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EVALUATION OF GELS OBTAINED FROM ACETYLATION OF CHITOSAN IN HETEROGENEOUS MEDIUM. Chitosan was
acetylated during 2, 5 and 10h and physical gels were obtained at different polymer concentrations in N,N-dimethylacetamide
containing 5% of LiCl. Acetylation was confirmed by infrared spectroscopy and *C NMR, and degrees of acetylation in the range

of 0.82-0.91 were determined by NMR. The O-acetylation degree (0.12-0.15) was exclusively determined by a volumetric method.

Rheological studies showed that the storage modulus values were smaller for the more acetylated samples and increased with the

temperature and the polymer concentration. All the gels presented storage modulus superior to loss modulus, evidencing more elastic
than viscous characteristics. The results obtained in this work suggest a gelation process based on a balance between O and N-acetylation

and intermolecular bonds.
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INTRODUCAO

Em geral, os polissacarideos sdo biocompativeis, biodegraddveis
e abundantes, e apresentam numerosas aplicacdes comerciais de-
vido a sua ampla variedade de propriedades funcionais, que sdo
efetivas em niveis muito baixos de concentragdo'. Além disso, a
presenca de vdrios grupos funcionais reativos ao longo da cadeia
polimérica favorece interagdes com outras espécies moleculares,
tanto dissolvidas quanto dispersas, podendo ocorrer ligacao,
quelacdo, complexacdo, microencapsulacdo, emulsificacdo,
floculag@o, estabilizagdo ou suspensdo. Os glicanos também po-
dem atuar como adsorventes, carreadores, suportes hidrofilicos,
agentes trocadores de fons, formadores de filmes e de géis’.

A quitosana®* é um polissacarideo encontrado em alguns
microorganismos, mas que usualmente € obtido a partir da
desacetilacdo da quitina em meio alcalino. Sua estrutura quimica é
constituida de unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose interligadas por ligacdes
glicosidicas B-(1—4). Em fun¢do da sua biodegradabilidade e
biocompatibilidade, esse polimero tem sido estudado extensiva-
mente como excipiente em vdrias formula¢des farmacéuticas, sob
a forma de comprimidos, micro e nanoparticulas, microesferas,
granulados, lipossomas, géis e hidrogéis™. Esses produtos aplica-
dos pelas vias parenteral, transdérmica, oral, vaginal, nasal, ocu-
lar, além da terapia génica, tornam a quitosana um polimero versa-
til no desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de
farmacos'®!"!, sendo que o resultado final depende do comprimento
da cadeia, densidade de carga e distribuicdo dessas cargas no
polissacarideo’. Foi sugerido, inclusive, que grande parte dessas
aplicagdes utilizando a quitosana se deve ao seu mecanismo de
acdo, que seria uma combina¢do de mucoadesdo e um efeito sobre a
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zonula occludens (“tight junctions”) intercelular, levando a um au-
mento da permeabilidade a diversos farmacos’, o que possibilita a
quitosana atuar como cicatrizante e gastroprotetor. A zonula
occludens, também conhecida como “junc¢io oclusiva”, consiste na
juncdo intercelular composta por uma série de fusdes da membrana
de duas c€lulas adjacentes, formando uma barreira seletiva a pe-
quenas moléculas e total para moléculas maiores. Essas jungdes
consistem de proteinas (claudina e ocludina) ancoradas nas mem-
branas de duas células adjacentes, interagindo para manté-las jun-
tas e evitar a passagem de moléculas entre elas. Essas conexdes
entre c€lulas epiteliais e endoteliais de diversos tecidos formam
uma barreira natural que regula seletivamente a passagem de molé-
culas através de sinais intra e extracelulares.

Alguns estudos mostram vdrias outras aplicagdes para a
quitosana, como agente hemostatico, hipocolesterolémico,
hipouricémico, adjuvante imunoldgico, bacteriostatico e
fungistatico®* 71213,

Reacoes de modificagdo quimica da quitosana, como desacetilagio,
N-acetilagdo'> !, acilagdo’, O-acetilagdao®, O- e N-ftalagdo?!, O-
carboximetilagao®, oxida¢do®, entre outras, tém sido estudadas, de
forma a preparar produtos com caracteristicas especificas para deter-
minadas aplicagdes. De acordo com vdrias estratégias quimicas, um
grande nimero de pesquisas tem sido realizado, principalmente na drea
farmacéutica, visando o desenvolvimento de diversas formulagoes®*>*.
Contudo, devido as fortes interacdes intermoleculares e ao carter semi-
cristalino, a quitosana € menos acessivel a reagentes quimicos que a
celulose®.

As propriedades dos produtos obtidos por uma modificagao
quimica podem ser diferentes em funcdo de a reagdo ocorrer em
meio homogéneo ou heterogéneo, mesmo quando todas as demais
condi¢des reacionais sdo mantidas constantes. Normalmente, as
reagdes dos polimeros semicristalinos em meio heterogéneo ocor-
rem preferencialmente nas porgdes amorfas®. Nesses casos, 0s pro-
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dutos da reag@o apresentam geralmente certa heterogeneidade ao
longo da cadeia polimérica.

Nos ultimos anos, a preparagdo de derivados de quitosana em meio
homogéneo tem sido enfatizada com a justificativa de se controlar me-
Thor a reagéio e de se alcangar estruturas quimicas mais uniformes?.
Através da acetilagdo da quitosana em meio homogéneo, t€ém sido ob-
tidos tanto produtos soldveis em dgua® quanto géis”*, dependendo do
grau de acetilag@io e das condicOes de preparacdo do produto. Em am-
bos o0s casos, tem sido considerado que a reac@o de substituicdo ocorre
no grupamento amina®2™, Por sua vez, poucas informagdes sdo en-
contradas na literatura sobre as propriedades dos produtos de acetilacdo
da quitosana em meio heterogéneo.

Neste trabalho, amostras de quitosana com grau de acetilacio
médio 17% foram reacetiladas em meio heterogéneo utilizando
anidrido acético e piridina. Através da solubiliza¢do dos produtos
obtidos em DMA/LICI, foram obtidos géis que apresentaram alta
estabilidade mecanica em diferentes condig¢des de tensdo, freqiién-
cia e temperatura, mesmo apés lavagens com dgua destilada e a
concentragdes tdo baixas quanto 2 g/L. As propriedades desses géis
foram discutidas e comparadas as anteriormente divulgadas para
os géis fisicos de quitosana obtidos em meio homogéneo.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para o desenvolvimento
deste trabalho: N,N-dimetilformamida P.A. (Nuclear); anidrido
acético P.A. (Nuclear); piridina P.A. (Nuclear); metanol P.A. (Nu-
clear); N,N-dimetilacetamida P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda);
cloreto de litio P.A. (Nuclear); acido acético P.A. (Vetec Quimica
Fina Ltda); alcool etilico P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda); hidréxido
de sodio P.A. (Vetec Quimica Fina Ltda); fenolftaleina (Vetec Qui-
mica Fina Ltda); acido cloridrico P.A. (Nuclear).

Polimero

A quitosana utilizada foi fornecida pela Polymar S.A. O polimero
foi purificado e caracterizado quanto ao grau de N-acetilagdo (17%)
e massa molar viscosimétrica média (9,2x10° g/mol), utilizando os
procedimentos descritos em trabalhos anteriores®.

Métodos

Purificacdo da quitosana

Antes de iniciar as reagdes, a quitosana foi purificada, utilizan-
do-se os procedimentos® descritos a seguir.

As amostras foram dissolvidas em 4cido acético 0,50 mol/L,
sob agitacdo constante, durante 12 h. As solucdes obtidas foram
filtradas em funil de vidro sinterizado n® 03 e membrana Millipore
de acetato de celulose, de tamanhos de poro 3, 0,8 e 0,45 um e, em
seguida, neutralizadas até pH de aproximadamente 8,5, com NaOH
2,5 mol/L. Os polimeros precipitados foram lavados exaustivamente
com 4gua destilada, até se obter condutividade em torno de 20 uS.
Posteriormente, foram feitas lavagens com misturas de dgua-
metanol nas proporcdes de 50/50, 30/70 e 0/100. O polimero final
foi submetido a secagem sob pressdo reduzida.

Reacoes de acetilagdo

Cerca de 25 g de quitosana foram colocados em um baldo de
fundo redondo. Em seguida, 200 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF) foram adicionados, com a finalidade de deixar a quitosana
intumescida e, assim, favorecer a reag¢@o pela maior exposi¢ao dos
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grupos funcionais reativos, uma vez que a reagdo ocorre em meio
heterogéneo. Esse contato foi mantido durante 30 min, sob agita-
¢do constante. Posteriormente, o baldo foi colocado em um banho
de gelo e 1000 mL de uma solucdo previamente preparada de
anidrido acético e piridina, em uma propor¢do de 96 e 4% (v/v),
respectivamente, foi adicionada. A mistura foi mantida sob agita-
¢do0 constante e as reacdes transcorreram durante 2, 5 e 10 h, a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as reagdes foram inter-
rompidas pela adi¢do de dgua destilada e gelo. O produto insoldvel
no meio foi filtrado e lavado com dgua destilada e, posteriormente,
com metanol. O material foi secado sob pressdo reduzida.

Testes de solubilidade

Cerca de 50 mg de cada amostra foram pesadas e, em seguida,
10 mL de diferentes solventes (dgua destilada, N,N-dimetilacetamida
(DMA), DMA com 5% de LiCl e 4cido acético a 2%) foram adicio-
nados. As misturas foram mantidas sob agitacdo constante (= 300
rpm) a temperatura ambiente e a solubilidade foi analisada apds 24
e 48 h, considerando-se a massa residual de s6lido ap6s centrifugacio
e a formagdo de gel®*.

Caracterizagdo estrutural das amostras

Andlise por espectroscopia na regido do infravermelho

A caracterizacdo estrutural das amostras foi realizada através
de um espectrofotdmetro de infravermelho da Bomen, modelo ABB,
Série MB 104, utilizando pastilhas de KBr.

Ressondncia magnética nuclear de *C

Os espectros de RMN de C foram obtidos em espectrémetro
Varian Inova-300, equipado com sonda para amostras sélidas (MAS
— rotagdo no angulo mdgico) em rotor de 7 mm, na freqiiéncia de
75,4 MHz. Os espectros foram obtidos utilizando a técnica de CP/
MAS (polarizagdo cruzada com rotagdo no angulo maégico) nas
seguintes condicdes: tempo de contato de 500 s, pulso de 90 graus
(4,5 us), intervalo entre pulsos de 1 s e poténcia de pulsos de "*C
calibrados para atingir a condi¢cdo de Hartmann-Hahn; velocidade
de rotacdo no MAS de 4,5 KHz e 2048 transientes. Os espectros
foram processados utilizando-se funcio de alargamento de linha
(“line broadening”) de 50 Hz e os deslocamentos quimicos
referenciados pelo hexametilbenzeno (pico da metila a 17,3 ppm).

Determinagdo do grau de acetila¢do

Método volumétrico

A determinagdo do teor de grupos O-acetil nos produtos obtidos
foi feita segundo a norma ASTM D871-72 (“American Society for
Testing and Materials™), como descrito a seguir. Apds a secagem por
2 h em estufa, a 105 °C, cada amostra foi esfriada em dessecador a
temperatura ambiente e transferida para um erlenmeyer, onde se
adicionou dlcool etilico a 75%, na proporcdo de 50 mL de dlcool
(75%) para cada 1 g de amostra. Em seguida, foram adicionados 40
mL de hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 mol/L. O recipiente foi veda-
do e mantido por cinco dias a temperatura ambiente, com agitagdes
ocasionais. Decorrido esse periodo, a quantidade de NaOH néo con-
sumido foi determinada por titulagdo com &cido cloridrico (HCI) 0,2
mol/L, utilizando como indicador fenolftaleina. A determinacdo do
teor de acetato foi feita através da Equacdo 1

4 -V X M 1,0, X0,043x100
%acetato — ( Branco Amostra ) HCI 4 (1 )

mAmastra

onde: V

Branco

corresponde ao volume de 4cido para a dosagem do
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branco; V, € o volume do édcido para dosagem da amostra; M
mostra HCl
€ a concentragdo da solugdo de HCI dada em mol/L e m, € a
massa em grama da amostra utilizada.
Utilizando a Equag@o 2, determinou-se o grau de substituicio

(GS). As andlises foram feitas em triplicata.

_ 181x (acetato)
4300 — 42 x (%acetato) @

Preparagdo do gel

Quantidades pré-definidas das amostras de quitosana acetilada
foram cuidadosamente pesadas e adicionadas a uma solucdo de
N,N-dimetilacetamida (DMA) contendo 5% de LiCl, de forma que
se obtivessem ao final concentracdes de quitosana de 2, 5 ou 10 g/
L. A mistura foi submetida a agitagdo constante de 300 rpm durante
48 h, a temperatura ambiente, e mantida em repouso, também a
temperatura ambiente, por 24 h, periodo suficiente para estabilizar
o fendmeno de sinerese.

Lavagem do gel

Uma vez que o DMA ¢ um solvente organico com elevado grau
de toxicidade, € importante que seja eliminado completamente do
gel, caso se pretenda alcancar aplicagdes biomédicas. Para tanto,
preparou-se um volume de 10 mL de gel, com uma quantidade de
DMA cuidadosamente calculada e corrigida, e deixou-se o gel imerso
em 1 L de dgua destilada, que foi sendo renovada a cada saturagao.
O equilibrio de difusdao do DMA, do gel para o meio aquoso, foi
determinado por espectrofotometria na regido do ultravioleta, utili-
zando o espectrofotometro Cary 1E — Varian.

Caracterizagdo reoldgica

Os géis contendo DMA/LICI 5% e os submetidos a lavagens
foram analisados em re6metro ReoStress R150 — Haake, com
sensores do tipo cone-placa. A regido de viscoelasticidade linear
foi cuidadosamente determinada e, a partir dai, pdde-se analisar os
modulos de estocagem (G’) e de perda (G”) das amostras em fun-
¢do da tensdo (0,1 a 20 Pa), da freqiiéncia (0,1 a 100 Hz), do tempo
(0 a 30 min) e da temperatura (20 a 80 °C). Esse estudo foi realiza-
do em triplicata para cada amostra, de forma a verificar a sua
reprodutibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Testes de solubilidade

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes de solubilidade para
a quitosana e os seus produtos derivados da acetilagdo.

Observa-se que as amostras de quitosana acetiladas apresen-
tam menor afinidade pelos solventes mais polares e préticos (dgua

Tabela 1. Solubilidade da quitosana e das amostras acetiladas

Quim. Nova

e solugdo aquosa de acido acético a 2%), ndo alcangando solubili-
dade. Esse resultado pode ser um reflexo da diminuicdo do nimero
de grupos hidrofilicos (-OH e -NH,) livres do polimero. Além dis-
so, a reacdo de acetilagdo, por ter se processado em meio heterogé-
neo, provavelmente ocorreu nos dominios amorfos, preservando as
regides cristalinas e favorecendo o surgimento dos grupos acetil
em uma distribui¢do pouco aleatdria na cadeia polimérica. Sabe-se
que a obten¢do de derivados acetilados de quitosana soliveis em
dgua se deve a uma distribui¢do aleatéria dos grupos acetil propor-
cionada pela reagdo em solu¢@o'®33%. Nessas circunstincias, até
cerca de 50% de grau de acetilag¢do, a insercdo de grupos acetil
hidrofébicos na macromolécula diminui as atracdes entre as cadei-
as poliméricas via ligagdes hidrogénio, facilitando a solubilizacdo
do polimero, independente do pH do meio. Por outro lado, se a
distribuigao dos grupos acetil na cadeia polimérica for seqiienciada,
ou seja, se houver a tendéncia de formacao de unidades acetiladas
em bloco, as interagdes hidrofébicas entre esses segmentos, junta-
mente com as ligagdes hidrogénio entre os grupos OH e NH,, po-
dem intensificar as interacdes entre as cadeias poliméricas, difi-
cultando a solubilizagdo do polimero.

Foi investigada, também, a solubilidade das amostras em DMA
sem contribui¢do de for¢a ionica (LiCl). A parcial solubilidade em
DMA das amostras acetiladas concorda com a hipdtese dos
polimeros acetilados apresentarem forgas de atragdo inter-
moleculares menos intensas que a quitosana original.

A formacdo de géis firmes e transparentes para as amostras de
quitosana acetilada, na presenga de DMA com 5% de LiCl, mostra
a importancia da forga i6nica no meio. O LiCl foi, dessa forma,
responsdvel pela ruptura das regides cristalinas. Isso pode ser ex-
plicado pelo fato do Li* formar um complexo com as moléculas do
DMA, originando um macrocdtion ((DMA+Li]*), e os {ons cloreto,
por sua vez, passam a formar ligacdes semelhantes as liga¢des hi-
drogénio com os atomos de hidrogénio das hidroxilas do polis-
sacarideo, promovendo a redugdo das interagdes entre as moléculas
de quitosana e a conseqiiente solubilizacdo do polimero®. Apés a
solubilizacdo total do polimero e repouso da solugdo, a presenca
provavel de blocos de unidades de glucosamina nio acetiladas pos-
sibilitou intera¢des intermoleculares ainda significativamente for-
tes, formando zonas de jungdo por ligacdes hidrogénio. Deve-se
também considerar a hipdtese da presenca de blocos de unidades
de glucosamina acetiladas, que poderiam adicionalmente promover
significativas intera¢des intermoleculares hidrofébicas. Porém, to-
das essas interagdes foram sendo estabelecidas de uma forma gra-
dual, apés a solugdo ser mantida em repouso por um tempo minimo
de 24 h. A sinerese observada até 48 h apds o gel ter sido formado,
com redugdo de massa em torno de 20%, ¢ um forte indicio de
aumento das interagdes nas zonas de jun¢do. Foi verificado que,
ap6s 48 h do gel formado, a sua massa foi mantida constante.

Quitosana N-acetilada solivel em DMA com 5% de LiCl sem

Quitosana Quitosana acetilada

Tempo de reagdo (h)

2 5 10

Tempo de agitagdo (h) 24 48 24 48 24 48 24 48
DMA/5% LiCl - - + g + g + g
DMA - - + + + + + +
Acido acético 2% + + - - - - - -
Agua - - - - - - - -

(-) Insolivel; (+) Solivel; () Solubilidade parcial; (g) Formacao de gel.
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ocorréncia de gelificagdo tem sido obtida através de condigdes
reacionais homogéneas®. Esse dado, juntamente com os resultados
mostrados acima, estd de acordo com a hipdtese apresentada neste
trabalho que a presenca de blocos acetilados e desacetilados €, de
fato, necessdria para a formacao da estrutura tridimensional do gel,
por intermédio das interacdes intermoleculares hidrofébicas e por
ligagdes hidrogénio, respectivamente.

Caracterizacio estrutural

Espectrofotometria na regido do infravermelho

As principais absor¢des caracteristicas da quitosana sao obser-
vadas nas faixas de 3600-3200 cm™', que correspondem a deforma-
¢do axial dos grupos hidroxila e amino livre; 1690-1650 cm™, rela-
cionada a deformag@o axial C=0 de amidas e 1640-1540 cm', devi-
do a deformagdo angular do grupo NH de amina®**#°, A comprovagio
da acetilagdo foi realizada pelo acompanhamento da intensidade
relativa das bandas (Tabela 2) a 1650 cm™ (C=0O de amida) e a
1550 cm™ (NH de amina). Além disso, foi acompanhado o apare-
cimento de uma banda a 1750 cm™ nas amostras acetiladas, que
corresponde a deformagdo axial C=0 de éster. O aumento de inten-
sidade das bandas de carbonila de amida e de éster com o tempo de
reagdo sugere que a reagdo possibilitou a acetilacdo, ndo somente
dos grupos amino livres, mas também dos grupamentos hidroxilicos,
embora os grupos NH, sejam muito mais reativos que esses Ulti-
mos. A O-acetilagdo pode ser explicada pelo fato de possiveis quan-
tidades significativas de unidades glicosidicas com grupamentos
amino livres fazerem parte das regides cristalinas do polimero. Como
a reacdo de acetilacio se processou em meio heterogéneo, prova-
velmente, somente as regides amorfas foram acetiladas. Dessa for-
ma, em termos relativos, os grupos OH tornaram-se mais suscepti-
veis a reacdo, devido & menor exposi¢ao dos grupos NH,, crescendo
assim a probabilidade dos grupos acetila reagirem com os
grupamentos hidroxila.

Foi observado, também, um aumento significativo na intensi-
dade da banda a 1340 cm™ com o aumento do tempo de reagao.
Essa banda foi atribuida & deformag@o angular do CH,, correspon-
dente a metila de amida e/ou de éster.

Tabela 2. Razdes AC0<ami da)/AOH’ ACO(C,W)/AOH e AT\IH(M‘“W/AOH para a

quitosana e seus derivados acetilados (QA2, QAS e QA10=
quitosana acetilada por 2, 5 e 10 h, respectivamente)

AMOSTRA A /A, A /A A /A

CO(amida) ~ "OH CO(éster) © "OH NH(amina) =~ “OH

Quitosana 0,80 0 0,84
QA2 0,81 0,54 0,74
QA5 0,85 0,73 0,68
QA10 0,86 0,83 0,54

Uma andlise semiquantitativa dos graus de O- e N-acetilacdo pdde
ser feita a partir dos dados dos espectros obtidos. De acordo com o
método da linha base***, toma-se a banda de OH (3400 cm™) como
padrdo de referéncia interno. As razdes de absorc¢do entre a carbonila
de éster e de amida, bem como do grupamento amino com relagdo ao
grupo OH, AC:O(és(er)/ AOH’ AC:O(amida)/ A()H € ANH(amina)/ A()H’ respectivamen-
te, foram calculadas e utilizadas para quantificar o aumento da inten-
sidade das bandas C=0 de éster (1750 cm™) e C=0 de amida (1650
cm™), e a diminuigdo da banda de NH, (1550 cm™).

Pode-se observar, na Tabela 2, que a quitosana apresenta ra-
z0es de Ay, /Aoy SUPeriores as amostras modificadas quimica-
mente. Isso se deve a acetilacdo nos grupos amino livres desses
ultimos. Além disso, a medida que o tempo de acetilagdo aumentou
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(2, 5 e 10 h), reduziu-se a razido ANH(, -~ /A_ ., uma vez que oS
. R dmmd‘) OH

grupos amino livres foram sendo consumidos. Por outro lado, a
1az30 A pig/ Aoy €OMO era de se esperar, apresentou-se superi-
or para as amostras submetidas a reacdo, confirmando a acetilacdo
nos grupos NH,. Da mesma forma, 2 medida que se aumentou o
tempo de reagdo, aumentou-se também a razao A oo Bon

. Com rela.gao a razdo Ay ./ Aow e.la ¢ igual a zero para a
quitosana, pois esse polimero se caracteriza por apresentar apenas
os grupos amino parcialmente acetilados, estando os grupamentos
OH livres. No entanto, a O-acetilagdo pode ser confirmada pelos
valores da razdo A, . /A, para as amostras acetiladas. E, da

(éster) OH

mesma forma, pode-se observar que os valores dessa razdo crescem

com o aumento do tempo de reago.

Ressondncia magnética nuclear de C no estado sélido (RMN C)

A Figura 1 mostra o espectro de RMN *C da quitosana ndo
modificada e a associacdo dos picos aos dtomos de carbono, que se
encontra em concordincia com os dados da literatura**. Os picos
em torno de 24 e 175 ppm sdo atribuidos, respectivamente, aos
grupamentos metila (CH,) e carbonila (CO) do residuo da N-
acetilglicosamina®, que estdo presentes em aproximadamente 17%
na quitosana original. Os demais picos associados ao carbono en-
contram-se indicados na Figura 1.

s ~OH

C3,C5
g €2
c8
2s0 20 150 100 sa s a -50
2.78 e 1316

Figura 1. Espectro de RMN"*C da quitosana ndo modificada

A Figura 2 apresenta os espectros de RMN "*C das amostras de
quitosana acetiladas por 2 h. Assim como Vvisto na espectroscopia
por infravermelho, os espectros de RMN *C das amostras acetiladas
apresentaram poucas diferengas entre si. No entanto, os picos em
24 e 175 ppm (C8 e C7, respectivamente), para os trés polimeros
modificados, estdo significativamente mais pronunciados, em com-
paracdo com a quitosana ndao modificada, o que confirma a ace-
tilagdo nos grupamentos amino livres. Além disso, o pico a 175
ppm estd associado ndo s6 ao carbono da carbonila da amida (C7),
mas também ao carbono da carbonila do grupo éster (C10). Dessa
forma, a quantificagio isolada dos grupamentos OH e NH, aceti-
lados ndo foi possivel através dessa técnica, devido a sobreposicao
dos picos dos carbonos C7 e C10.

Os sinais em torno de 230 e 110 ppm, que aparecem nos espec-
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Figura 2. Espectros de RMN"C das amostras acetiladas durante: (a) 2 h;
(b)5h;e(c)l0h

tros das amostras acetiladas e estdo ausentes na quitosana, sao atri-
buidos a bandas laterais do pico a 175 ppm.

A partir da Tabela 3, pode-se perceber que todas as amostras
acetiladas apresentaram uma maior porcentagem de C7/C10 e C8
em relacdio a quitosana, o que € perfeitamente atribuida a acetilacio
ocorrida nos grupamentos hidroxila e amino livres. No entanto, es-
sas amostras ndo apresentaram, praticamente, nenhuma diferenca
entre si. Isso sugere que a modificagdo quimica deu origem a pro-
dutos muito semelhantes estruturalmente, embora o tempo de rea-
¢do tenha sido diferente.

Tabela 3. Comparagdo da intensidade dos picos entre a quitosana e
seus derivados, por RMN "*C

Quim. Nova

aum DS de 0,995 e a um percentual global de acetilagdo de 33%, se
forem levadas em consideracdo as duas hidroxilas presentes em cada
unidade glicosidica. Comparando esse dado da literatura com os re-
sultados obtidos nesse trabalho (DA entre 27 e 30%), pode-se consi-
derar que as amostras estudadas apresentam grau de acetilagdo da
mesma ordem de grandeza daquelas obtidas por acetilagdio em meio
homogéneo. A diferenga bésica entre as amostras obtidas por
acetilacdo em meio homogéneo e heterogéneo seria a distribuicio
dos grupos acetil ao longo da cadeia polimérica.

Tabela 4. Estimativa do grau de substituicdo da quitosana e seus
derivados

Amostra Grau de Substituicdo (GS)
Quitosana 0,13

QA2 0,82

QA5 0,89

QA10 0,91
Volumetria

Na tentativa de determinar o grau de O-acetilag¢do, realizou-se
também de uma caracterizag¢do volumétrica, tendo como base a nor-
ma ASTM D871-72. De acordo com a Tabela 5, € possivel verificar
0 aumento da porcentagem em massa dos grupos O-acetil e do grau
de substituicdo dos grupos OH, & medida que aumentou o tempo de
reacdo, estando esse resultado de acordo com a Tabela 4, obtida a
partir de dados dos espectros de RMN “C. E interessante observar
que, embora as amostras acetiladas apresentem grupos N-acetil,
estes ndo foram quantificados pelo método volumétrico, pois se tra-
ta de um método especifico para substituintes no grupo OH. Isso é
comprovado pelo resultado apresentado pela quitosana, que embo-
ra apresente grupos N-acetila na sua estrutura, como mostrado nos
resultados do infravermelho e RMN °C, esse grupo ndo foi
quantificado, sendo, pois, zero o valor do grau de substitui¢do O-
acetil, como seria esperado.

Tabela 5. Determinacdo por método volumétrico do grau de
substituicdo dos grupos OH dos derivados da quitosana

Amostra Tipos de carbono (% m/m)
C7 e C10(175 ppm) C8(23 ppm) Amostra O-acetil (% m/m) Grau de substituicdo (GS)
Quitosana 0,5 2,2 Quitosana 0 0
QA2 8,2 11,2 QA2 2,5 0,12
QA5 8,2 12,0 QA5 3,0 0,13
QAI10 8,1 11,8 QA10 3,5 0,15

Uma estimativa do grau de substituicdo (N- e O-acetilacdo) foi
realizada em fungfio da razio entre as porcentagens de carbono pre-
sentes nas amostras a 24 ppm (C8) e a 105 ppm (C1), sendo este
dltimo o padrdo interno de referéncia. De acordo com a Tabela 4,
pode-se verificar que as amostras acetiladas apresentaram graus de
substitui¢do entre 0,82 e 0,91. Tendo em vista que o grau de substi-
tui¢do maximo seria 3 (as duas hidroxilas dos carbonos 3 e 6, ¢ o
grupo amino livre), o percentual de OH e NH, acetilados variou de
27 a 30%. Em trabalhos anteriores publicados por outros pesquisa-
dores?™, a acetilagéio da quitosana em meio homogéneo foi realiza-
da pelo anidrido acético em solu¢do aquosa contendo um dlcool,
alcangando graus de N-acetilag@o na faixa de 25 a 99,5%, a partir da
variacdo da razdo molar anidrido acético/grupos amino livres da
quitosana. Entretanto, deve-se lembrar que, nessas condi¢des expe-
rimentais, a acetilagdo ocorre apenas nos grupos amino livres?. Dessa
forma, por exemplo, um grau de N-acetilagdo de 99,5% corresponde

Um paralelo entre o grau de substituicao obtido pelo método
volumétrico (Tabela 5) e o grau de substituigio obtido a partir dos
dados de RMN '3C (Tabela 4), com a finalidade de determinar o
grau de N-acetilagdo, ndo poderia ser realizado com extremo rigor,
uma vez que se constituem em métodos bastante diferentes de de-
terminagdo, com erros experimentais envolvidos. Entretanto, pode-
se observar uma significativa coeréncia entre eles. O GS determi-
nado por RMN "C foi sempre maior que o obtido por volumetria,
0 que corrobora com a maior reatividade dos grupos amino livres
em relagdo as hidroxilas.

Caracterizacido reoldgica
As andlises reoldgicas foram realizadas em géis de quitosana

acetilada. O primeiro passo, antes de se iniciar esse tipo de andlise,
foi encontrar pardmetros, como tensio e freqiiéncia de cisalhamento,
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apropriados para se trabalhar dentro da regido de viscoelasticidade
linear, uma vez que, para comportamentos viscoeldsticos ndo line-
ares, cada valor de tens@o aplicada leva a uma deformagio depen-
dente do tempo, que sé pode ser determinada por experimentos
conduzidos naquela tensdo. Por outro lado, na regido linear, os
moédulos de estocagem (G’) e de perda (G”’) independem da magni-
tude da tensdo aplicada®.

Primeiramente, foi analisada a influéncia da tensdo, da freqtién-
cia e do tempo de cisalhamento para diferentes concentragdes do
polimero em funcdo do grau de acetilagdo. Foi observado que os
g€is apresentaram pouca sensibilidade a variacao desses parametros,
sendo os valores de G’ praticamente constantes, o que € um indicio
da sua grande estabilidade.

Para todos os parametros analisados, o mddulo de estocagem
(G’) foi superior a0 médulo de perda (G’*), demonstrando que os
materiais obtidos possuem caracteristicas muito mais eldsticas que
viscosas.

Com relacdo as propriedades eldsticas, as amostras cujas con-
centragcdes em polimero eram maiores apresentaram valores de G’
superiores, o que pode ser atribuido ao maior nimero de sitios para
interacdes intermoleculares, que sido responsdveis pela reticulagdo
fisica do gel. Outro dado interessante € que, embora a diferenca
entre os graus de acetilagio seja pequena (Tabelas 4 e 5), foi sufici-
ente para permitir a obtencdo de géis com graus de rigidez diferen-
tes. Isso mostra que os grupamentos acetila, por ndo serem de ele-
vada massa molar, como os grupos acila utilizados por Hirano et
al.*“7 (com mais de seis carbonos), permitiram a formagdo de for-
tes e estaveis ligagdes hidrogénio nas por¢des ndo acetiladas.

Observou-se que as amostras mais acetiladas apresentaram va-
lores de G’ menores. Isso pode estar relacionado a diminuicdo dos
grupamentos hidroxila e amino livres, os quais seriam responsaveis
pela formagao de zonas de juncdo por intermédio de ligagdes hidro-
génio. Como as condicdes reacionais de acetilagdo utilizadas per-
mitiram a N- e O-acetilagdo, € provdvel que graus maiores de
acetilag@o aproximem a estrutura da amostra a estrutura da quitina
que, por sua vez, € solivel nesse meio. Nessas circunstincias, o
processo de gelificacdo parece ser um resultado do balango entre
N- e O-acetilacdo, que influencia diretamente nas interagdes
intermoleculares hidrofébicas e de hidrogénio.

A remog¢do do DMA, pelas sucessivas lavagens com dgua desti-
lada, foi comprovada por espectrofotometria na regido do ultravioleta
a partir de curva padrdo e permitiu a obteng¢do de um gel mais rigi-
do e até mais estdvel, provavelmente, pela formag@o de novas liga-
¢oes hidrofébicas e de hidrogénio, fazendo com que a estrutura do
gel se contraisse de forma a reduzir seu volume, dando a ele um
aspecto borrachoso.

Embora as amostras de quitosana acetilada fossem insoldveis
em dgua, como mostrado na Tabela 1, a miscibilidade do DMA nes-
se meio permitiu sua difusdo e, conseqiientemente, sua substitui-
¢do, sem que o gel fosse desfeito, permanecendo translicido. Isso
pode ser atribuido ao aumento da exposi¢do dos grupos -NH, du-
rante a gelifica¢@o, o que ndo foi possivel durante a andlise de solu-
bilidade, devido a preservagdo das regides cristalinas, uma vez que
a reacdo de acetilagdo ocorreu em meio heterogéneo.

A temperatura foi o ultimo pardmetro analisado. Pode-se obser-
var que, para as amostras nao tratadas (géis ndo lavados com dgua
destilada), a temperatura apresentou uma influéncia muito mais ex-
pressiva que para as amostras de géis lavados. A elevagdo do médulo
de estocagem (G’) com o aumento da temperatura pode ser atribui-
da a formagdo de novas zonas de juncdo, as quais, provavelmente,
sdo de cardter endotérmico. Esse tipo de fendmeno foi estudado por
Chenite ef al.*® em solugdes de quitosana, cujos grupamentos amino
livres foram neutralizados com fosfato de glicerol. Pdde-se obser-
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var que, para géis de QA5 (quitosana acetilada por 5 h) e QA10
(quitosana acetilada por 10 h) ndo lavados, os valores de G’ au-
mentam com a elevaciio da temperatura, ao contrdrio das amostras
QA2 (quitosana acetilada por 2 h). Isso pode estar relacionado com
a maior rigidez que essa tltima possui, dificultando, assim, um
rearranjo molecular. Por outro lado, os géis mais acetilados (QAS e
QA10), por possuirem maior flexibilidade, possibilitam uma maior
liberdade de movimento das moléculas no seu interior, o que favo-
rece a formacdo de novas zonas de jungdo com o aumento da tempe-
ratura. A menor sensibilidade das amostras lavadas ao aumento da
temperatura pode estar relacionada a redugdo da mobilidade das
moléculas, devido ao aumento das interacdes intermoleculares for-
madas nesse meio, e conseqiiente aumento das zonas de jungdo®.
Além disso, os géis lavados submetidos a esse tipo de andlise nio
apresentaram nenhuma mudanca no aspecto visual.

Um outro dado importante verificado foi a irreversibilidade
desses géis fisicos através de mudancas de pH (2 — 12), solvente
(DMA/5% de LiCl) e temperatura (até 120 °C). Isso comprova a
existéncia de fortes e estdveis interacdes intermoleculares, princi-
palmente pela provdvel reestruturacdo de regides cristalinas, que
foram responsdveis pelas fortes redes fisicas do gel.

A Figura 3 mostra o processo de gelificacio desses géis. E im-
portante ressaltar a facil moldagem dos géis preparados e a sua
capacidade de conservar a forma do molde ap6s a sinerese. Obser-
va-se, também, a significativa redu¢do do volume do gel apds a
lavagem, devido ao aumento das interagdes inter e intramoleculares,
porém, sem aparentes precipita¢des do polimero no gel. No entan-
to, € possivel verificar a translucidez do gel mesmo apds a remogao
do DMA.

Comparando-se as caracteristicas gerais dos géis estudados nesse
trabalho, que foram obtidos por acetilacdo em meio heterogéneo,
com as dos géis obtidos por acetilacdo em meio homogéneo™, pode-
se verificar que, nos dois casos, a gelificagdo ocorreu em resposta a
uma redugdo da hidroficidade da quitosana pela insercdo dos gru-
pos acetil e a utilizagdo de um meio com constante dielétrica ade-
quada, que permitiu um equilibrio entre as interac¢des inter-
moleculares hidrofébicas e hidrofilicas (ligagdes hidrogénio). Além
disso, pelos dois métodos sdo obtidos géis com resisténcia mecani-
ca bastante significativa, com o médulo de estocagem na faixa de
10* Pa, apds a lavagem com dgua destilada, que se faz necessaria
nos dois procedimentos.

CONCLUSOES

A caracterizagdo estrutural da quitosana modificada quimica-
mente apresentou evidéncias de incorporagdo dos grupos acetila tanto
nos grupamentos amino livres, quanto nos hidroxilicos, entretanto,
a diferenca em grau de substitui¢do das amostras em funcio do
tempo de reacdo foi pequena. Apesar disso, diferencas significati-
vas foram observadas nas propriedades reoldgicas dos géis obtidos
a partir da solubilizagdo do polimero em DMA-5% LiCl. Os
polimeros com menor grau de acetilacdo formaram géis com maior
moédulo de estocagem, avaliados a partir de varreduras de tensao,
freqiiéncia, tempo de cisalhamento e temperatura. Esse resultado
foi atribuido a diminui¢do dos grupamentos hidroxila e amino li-
vres com o aumento do grau de acetilagdo, os quais também seriam
responsdveis pelas zonas de juncdo formadas por intermédio de li-
gacdes hidrogénio. Todos os géis analisados, inclusive os que foram
submetidos a lavagem com dgua destilada, apresentaram mddulo
de estocagem maior que o médulo de perda, indicando que esses
géis apresentam comportamento eldstico acentuado. A facilidade
de moldagem desses géis, associada as suas propriedades reoldgicas
sugerem um potencial de aplicabilidade em diversas dreas.
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Figura 18. Variagdo do modulo de estocagem (G’) em fungdo da tensdo de cisalhamento aplicada para géis de QAS, a diferentes concentragdes do polimero
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Figura 3S. Varia¢do do mddulo de estocagem (G’) em fungdo da fregiiéncia de cisalhamento utilizada para géis de QAS, a diferentes concentragoes do
polimero
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—u— QA2 (gel ndo tratado)
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Figura 4S. Variacdo do médulo de estocagem (G’) em fungdo da freqiiéncia de cisalhamento utilizada para géis de quitosana com diferentes graus de acetilacdo,

a concentragdo de polimero 5 g/L

AAAAANANA-A-ANA-D—N-D— AN N1~ —B— 2 g/L (gel ndo tratado)
gk Rt — kA — kA —f—p—R—w——%—% 0 2 g/L (gel lavado)
—%— 5 g/L (gel nao tratado)
100004 —%— 5 g/L (gel lavado)
] —A— 10 g/L (gel nao tratado)
4—0—0-0—0-0-0—0-0—0-0—0-0—o—o-0—0-o—o-0  —A— 10 g/L (gel lavado)
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Figura 58. Variagcdo do modulo de estocagem (G’) em fungdo do tempo de cisalhamento para géis de QAS, a diferentes concentragdes de polimero
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—0—p—0—g—0—0—0—g—0—0—0—-0—0—0—-g—0—-0—0-0 —m— QA2 (gel n&o tratado)
—A—AA—A—ADAAAAAADAA—N=A—p-A —%— QA (gel n&o tratado)

100004 —%— QA5 (gel lavado)
] —A— QA10 (gel ndo tratado)
—A— QA10 (gel lavado)

E 1000 _g—g- 5 5—E-—E—E-E—E-E—E-E—E—HE-E—E-E—H-N

100
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Figura 6S. Variacdo do modulo de estocagem (G’) em funcdo do tempo de cisalhamento, para géis de quitosana com diferentes graus de acetilagdo, a
concentragdo de 5 g/L
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Figura 78. Variagdo do modulo de estocagem (G’) e de perda (G”) em fungdo da tensdo de cisalhamento aplicada para géis de quitosana QAS, a concentragdo

de 5 g/L



S6 Garcia et al. Quim. Nova

a0 —m—2 g/L (gel ndo tratado)
—w—p—% —0— 2 g/L (gel lavado)

—%— 5 g/L (gel nao tratado)
1000 —%— 5 g/L (gel lavado)
—A— 10 g/L (gel ndo tratado)
_ g—o—o—0—0—0-0-0— —A—10 g/L (gel lavado)
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Figura 8S. Variagcdo do modulo de estocagem (G’) em fungdo da temperatura para géis de QA5, a diferentes concentragoes de polimero

] D_D_D_D_D_DID/D_D/D—D\D‘”E —m— QA2 (gel néo tratado)
"g:g:g:g:g:{k—*—ﬁ—fk—ﬁ—ﬁ—*—*—*—fkaz/ . —0— QA2 (gel lavado)

i/ A~A_A_A,A—A’A—A‘A‘A‘A —*— QAS5 (gel nao tratado)
—A—A—ATAT —%— QA5 (gel lavado)

—A— QA10 (gel nao tratado)

—A— QA10 (gel lavado)
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Figura 9S. Varia¢dao do médulo de estocagem (G’) em fun¢do da temperatura para géis de quitosana com diferentes graus de acetilagdo, a concentragdo de
5g/L



