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Resumo: Reacdes de desacetilacdo de quitina comercial em suspenséo aquosa de hidroxido de sédio foram
realizadas em etapa Unica de 6 horas a 115°C. Os efeitos de aditivos (boro hidreto de sddio ou antraquinona)
e de borbulhamento de gases inertes (nitrogénio ou argénio) sobre as caracteristicas das amostras desacetiladas
foram avaliados. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e viscosimetria capilar
foram empregadas para determinagdes de graus médios de acetilacdo e de viscosidades intrinsecas de
quitosanas, respectivamente. A difracdo de raiosX foi empregada para comparar as amostras quanto a
cristalinidade e os espectros no infravermelho foram comparados para avaliar modificagdes estruturais de-
correntes da reacdo de desacetilacdo. As quitosanas mais cristalinas foram obtidas quando um dos gases
inertes foi borbulhado no meio durante a reacdo de desacetilacdo. Amostras ligeiramente mais desacetiladas
foram obtidas na auséncia de qualquer aditivo, mas severa despolimerizagdo ocorreu nesses casos. A adi¢do
de boro hidreto de s6dio ao meio reacional reduziu significativamente a despolimerizagdo, mas a presenca de
antraquinona e o borbulhamento de nitrogénio, ou de argbnio, ndo surtiu qualquer efeito, sugerindo que a
presenca de oxigénio ndo é um pré-requisito para a ocorréncia de despolimerizagéo.
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Effects from Additives on Deacetylation of Chitin

Abstract: Deacetylation reactions of commercial chitin were carried out in aqueous sodium hydroxide solution
at 115°C for 6 hours. The effect from additives (sodium borohydride or anthraquinone) and of bubbling inert
gas (nitrogen or argon) on the characteristics of deacetylated samples were evaluated. Average degrees of
acetylation and intrinsic viscosity were determined by *H NMR spectroscopy and capillary viscometry,
respectively. X-ray diffraction was employed to evaluate changes in crystallinity and infrared spectroscopy
was used to monitor structural changes due to deacetylation. The bubbling of inert gas during the deacetylation
reaction resulted in more crystalline samples of chitosan. Deacetylations carried out without any additive
produced slightly more deacetylated chitosans but they were severely depolymerized. The depolymerization
process was much less important when sodium borohydride was added to the reaction medium but the addition
of anthraguinone and the bubbling of nitrogen, or argon, did not have any effect, this suggests that oxygen is
not required for depolymerization.
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Introducéo

Quitina e quitosana sdao polimeros atoxicos,
biodegradaveis, biocompativeis e produzidos por fon-
tes naturais renovaveis, cujas propriedades vém sen-
do exploradas em aplicacOes industriais e tecnoldgicas
ha quase setenta anost>?. Ambas estruturas sdo cons-

tituidas por unidades de 2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose e 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose
unidas por ligacdes glicosidicas 3(1 - 4), entretanto
os polimeros diferem quanto a proporcao relativa
dessas unidades e quanto a solubilidade. Na estrutu-
ra da quitina, que € insolUvel na maioria dos solventes
testados, predominam unidades de 2-acetamido-2-

Autor para correspondéncia: Sérgio P. Campana Filho, Instituto de Quimica de S&o Carlos, USP, Av. Trabalhador Sancarlense 400, CEP: 13560-970, Sdo

Carlos, SP. E-mail: scampana@iqsc.sc.usp.br

Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, vol. 11, n° 4, p. 169-173, 2001

169



Campana F°, S. P; Signini, R. - Desacetilacdo de quitina

deoxi-D-glicopiranose enquanto que quitosana, que
é predominantemente formada por unidades de
2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose, é soltivel em so-
lucdes aquosas diluidas de acidos organicos e
inorganicos-3l,

A quitosana, que ocorre naturalmente em alguns
fungos, é geralmente obtida pela desacetilagdo da
quitina, polissacarideo encontrado abundantemente
na natureza e que constitui os exoesqueletos de inse-
tos e crustaceos™®l. A principio, a hidrélise dos gru-
pos acetamida da quitina pode ser alcan¢ada em meio
acido ou alcalino, mas a primeira condigao ndo é em-
pregada devido a susceptibilidade das ligagGes
glicosidicas a hidrolise acidal*! . De fato, mesmo quan-
do realizada em meio alcalino, a desacetilacdo da
quitina raramente é completa, pois quitosanas sao
obtidas quando a extensdo da reacdo atinge cerca de
60% (ou mais) e 0 prolongamento da reacdo, que gera
produtos mais completamente desacetilados, também
provoca severa degradacdo das cadeias poliméricas.
Assim, condigdes muito severas de reacao, tais como
as empregadas na desacetilagdo da quitina por fusdo
alcalina, e o0 emprego de soluc@es alcalinas concen-
tradas, por tempos prolongados e a temperaturas ele-
vadas, sdo evitadas quando o objetivo é a obtencdo
de quitosana de massa molar elevadal*l. A pratica in-
dustrial mais comum, e que também € bastante em-
pregada em laboratérios de pesquisa, € aquela na qual
a desacetilacdo da quitina é realizada em suspensao
de solugdo aquosa de hidréxido de sédio, sendo que
a concentracdo dessa solucdo, o excesso de alcali, 0
tempo e a temperatura da reacdo sao variaveis, con-
forme o procedimento adotado. Assim, ndo se pode
definir uma condicéo padronizada para a realizagéo
dessa reacdo. Entretanto, é reconhecido que os prin-
cipais fatores que afetam a eficiéncia da desacetilacéo
e as caracteristicas das quitosanas obtidas s&ol:
a) temperatura e tempo de reagdo; b) concentracdo
da solucdo de alcali e adicdo de diluente (alcoois de
cadeia curta e cetonas sdo empregados); c¢) razdo
quitina/alcali; d) tamanho das particulas de quitina;
e) atmosfera da reacao e presenca de agentes que evi-
tem a despolimerizacéo.

Os efeitos devidos a presenca de aditivos (boro
hidreto de sddio e antraquinona) e ao borbulhamento
de gases inertes (nitrogénio e argbénio) sobre a
desacetilacdo de quitina comercial e sobre as carac-
teristicas das quitosanas obtidas sdo investigados neste
trabalho.
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Experimental

Desacetilacdo de quitina e caracterizacao das
quitosanas obtidas

Quitina comercial (Fluka/BioChemika), identi-
ficada como amostra F, foi submetida a reacdo de
desacetilacdo, conforme o procedimento descrito a
seguir: cerca de 4,6 g da amostra F, previamente tri-
turada em liquidificador doméstico por 2 minutos,
foram suspensos em 220 mL de solucdo aquosa de
hidréxido de sodio (40%) a 115 + 2°C e a suspensao
foi mantida sob agitacdo mecénica constante (350
rpm) durante 6 horas em reator de vidro encamisado
e conectado com banho termostatico de circulagdo.
Apos este periodo a suspenséo foi filtrada e o solido
lavado com &gua até a neutralidade das aguas de la-
vagem; em seguida foi lavado com metanol e entdo
seco a temperatura ambiente. Todas as reacGes de
desacetilacdo foram realizadas com 0 mesmo mate-
rial, que é constituido por particulas de quitina com
granulometria conhecidal®, de maneira a excluir os
efeitos devidos a variacdo desse fator. Da mesma
maneira, outros fatores e condicGes que afetam a rea-
cdo e as caracteristicas das quitosanas obtidas foram
mantidos invaridveis em todos os experimentos. En-
tretanto, as condicBes empregadas nas reagdes de
desacetilacdo foram variadas com relagéo a presenca
de aditivos (0,1 g de NaBH,/1 g de quitina ou 0,003 g
de antraquinona/l g de quitina) e quanto ao emprego
de fluxo de gas inerte (nitrogénio ou argbnio), visan-
do minimizar a ocorréncia simultanea de des-
polimerizagéo.

As quitosanas obtidas foram purificadas na for-
ma neutra ap6s dissolucdo em acido acético diluido,
filtracdo e precipitacdo por adicdo de hidroxido de
amoniol®l. Seus graus médios de acetilagdo (GA) e
viscosidades intrinsecas ([n]) foram determinados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
préton (*H RMN) e viscosimetria capilar, respectiva-
mente, conforme procedimentos descritos anterior-
mentel’8],

Medidas de difrag&o de raios-X foram realizadas
empregando difratdmetro de raios-X RIGAKU (USP-
IFSC) com tubo de cobre (A = 1,54 A); a voltagem e
a corrente utilizadas foram de 40kV e 40mA,
respectivamente. Essas medidas foram realizadas no
intervalo de 3-50° com velocidade de varredura de
1°/minuto em etapas de 0,02°.
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Espectros de infravermelho foram obtidos a par-
tir de pastilhas amostra/KBr (1:100 m/m), empregan-
do espectrémetro BOMEM modelo MB-102 com
transformada de Fourier.

Resultados e Discussao

Independentemente da presenca de aditivos e do
emprego de fluxo de gés inerte, as reacdes de
desacetilagdo de quitina foram experimentos
reprodutiveis que propiciaram, em todos 0s casos, a
recuperacdo de 50-60% da massa do material inicial
na forma de quitina desacetilada ( Ga <12%). Apés a
purificacdo, as quitosanas foram caracterizadas atra-
vés de determinagdes de graus médios de acetilagdo
e de viscosidades intrinsecas (Tabela 1), por
espectroscopia no infravermelho (Figura 1) e difracéo
de raios-X (Figura 2).

Embora os espectros no infravermelho de quitina
e de quitosana apresentem semelhancas (Figura 1),
podem ser observadas diferengas, que s&o atribuidas
a diferentes contetidos de grupos acetamida, princi-
palmente nas regides correspondentes aos seguintes
intervalos de nimero de onda: 3700 cm* — 3000 cm,
3000 cm™ - 2800 cm* e 1800 cm™* - 1500 cm™. De
fato, embora ocorra uma banda muito larga e intensa
na regido definida pelo primeiro intervalo citado aci-
ma, atribuida a deformagcao axial de grupos O — H e
N — H, podem ser observados mais detalhes no es-
pectro de quitina do que naqueles de quitosanas.

Entretanto, essas diferencas ndo devem ser atri-
buidas somente as diferentes estruturas primarias de
quitina e quitosanas com respeito ao teor de grupos
acetamida, mas também a ocorréncia de um
empacotamento mais ordenado em quitina. Assim, o
pequeno ombro em torno de 3480 cm™ no espectro

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Figura 1. Espectros no infravermelho das amostras de quitina e de
quitosanas obtidas por desacetilagOes realizadas em diferentes condicoes.

de quitina, e que ndo é observado nos espectros de
quitosanas, pode ser atribuido as ligagGes hidrogénio
intramoleculares envolvendo o grupo O-H ligado ao
carbono da posicdo 6 do anel de glicopiranose e o
grupo C=0 das acetamidas?.

Também, as bandas em torno de 3260 cm™ e 3100
cm! no espectro de quitina, e que ndo sdo observadas
nos espectros de quitosanas, podem ser atribuidas aos
grupos N-H da acetamida em ligaces intermoleculares
de hidrogénio. Na regido de deformagdo axial de C-H,
correspondente ao intervalo 3000 cm? - 2800 cm™?, o
espectro de quitina apresenta bandas mais intensas, e
em maior nimero do que observado nos espectros de
quitosanas, devido ao elevado teor de acetamidas do
primeiro polimero. No intervalo 1800 cm™- 1500 cm',
no qual s&o observadas as bandas denominadas de amida
| e de amida 11, os espectros de quitina e de quitosanas
sdo muito diferentes. No espectro de quitina, podem ser
observados dois sinais de intensidades semelhantes, pro-
ximos de 1660 cm* e de 1625 cm™, correspondentes a
banda de amida I. O desdobramento da banda de amida
I, como observado no espectro de quitina, é associado

Tabela 1. Graus médios de acetilagéo (G_A), viscosidades intrinsecas ([n]), massas molares médias viscosimétricas (W), indices de cristalinidade

(I.) € didmetros médios de cristalitos de quitinas desacetiladas®.

Amostra Aditivos/Gas (%) GA [nl(mL/g) M, x104® g (%) D,, (A)
F, nenhum 95+1,3 514 + 23 11,1+ 06 64 185
F, NaBH, 11,6+ 15 827 + 65 205+ 21 67 17,6
Fu Antraguinona 10,7+ 1,7 481 + 7 10,0 67 14,2
F, Nitrogénio 112+20 490 + 20 10,3+ 0,6 70 20,0
F. Argbnio 10,5+ 0,7 497 + 50 10,5 74 20,5
= NaBH,/ Nitrogénio 11,3+ 1,8 883 + 42 223+ 15 67 14,2

(a)As reagOes foram realizadas em duplicatas, com excecéo das que resultaram nas amostras F e F que correspondem a triplicatas.
(b)Valores calculados a partir de [n] utilizando os parametros apropriadost®.
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Figura 2. Difratogramas das amostras de quitina e de quitosanas obti-
das por desacetilacdes realizadas em diferentes condigdes.

com interacOes intermoleculares e a primeira banda é
atribuida as ligagGes hidrogénio de grupos C=0 e gru-
pos N-H, enquanto que a banda centrada em 1625 cm-!
é atribuida as ligacGes hidrogénio envolvendo grupos
C=0, N-H e O-H ligado ao carbono da posic¢éo 6 do
anel de glicopiranose®l. A banda de amida I € menos
intensa nos espectros de quitosanas e 0 seu desdobra-
mento ndo é observado nesses casos. Além disso, a ban-
da de amida I1, centrada em 1560 cm, é menos intensa
nos espectros de quitosanas, como conseqliéncia do
acentuado processo de hidrdlise dos grupos acetamida
de quitina.

O emprego de difracdo de raios-X também per-
mite distinguir claramente a quitina de partida de seus
derivados desacetilados. De fato, o difratograma de
quitina apresenta sinais mais resolvidos e em maior
namero do que observado nos difratogramas de
quitosanas (Figura 2), o que é atribuido a existéncia
de dominios cristalinos, maiores e em maior nimero
no caso de quitina™l. Os indices de cristalinidade
(Icr)™* e o diametro médio aparente dos cristalitos
(D4p)™*4 podem ser determinados com 0 emprego das
EquacBes 1 e 2, respectivamente.

%l o = 'CI;'Axloo 1)
C

sendo: I, e 1, as intensidades dos sinais das regides
cristalinas (26[20°) e amorfas (26[12°), respecti-
vamente.

KA

0 = cosl0) 4 @
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sendo: K uma constante; A (A) o comprimento de onda
da radiagdo empregada; 6 o &ngulo (rad) do sinal de-
vido as regides cristalinas; 3, (rad) a largura do sinal
devido as regides cristalinas no ponto em que sua in-
tensidade é a metade da intensidade maxima.

A quitina comercial empregada neste trabalho tem
Icr [185% € Dy, 035A, valores muito superiores aos
de seus derivados desacetilados (Tabela 1), o que é
coerente com as modificacdes observadas por
espectroscopia de infravermelho. As quitosanas mais
cristalinas, e que possuem cristalitos maiores, foram
obtidas quando o meio reacional empregado na
desacetilacdo de quitina foi borbulhado com gases
inertes. As diferencas entre as quitosanas, no que diz
respeito a essas caracteristicas (Icg € D), Ndo pare-
cem, entretanto, ter uma relagdo simples com seus
graus médios de acetilagdo e massas molares médias
viscosimétricas.

Os valores de graus médios de acetilacdo das
amostras (Tabela 1) estdo inseridos em um intervalo
restrito (de 9,5% a 11,6%) e sdo, em todos os casos,
muito proximos daqueles mencionados na literatura
para desacetilacGes de quitina realizadas em uma eta-
palll. Esses resultados mostram que a eficiéncia da
desacetilacdo independe da presenca de aditivos e do
emprego de fluxo de gas inerte, mas a extensdo do
processo de despolimerizagdo é fortemente influen-
ciada pela presenca de boro hidreto de sédio no meio
reacional.

De fato, € constatado que a adi¢do de NaBH, ao
meio, isoladamente ou simultaneamente ao emprego
de fluxo de nitrogénio, levou a obtencdo das
quitosanas que apresentaram os maiores valores de
viscosidade intrinseca e, consequentemente, de mas-
sas molares meédias viscosimétricas mais elevadas.
Assim, a comparagdo entre as quitosanas obtidas na
presenca e na auséncia de NaBH, mostra que os va-
lores de viscosidade intrinseca das primeiras (amos-
tras Fg e Fgy) S80, em média, cerca de 40% maiores.
Por outro lado, é constatado que a adicdo de
antraquinona e o borbulhamento de nitrogénio, ou
argbnio, ndo impedem a despolimerizacéo, reforcan-
do a idéia que a presenca de oxigénio nao é uma pré-
condicéo para a sua ocorréncial®l.

Conclusdes

A adicdo de NaBH,, um agente redutor, ao meio
reacional minimiza a ocorréncia de despolimerizacao
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durante a reacdo de desacetilacdo de quitina em meio
aquoso alcalino. A adicdo de antraquinona e o
borbulhamento de nitrogénio (ou argbnio), que reti-
ram oxigénio do meio reacional, ndo impedem a
despolimerizacdo, sugerindo que a presenca de oxi-
génio ndo é uma pré-condicao para a sua ocorréncia.
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