moleculares:

¢1512kDa B 496kDa A 54kDa 0O 14kDa .

Tabela 3-13: Parametros a e b para amostras com diferentes GA e diferentes M,.

Amostra a b

QPGA13 83 4.6
QPGAG6 56 4.4
QPGAO 25 3.4
QPFOI1 0.29 3.5
QPFO2 0.0032 0.81
QPFO3 0.0024 0.48

Tendo em conta o descrito na sec¢do 3.4.1 e a tabela 3-13 podemos concluir que as

amostras QPGAO e QPFO1 encontram-se no regime concentrado uma vez que b toma
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valores de 3.4 e 3.5, respectivamente, enquanto que as amostras QPFO2 e QPFO3 se
encontram no regime diluido com b a tomar os valores de 0.81 e 0.48,

respectivamente.

Podemos concluir que a medida que diminui a massa molecular o parametro b
também diminui, ou seja, afastamo-nos do regime concentrado, mesmo com solugdes

mais concentradas de biopolimero.

3.4  Comportamento dos filmes

Até a data ndo se tem dado muita atenc¢do ao estudo do efeito de propriedades
estruturais do quitosano, tais como a massa molecular e o grau de acetilagdo, em
peliculas formadas a partir deste biopolimero. Por outro lado, as condi¢des
experimentais variam grandemente de um trabalho para o outro, nomeadamente
quanto as fontes de quitina utilizadas para obter o quitosano, propriedades do
quitosano, tipo de solvente usado, e métodos de preparagdo de filme (adicdo de
plastificante, neutralizacdo, espessura, etc).

Neste trabalho, pretendeu-se avaliar o efeito da massa molecular e do grau de
acetilacdo sobre determinadas propriedades dos filmes (opacidade, absor¢do de agua,
propriedades mecanicas e viscoelasticas, permeabilidade ao vapor de agua).

Os filmes de quitosano foram preparados usando acido acético (0.1mol/L)
como solvente, este ¢ o acido mais usado para solubilizar o quitosano e promove a
dissolu¢dao do quitosano mais eficazmente do que os acidos malico, lactico e citrico
(cit in No et al, 2002). Optou-se pelo glicerol como plastificante. Larena e Caceres
(2004) descreveram que o uso deste plastificante, diminui a deterioracdo a superficie
do filme formado, enquanto exerce também um efeito protector contra o

envelhecimento do filme.
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A transparéncia (baixa opacidade) de filmes desempenha um papel importante

quando estes sao destinados a actuar como embalagens, principalmente de alimentos.

A espessura dos filmes ¢ também uma caracteristica importante uma vez que

influencia muitas das propriedades dos filmes e deve por isso ser tomada em

consideragao.

A opacidade e a espessura dos filmes aumentou com o aumento do grau de

acetilacdo, provavelmente devido ao aumento das interac¢des polimero-polimero e a

formacao de agregados. Os valores de opacidade dos filmes de quitosano de pota

(49.3-75.3 A x nm) e quitosanos da primex (49.7-50.5 A x nm) com diferentes graus

de acetilacdo foram significativamente diferentes a p<0.05%. Pode ainda verificar-se

pela tabela 3-14 que a medida que diminui a massa molecular do polimero a

opacidade também diminui (amostras QPGAO, QPFO1, QPFO2 e QPFO3).

Tabela 3-14 Fonte, descri¢do, opacidade e espessura dos filmes de quitosano efectuados

Filme Fonte Descricéo Opacidade Espessura
(A X nm) (mm)

QPGA27 Estiletes de pota Muito Bago 7526+ 0.02  0.035-0.044
QPGA20 Estiletes de pota Bago 65.13£0.01 0.032 - 0.042
QPGA13 Estiletes de pota Ligeiramente bago 52.80+0.01 0.027 —-0.035
QPGA6 Estiletes de pota Transltcido 51.93+0.04 0.025-0.033
QPGAO Estiletes de pota Transltcido 4938 +£0.01  0.025-0.032
Sigma Caranguejo Translucido 48.11+£0.2 0.021-0.026
Qprim15 Cascas de camardo  Translicido/amarelado  50.52 £0.03  0.020 - 0.025
Qprim17 Cascas de camardo  Translucido/amarelado  50.23 £0.1  0.020 - 0.024
Qprim7 Cascas de camardo  Translicido/amarelado  49.73 £0.07 0.020 - 0.025
QPFOI1 Estiletes de pota Translucido 48.23+0.09 0.022-0.030
QPFO2 Estiletes de pota Transltcido 46.89 +0.01 0.019-0.028
QPFO3 Estiletes de pota Translucido 46.02+£0.04 0.018-0.027

O controlo da espessura dos filmes ¢ dificil, sobretudo quando o processo de

produ¢do dos mesmos ¢ o chamado “casting”, ou seja, a solugdo “filmogénica” ¢

Propriedades de Filmes de Quitosano- Influéncia do Grau de Acetilagdo e da Massa Molecular do Biopolimero Q3



Resultados e Discussdo

espalhada numa placa e apds a evaporagdo do solvente obtém-se o filme. Este
processo exige um controlo rigoroso da forma e nivelamento do suporte para evitar
diferencas de espessura causadas pela distribuicdo ndo homogénea (desnivelada) da
solucdo sobre o suporte. O facto das solugdes de quitosano obtidos através dos
estiletes de pota serem muito viscosas, mesmo a 0.5 % (m/V), dificultou ainda mais o
controlo da espessura dos filmes uma vez que a medicdo do volume de solugdo
colocado na placa foi dificil de controlar. Quanto as amostras fragmentadas as
diferencas na espessura devem-se a dificuldade em vedar bem o suporte por forma a
ndo se perder amostra pela moldura devido a baixa viscosidade das solugdes (ver

sec¢do 2.4; figura 2-5).

34.2 Absorcao de Agua Destilada

O estudo da forma como os filmes de biopolimeros interagem com a agua
reveste-se de grande importancia para a compreensdo da organizagdo macromolecular
destas membranas e para a sua aplicacdo em ambientes aquosos. Uma das estratégias
possiveis para a manipulagdo das propriedades de membranas biopoliméricas baseia-
se no adequado conhecimento da relagdo entre a estrutura do polimero e a

funcionalidade por ele exibida.
Influéncia do Grau de Acetilacdo

Neste ensaio testaram-se quitosanos provenientes de duas fontes distintas: os
estiletes das potas e cascas de camarao (Quitosano comercial da Primex).

Como se pode verificar pela figura 3-20, o grau de acetilacao do polissacarideo teve
uma influéncia significativa sobre a capacidade de absorcdo de agua pelas
membranas. O grau de inchamento, associado a densidade de ligagdes cruzadas
entre cadeias do biopolimero, aumenta com o grau de acetilagdo do quitosano. A
acetilagdo do grupo amina parece assim dificultar as interac¢des intermoleculares
que estabilizam a membrana, conferindo-lhe uma maior capacidade de absor¢ao de
agua. A capacidade de absor¢do de dgua por parte dos filmes parece ser limitada.
Este facto foi também confirmado por Peniche ef al (2003). O tempo de imersdo
maximo testado foi de 1 semana (dados ndo apresentados), mantendo-se na mesma

gama de valores.
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Figura 3-20 Grau de inchamento de filmes de quitosanos de pota com diferentes graus de

acetilagdo.

O aumento do grau de inchamento com o GA verifica—se também com as amostras

comerciais da Primex, figura 3-21.
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Figura 3-21 Grau de inchamento de filmes de quitosanos comerciais com diferentes graus

de acetilacdo.
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Neste estudo, os filmes apos os ensaios de absor¢ao foram secos a 105 °C e foi
determinada a percentagem de dissolu¢do nos diferentes meios tendo-se concluido
que a percentagem de dissolugdo ¢ minima, cerca de 7,8 % em dagua; resultados
similares foram também obtidos por Kam et al (1999) que descreveram valores entre
0s 6 e os 8% de dissolugdo. A solubilidade dos filmes é uma propriedade importante
na aplicacdo do filme. Potenciais aplicagcdes podem requerer a insolubilidade em agua

de forma a melhorar a integridade do produto e a resisténcia a agua.

Influéncia da massa molecular

A massa molecular do biopolimero teve uma influéncia significativa na
absorc¢do de agua pelos filmes, verificando-se o aumento desta propriedade a medida
que aumenta a massa molecular, como se pode verificar pela figura 3-22. Cadeias com
maior massa molecular ndo se conseguem organizar de forma a minimizarem o
volume ocupado, criam-se assim, vazios entre as cadeias do polimero que levam a
poros mais abertos e em maior numero permitindo assim uma maior

penetracao/interacgdo com a agua.

100

Grau de inchamento (%)

0 20 40 60 80
Tempo (min)

—6— QP ~© QPFOl —&— QPFO2 —4&— QPFO3

Figura 3-22 Grau de inchamento de filmes de quitosanos de lula com diferentes M,
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3.4.3 Absorcdo de tampao acido
Influéncia do Grau de Acetilacdo

O grau de acetilagdo do polissacarideo teve uma influéncia significativa sobre a
capacidade de absor¢do de tampao acido pelos filmes. A capacidade de absor¢do de
tampao acido (pH 3) aumenta com o grau de acetilacao (figura 3-23). Todos os filmes
atingem um maximo de inchamento apds 120 minutos de imersdo apds os quais a
percentagem de inchamento volta a diminuir para valores proximos dos iniciais.
Verifica-se também que a percentagem de inchamento para graus de acetilagdo mais
elevados (27 e 20 %) ¢ cerca de 6 vezes superior (para tempos superiores a 20
minutos) a dos quitosanos com grau de acetilagdo mais baixos (13, 6 e 0 %). Estudos
de absorc¢ao de filmes ndo neutros de quitosano em solugdes tampao de diferentes pH
resultaram na dissolu¢do dos mesmos, mostrando a falta de eficacia de filmes que nao
seguem o passo da neutralizacao, para sistemas liquidos (Nunthanid ez a/, 2001).

Quanto a influéncia do grau de acetilacdo um aspecto que contribui para uma
maior retencdo de moléculas polares ¢ a estrutura porosa dos filmes, que aumenta com
0 GA. Os poros facilitam a permeagdo e subsequente retencdo das moléculas de

acido/agua na matriz polimérica.
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Figura 3-23 Grau de inchamento de filmes de quitosano com diferentes graus de acetilagdo

a pH acido.
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Influéncia da Massa Molecular

A massa molecular parece ter um efeito significativo na capacidade de absor¢ao
de tampao 4cido, aumentando esta propriedade a medida que aumenta a massa

molecular, conforme se pode verificar pela figura 3-24.
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Figura 3-24 Grau de inchamento de filmes com diferentes M, em fungéo do tempo.

As moléculas de menor massa molecular parecem possuir uma maior capacidade para
se organizarem por minimizarem a repulsdo electroestatica, diminuindo o volume

ocupado e assim, obterem poros mais fechados e menos numerosos.

De notar ainda que a percentagem de inchamento em tampao acido € superior a
percentagem de inchamento de filmes imersos em agua (quer para diferentes massas
moleculares quer para diferentes GA’s). As diferentes percentagens de inchamento
podem ser entendidas como resultado da intensidade das interac¢des idnicas que
ocorrem nestas solugdes. As moléculas de agua sdo polares, a solu¢do tampao
constituida por acido citrico é altamente polar uma vez que estamos perante um acido
com trés grupos COOH. A diferenca na percentagem de inchamento resulta de uma

afinidade superior por moléculas com maior polaridade.
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3.4.4 Comportamento Mecanico

O ensaio de tensdo ¢ o ensaio mecanico mais facil de interpretar; neste ensaio
aplica-se uma deformacao crescente ao material e a tensdo resultante ¢ registada. A
tensdo de cedéncia, tensdo de ruptura, deformacdo e o moddulo de young foram
determinados.

Curvas de tensdo - deformacdo, exemplificativas do comportamento observado,
apresentam-se na figura 3-25.

A tensdo de ruptura dos quitosanos de pota variaram (com o grau de acetilacdo)
entre 84.8 - 49.7 MPa encontrando-se na gama de tensdes também determinadas por
outros investigadores (Kittur et al, 1998). Esta gama de valores é comparavel a filmes
de metilcelulose que apresentam valores de 43.7- 70.2 MPa (Chen et al, 1996). Os
valores determinados por Butler et a/ (1996) em filmes de quitosano, no entanto,
encontram-se numa gama mais baixa, 14.6- 35.1 MPa (de notar que os filmes ndo se
encontravam neutralizados). Rhim et al (1998) testaram diferentes &acidos na
preparagao de filmes de quitosano e para os filmes preparados a partir de acido
acético obtiveram o valor médio de 41.6 MPa que se encontra também, proximo da
gama de valores determinado.

No entanto, verifica-se para a amostra de quitosano comercial (tabela 3-15)
valores de tensdo de ruptura superiores aos registados para os quitosanos de pota. O
valor de elongagdo encontra-se contudo na média da gama obtida para os diferentes
quitosanos.

Os valores de elongacdo de filmes de quitosanos sdo muito inferiores aos de filmes
sintéticos, o LDPE e o HDPE possuem valores de elongacdo de 156 e 300%,
respectivamente (Robertson, 1993; Chen et al, 1995).

Tabela 3-15 Propriedades mecénicas obtidas de curvas de tensdo/deformagao

Filme Tensdo de cedéncia  Tensdo ruptura Modulo de Young % Elongacao
(MPa) (MPa) (x 10° MPa)

QSG 95+7 95+6 4104 612
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Influéncia do GA nos ensaios de tenséo até a ruptura

Para estudar a influéncia do grau de acetilacdo no comportamento mecénico de
filmes de quitosano, efectuaram-se ensaios com os quitosanos obtidos a partir dos
estiletes das potas (QP) e com quitosanos comerciais da Primex (Qprim). A primeira
conclusdo que se pode tirar a partida € que os parametros determinados para os dois
conjuntos de amostras se encontram na mesma gama de valores. Contudo, nos
quitosanos comerciais o grau de acetilagdo na gama estudada, ndo parece influenciar
parametros como a elongacao e o mddulo de Young (tabela 3-16), enquanto que para
os QP o grau de N-acetilacdo do quitosano apresenta uma influéncia significativa nas
propriedades mecéanicas das membranas (tabela 3-17). A capacidade de um filme de
QP para se deformar (% de elongacdao) aumentou a medida que o grau de acetilagdo
decresceu, contrariamente ao anteriormente descrito por Hwang et al (2003) para
filmes de quitosano em dacido féormico, ndo neutros e sem plastificante. Hsu et al
(2004) verificaram que quanto maior fosse o grau de desacetilagdo mais baixa era a

elongacao, para filmes a 2% sem a adicdo de plastificante.

Tabela 3-16 Propriedades mecénicas obtidas de curvas de tensdo/deformagdo para Qprim .

Filme Modulo de Young %o Elongacdo Tensdo cedéncia Tenséo ruptura

(MPa) (MPa) (MPa)
Qprim17 3736 4.66" 72.9° 76.7°
Qpriml15 3472° 7.72° 60.6" 64.3°
Qprim7 3638° 3.75° 59.4° 63.7°

r Meédia dos resultados (n=6) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a

p<0.05

Esta diferenca de comportamento deve ser atribuida as diferentes fontes de
obten¢do de quitosano e/ou a gama de GA, relativamente estreita estudada para os
quitosanos da primex. Shepherd et al (1997) estudaram quitosanos e filmes de
quitosano de varias fontes e concluiram que os filmes de quitosano obtidos a partir de
potas sdo diferentes dos quitosanos comerciais obtidos a partir de outras fontes.

A graus de acetilagio mais baixos os filmes QP absorvem uma maior

quantidade de energia antes de quebrarem.
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O ponto de viragem/ponto de cedéncia ¢ claramente mais evidente a baixos
graus de acetilagdo (figura 3-25). A tensdo de cedéncia e a tensdo de ruptura
aumentam a medida que o grau de acetilagdo diminui (tabela 3-14), concluindo-se
portanto que com o aumento do grau de acetilagdo se obtém filmes QP mais

quebradicos e menos resistentes a tensao aplicada.
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Figura 3-25 Curvas de tensdo - deformacdo até a ruptura de filmes de quitosano com

diferentes GA.

O moddulo de Young, ou o mddulo de elasticidade foi medido como o racio da
forca sobre a deformagdo, na gama em que este racio ¢ constante. Este também
aumentou quando o grau de acetilagdo decresceu (tabela 3-17), querendo dizer que a
dureza intrinseca dos filmes de QP aumenta & medida que o grau de acetilacdo

decresce.
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Tabela 3-17 Propriedades mecénicas obtidas de curvas de tensdo/deformagio para QP

Filme Mddulo de Young % Elongacdo Tensdo de cedéncia Tensao ruptura
(MPa) (MPa) (MPa)
QPGAO 3636 ° 14.0° 84.7° 88.8
QPGA6 3460 * 8.5° 68.5° 74.4°
QPGAI3 3430 ® 8.4° 67.9° 69.4°
QPGA 20 2716° 47°¢ 57.3°¢ 57.5°¢
QPGA 27 2507 © 3.1° 49.69 49.8 ¢

» Média dos resultados (n=6) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a

p<0.05
Influéncia da massa molecular

O quitosano e os seus derivados t€m sido usados numa variedade de aplicacdes, mas
a sua eficacia depende do seu tamanho molecular (Tharanathan e Kittur, 2003; Allan e
Peyron, 1995a). Por outro lado, um dos factores que limita a sua aplicagdo em
processos em que ¢ necessaria a dissolu¢do da amostra é a sua elevada massa
molecular, uma vez que, contribui para a elevada viscosidade. Solugdes muito
viscosas obrigam a trabalhar com concentracdes do polimero muito baixas
aumentando o erro associado as determinagdes experimentais. Para além disso, como
ja foi descrito, a massa molecular do polimero desempenha um papel importante nas
propriedades funcionais, sendo de prever que influencie também as propriedades dos

filmes obtidos a partir destas amostras.

Para analisar a influéncia da massa molecular nos filmes de quitosano,
testaram-se filmes de quitosano de pota (GA=0%) com diferentes massas moleculares
obtidas a partir da fragmentacdo oxidativa do biopolimero. A figura 3-26 apresenta
um exemplo das curvas de tensdo até a ruptura de quitosanos com diferentes massas

moleculares.
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Figura 3-26 Curvas de tensdo até a ruptura de filmes de quitosano com diferentes M,.

Dentro da gama analisada, a massa molecular tem uma influéncia significativa
no modulo de Young, na elongagdo e nas tensdes de ruptura e de cedéncia dos filmes
aumentando a medida que aumenta a massa molecular (tabela 3-18), facto também
verificado por Chen e Hwa (1996). Isto deve atribuir-se a maior densidade da rede
macromolecular formada durante a formagdo do filme, resultando numa maior
elongacdo do filme. No entanto, Hsu et a/ (2004) concluiram que a massa molecular

ndo parece estar relacionada com a % de elongacao.

Tabela 3-18 Propriedades mecénicas obtidas através de curvas de tensio/deformagdo para QP

Filme Mddulo de Young % Elongacdo Tensdo de cedéncia  Tensdo ruptura

(MPa) (MPa) (MPa)
QP puro 33892 17.0° 82.7° 83.22
QPFO1 3314 ®° 15.7 2 57.9° 59.0°
QPFO2 3212° 8.94° 53.7° 58.1°
QPFO3 2294 ° 3.11° 30.3°¢ 349°¢

r Média dos resultados (n=6) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a

p<0.05
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3.4.5 Comportamento viscoelastico

Considerando o material como um so6lido viscoelastico, com um modulo de
relaxagdo de tensdo, E(?), que se aproxima de um valor finito com o tempo (£,), usou-
se um modelo mecanico generalizado com dois elementos de Maxwell € uma mola em

paralelo, de modo a ajustar os dados de relaxag@o de tensdo obtidos,

- ) /)
— 1 ]
E(t)_Ee +Ele +E28 equacéo 3-4
Onde E(?), ¢ o modulo de tensdo de relaxacgdo, E. o valor limite para o modulo
de relaxacdo (t— ), E; ¢ E; e 1) e 12 s3o o componente modulo elastico e os tempos
de relaxagdo, respectivamente de cada elemento de Maxwell. Este modelo mecanico

ajustou-se bem aos valores obtidos, tendo-se obtido coeficientes de correlacio (%)

entre, 0.988 ¢ 0.994.
Influéncia do Grau de Acetilagao

Exemplos das curvas de relaxa¢do de tensdo obtidas estdo representados na
figura 3-27. Numa fase inicial observa-se o aumento da forga por imposi¢ao da
deformacao aplicada (0.5%). Apos este periodo, observou-se que a forga necessaria
para manter esta deformacdo decresceu com o tempo. Este comportamento ¢

caracteristico de materiais viscoelésticos, como os biofilmes (Cuq et al, 1996).
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Figura 3-27 Representagdo das curvas de relaxa¢do de tensdo para quitosanos com

diferentes GA

Qualitativamente o comportamento de relaxagdo foi bastante similar. A velocidade
de relaxacdo foi também bastante similar para todas as amostras, o que esta de acordo
com a falta de significancia observada para o efeito do GA (tabela 3-19). No entanto,
o grau de acetilacdo apresenta uma influéncia significativa no médulo de relaxacdo
limite (E,), verificando-se o aumento desta propriedade a medida que o GA decresce
(tabela 3-19) i.e., as membranas preparadas a partir de quitosanos com baixo GA tém

um caracter s6lido mais pronunciado, dissipando menos stress do valor inicial

associado a deformacao aplicada.
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Tabela 3-19 Modulo de relaxacdo e tempos de relaxagdo de quitosanos com diferentes GA

GA (%) Ee (MPa) E1 (MPa) E, (MPa) t1 (s) t; ()
0 2333° 539° 669 * 39.0° 665 *
6 2339° 442 ° 442 ° 443° 634 °
13 1837° 615° 782 ° 47.6° 7322
20 1343 © 401 ® 559° 55.3° 722°
27 1274 ¢ 382° 428° 26.6 ¢ 471°

r Média dos resultados (n=5) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a p<<0.05

Influéncia da Massa Molecular

A massa molecular apresenta uma influéncia significativa no moddulo de
relaxagdo limite (E.,), verificando-se o aumento desta propriedade a medida aumenta a
massa molecular, como se pode verificar pela tabela 3-20. Este facto permite concluir
que filmes preparados a partir de quitosanos com massas moleculares mais elevadas
possuem um caracter solido mais pronunciado, dissipando menos stress do valor
inicial associado a deformagdo aplicada. A velocidade de relaxacdo ¢ bastante
semelhante como se pode observar pela figura (3-28). Dai que se verifique uma falta

de significancia para os restantes parametros.
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Figura 3-28 Representagdo das curvas de relaxacdo de tensdo para quitosanos com

diferentes M,

Tabela 3-20 Modulo de relaxagéo e tempos de relaxagdo de QP com diferentes M,

Filmes E. (MPa) E; (MPa) E, (MPa) 71 (S) T2 (S)
QPpur 1702 * 768 * 861° 42.0° 563 °
QPFO1 1645 ° 648 * 803 39.1° 747
QPFO2 1588 ° 703 808 * 47.8° 663 *
QPFO3 1058° 864 ° 861° 43.6° 777°

» Média dos resultados (n=5) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a p<0.05

3.4.6 Permeabilidade ao Vapor de Agua

A permeabilidade ao vapor de dgua (WVP) é uma caracteristica determinante
quando se pretende utilizar materiais para embalar alimentos. A transferéncia de
humidade ¢ um factor que leva muitas vezes a alteracdes da qualidade dos alimentos
durante a distribui¢ao e o armazenamento. Valores criticos de actividade da agua (ay)

devem ser mantidos para manter a qualidade e uma seguranga aceitavel. A velocidade
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de reacgdes enzimaticas e quimicas deteorativas podem aumentar se a a,, aumentar. O
crescimento microbiano pode ocorrer quando a a, excede 0.85, 0.70 e 0.60 para

bactérias, leveduras e fungos, respectivamente.

Influéncia do Grau de Acetilagao

Os resultados obtidos para a WVP (tabela 3-21 e 3-22) mostram que a medida que
aumenta o0 GA a WVP também aumenta. Os resultados obtidos mostram que apesar
de se verificarem pequenas diferencas nos valores de WVP, para p<0.05 todos sdo
significativamente diferentes, contradizendo o que foi anteriormente descrito por
Wiles et al (2000) e Hwang ef al (2003) de notar que os filmes analisados por estes
investigadores ndo incluiram plastificante e ndo foram neutralizados.

O volume dos grupos acetilo influencia a conformagdo das moléculas criando
espagos vazios entre estas. Este facto origina um menor empacotamento das cadeias
de quitosano e consequentemente o aumento do tamanho dos poros, facilitando a

permeabilidade ao vapor de dgua (e a % do grau de inchamento, sec¢ao 3.4.2).

Tabela 3-21 Valores de WVP obtidos para filmes de QP com diferentes GA

Filmes WVP (mm g/h kPa m?)
QPGAO 0.374

QPGA6 0.422
QPGA13 0.443
QPGA20 0.496
QPGA27 0.605

rM¢édia dos resultados (n=3)
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Tabela 3-22 Valores de WVP obtidos para filmes QPrim

Filmes WVP (mm g/h kPa m?)
QPrim7 0.333%
QPrim15 0.312°
QPrim17 0.419°

r Média dos resultados (n=3) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a p<<0.05

Rhim et al (1998) descreveram valores de WVP na gama dos 3.0-8.8
gmm/m’hkPa para filmes de quitosanos (com glicerol; ndo neutros) preparados
utilizando diferentes acidos. Estes valores sao notoriamente diferentes dos que foram
determinados neste trabalho. No entanto, Butler et al (1996) descreveram valores de
WVP para filmes de quitosano ndo neutralizados e plastificados com diferentes
quantidades de glicerol nas gamas de 0.07-0.17 gmm/m’hkPa e de 0.03-0.08
gmm/m’hkPa para teores de glicerol de 0.63 g glicerol/g quitosano e de 0.32 g

glicerol/g quitosano, respectivamente.

A discrepancia entre os valores descritos na literatura, incluindo os obtidos
neste trabalho, sera devida a influéncia de diversos factores sobre a WVP para filmes
hidrofilicos, tais como variacdes na composicdo, diferentes métodos utilizados, as
condi¢des da medicdo como o gradiente de HR, a correc¢do do efeito da air gap, e a

espessura do filme (McHugh et al, 1993).

Influéncia da Massa Molecular

A massa molecular parece ter uma pequena influéncia na permeabilidade ao
vapor de dgua na gama testada, aumentando esta propriedade a medida que aumenta a
massa molecular conforme se pode verificar pela tabela 3-23. Hwang et al/ (2003)

verificaram a mesma tendéncia apesar da falta de significancia dos resultados.
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Tabela 3-23 Valores de WVP obtidos para filmes de QP com diferentes M ,,

Filmes WVP (mm g/h kPa m?)
QPpur 0.380
QPFOI1 0370
QPFO2 0.298°
QPFO3 0318°

rM¢édia dos resultados (n=3) com diferentes letras sdo significativamente diferentes a p<0.05

\

A maior organizagdo das cadeias de quitosano a medida que a massa
molecular diminui permite um maior empacotamento das cadeias e permite a
diminui¢do do poro da matriz do filme explicando assim o facto da permeabilidade
ao vapor e do grau de inchamento diminuirem com a diminui¢do da massa molecular.
O facto do quitosano se encontrar totalmente desacetilado, justifica uma conformagao
das moléculas mais estendidas devido a repulsdo de cargas. Assim, o facto de existir
um melhor empacotamento das moléculas com menor massa molecular pode ser
atribuido ao n° e posi¢ao dos grupos NH,. Assim, as moléculas com menor Mv devem
conseguir uma conforma¢do em que conseguem minimizar as repulsdes de carga

melhorando o empacotamento e diminuindo o tamanho do poro.

Os valores de WVP obtidos quer para a influéncia da massa molecular, quer
para a influéncia do grau de acetilagdo podem ser considerados como moderados,
considerando a classificagao descrita por Krochta ¢ Mulder-Johnson (1997). Kittur et
al (1998) descreveram resultados semelhantes, considerando também os filmes de
quitosano como barreiras moderadas ao vapor de dgua. Pode assim concluir-se que os
filmes de quitosano apresentam propriedades barreira moderadas quando se trata de
vapor de agua. Valores de WVP de filmes polimeros sintéticos como o PVC (cloreto
de polivinilo), HDPE e LDPE encontrados na literatura sdo de respectivamente, 0.029,
0.005 ¢ 0.001 gmm/mzhkPa (Robertson, 1993) indicando que estes filmes constituem
boas propriedades barreira no que respeita ao vapor de agua. Filmes preparados a
partir de proteinas possuem reduzidas propriedades barreira ao vapor de agua
apresentando valores de 14.3 gmm/m’hkPa no caso de WPI ¢ de 17.3 gmm/m’hkPa

no caso de filmes de caseinato de sddio (Banerjee et al, 1994).
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CAPITULO 4- CONCLUSOES

Os estiletes de pota revelaram ser uma fonte de B-quitina. O processo de obtencao ¢
relativamente simples principalmente quando comparado com o tradicionalmente
utilizado para a extrac¢do de quitina de crustaceos.

A o- quitina possui cristalitos de maiores dimensdes e consequentemente um indice
de cristalinidade superior ao da P-quitina obtida neste trabalho. O comportamento
reologico da quitina comercial e da quitina obtida a partir de potas apresentou
diferencas significativas. A viscosidade das duas solu¢des ¢ muito diferente, sendo
necessaria uma concentragdo 7 vezes superior da solugdo de quitina comercial para se

atingir a viscosidade da quitina de potas.

Quitosanos com diferentes graus de acetilagdo (27, 20, 13, 6 e 0%) foram obtidos por
tratamento alcalino com tempos de reac¢ao diferentes. A desacetilagcdo descontinua ¢
mais eficaz que a desacetilagdo continua. A massa molecular dos diferentes
quitosanos obtidos no processo de desacetilacio ndo ¢ significativamente
influenciada. Solugdes de quitosanos com diferentes GA a 1% (m/V) exibem um
comportamento reofluidificante. O comportamento em solu¢do do quitosano
(GA=0%) a 1% em dois solventes diferentes (AcOH 0.lmol/L e AcOH 0.5
mol/L/NaCl 0.25 mol/L) ¢ semelhante, verificando-se apenas que a viscosidade
aparente ¢ superior para solugdes preparadas a partir de AcOH 0.1mol/L. O aumento
da for¢a idnica por incorporacdo do NaCl leva a diminuicdo da repulsdo
electroestatica entre os grupos amina carregados, dando-se a contrac¢ao da molécula,

traduzindo-se na diminuicao da viscosidade.

Quitosanos com diferentes massas moleculares podem ser obtidos por reac¢do com
acido nitroso, sendo a diminuicdo da massa molecular mais acentuada a medida que
aumenta a concentracao deste ¢ para um mesmo tempo de reacgdo. A influéncia da
massa molecular nas propriedades reologicas de quitosanos com GA =0% mostrou ser
significativa, tendo-se verificado que a diminuicdo da massa molecular leva ao

comportamento Newtoniano (solucdes a 1% m/V).
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Os filmes de quitosano foram preparados por dissolucdo do biopolimero em AcOH

0.1 mol/L e obtidos por evaporagao do solvente.

O grau de acetilagdo influenciou as propriedades dos filmes de quitosano. No que diz
respeito ao comportamento mecanico verifica-se que o modulo de Young, a
elongacdo, a tensdo de ruptura e a tensao de cedéncia aumentam com a diminui¢do do
grau de acetilagdo. Este aumento das propriedades mecanicas dos filmes com o grau
de acetilagdo mostra que as moléculas de quitosano se organizam melhor com a
diminui¢do do grau de acetilagdo, provavelmente por um mais facil empacotamento
das cadeias do polimero, obtendo-se filmes mais resistentes € com maior capacidade
de elongacdo. A absor¢do de agua e de tampao acido ¢ também influenciada pelo grau
de acetilacdo; a medida que aumenta o grau de acetilagdo aumenta a capacidade de
absorc¢do. A permeabilidade ao vapor de d4gua também aumenta & medida que aumenta
o grau de acetilagdo. Estas propriedades (WVP e absor¢ao de agua/acido) dependem
também da capacidade de organizacao das moléculas de quitosano nos filmes. O
volume dos grupos acetilo ndo permite um grande empacotamento das moléculas
dando origem a poros que permitem a permeagao de moléculas. Ou seja, a capacidade
de organizagdo das moléculas de quitosano aumenta com a diminui¢do do grau de
acetilacdo permitindo obter melhores propriedades mecéanicas e melhores
propriedades barreira ao vapor de dgua e menor capacidade de absorc¢ao. A opacidade
e a espessura dos filmes aumentaram com o aumento do grau de acetilacdo,
provavelmente devido ao aumento das interac¢des polimero-polimero e a formagao de

agregados.

Verificou-se igualmente que a massa molecular influencia as propriedades dos
filmes de quitosano. A medida que a massa molecular diminui os filmes perdem
capacidade de elongagdo (% de elongacdo) e rigidez, o que pode ser atribuido a maior
densidade da rede macromolecular formada durante a formagao do filme, resultando
numa menor elongacdo do filme.

A maior organizacdo das cadeias de quitosano a medida que a massa
molecular diminui permite um maior empacotamento das cadeias e permite a
diminui¢do do poro da matriz do filme explicando assim o facto da permeabilidade ao
vapor e do grau de inchamento diminuirem com a diminui¢do da massa molecular. O

facto do quitosano se encontrar totalmente desacetilado, justifica uma conformagao
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das moléculas mais estendida devido a repulsdo de cargas. Assim, o facto de existir
um melhor empacotamento das moléculas com menor massa molecular pode ser
atribuido ao n° e posi¢ao dos grupos NH,. Assim, as moléculas com menor M, devem
conseguir uma conformag¢do em que conseguem minimizar as repulsdes de carga
melhorando o empacotamento e diminuindo o tamanho do poro.

Verificou-se ainda que a medida que diminui a massa molecular do polimero a

opacidade também diminui.
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