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Introdução

Quitina e quitosana são polissacarídeos de cadeias
lineares que contêm proporções variáveis dos
carboidratos 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose, unidos por ligações
glicosídicas β(1 → 4). Copolímeros em que predomi-
nam unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose,
que são solúveis em meios aquosos ácidos mas que
são insolúveis em meios neutros e alcalinos, são deno-
minados quitosanas[1].

Para se determinar as características de quitosana
visando correlacioná-las às propriedades que possam
resultar em aplicações é necessário que o polis-
sacarídeo seja purificado.  De fato, no contexto de
algumas aplicações de quitosana, tais como em dis-
positivos para a liberação controlada de drogas,
um elevadíssimo grau de pureza é requerido[1,2].

A purificação de quitosanas na forma neutraliza-
da, solúvel em meios de acidez moderada, é bastante

prática do ponto de vista do tempo, materiais e equi-
pamentos necessários à sua execução.  Porém, a so-
lubilidade restrita das amostras purificadas limita as
suas caracterizações a determinadas condições e, de
certa forma, dificulta a comparação de quitosana com
outros polieletrólitos.

Exemplo dessas dificuldades é a comparação de
quitosana com polieletrólitos aniônicos no que diz
respeito a comportamentos viscosimétricos.  Em ge-
ral, os polieletrólitos aniônicos são purificados em
suas formas salinas[3], solúveis em solução aquosa
0,1mol/L de NaCl, entretanto, quitosanas purificadas
na forma neutralizada não são solúveis nesse meio.
Assim, o sistema solvente mais empregado para a
caracterização e a determinação da rigidez/flexibi-
lidade de polieletrólitos polianiônicos através da
aplicação do modelo empírico de Smidsrod[4], a so-
lução aquosa de NaCl de concentração 0,1mol/L,
não solubiliza quitosana purificada na forma neu-
tralizada.
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No sentido de contribuir para reduzir as citadas
dificuldades e para avaliar a conveniência de purificar
quitosanas na forma salina para posterior caracteriza-
ção e comparação com outros polieletrólitos, neste tra-
balho são descritas e comparadas as metodologias
empregadas nas purificações de amostra comercial de
quitosana nas formas cloridrato e neutralizada.  Graus
de acetilação e viscosidades intrínsecas são determi-
nados através de diferentes técnicas e em diferentes
meios solventes, de acordo com as características das
amostras purificadas.  As viscosidades intrínsecas de
cloridrato de quitosana em soluções aquosas de NaCl
0,1mol/L e 0,2mol/L são determinadas com o objetivo
de verificar, através da magnitude e da variação da
constante de Huggins, a ocorrência de agregação nes-
sas soluções, em ausência de excesso de ácido.

Experimental

Purificações

A amostra de quitosana utilizada neste trabalho é
um produto comercial (Fluka/BioChemika) que, se-
gundo o fabricante, possui grau de desacetilação de
84,4% e massa molar média elevada.

A purificação da amostra na forma cloridrato foi
realizada por dissolução da amostra comercial em so-
lução de ácido acético diluído, seguida de filtração,
diálise e liofilização.  A forma neutralizada foi obti-
da por dissolução, filtração, precipitação, lavagens e
secagem da amostra purificada.

Cloridrato de quitosana foi obtido por dissolução
da amostra comercial (1,0 g de quitosana/100 mL de
ácido acético 1%) após agitação contínua durante 18
horas.  Após este período a solução obtida foi filtrada
através de membrana de porosidade 5 µm.  Em seguida
foram realizadas diálises com membrana de celofane
com limite de exclusão de 12.000 - 14.000 Da por dois
períodos consecutivos de 36 horas; o primeiro contra
solução aquosa de NaCl 0,2mol/L e o segundo contra
água deionizada. Após as diálises a amostra foi liofilizada
e armazenada em dessecador contendo sílica.

Para a obtenção da amostra purificada na forma
neutralizada foi adicionado, vagarosamente, 1,0 g de
quitosana comercial em 300 mL de ácido acético (3%)
e a agitação mantida constante por cerca de 18 horas.
Após este período a solução obtida foi sequencialmente
filtrada através de membranas de porosidades 5,0 µm,
1,2 µm e 0,45 µm.  À solução filtrada foi adicionado

NH4OH concentrado para a precipitação da forma neu-
tralizada de quitosana.  O precipitado foi filtrado e la-
vado com H2O até a neutralidade e depois com metanol.
A amostra purificada foi seca à temperatura ambiente
e armazenada em dessecador contendo sílica.

Caracterizações das Amostras

As amostras purificadas foram caracterizadas
através de determinações de teores de umidade e de
cinzas, de graus de acetilação (GA) e por visco-
simetria capilar de soluções aquosas diluídas.

Os graus de umidade e os teores de cinzas das
amostras foram determinados empregando o módulo
termogravimétrico DSC 2010 (TGA Instruments),
pelo aquecimento, em atmosfera de ar, de cerca de
5-10 mg das amostras à taxa de 10°C/min, entre 25°C
e 700°C.  Para as preparações de soluções de
quitosanas utilizadas nas medidas de viscosidade e
nas titulações, os graus de umidade das amostras fo-
ram levados em consideração para fins de cálculos
de concentrações.

Graus de Acetilação

Os graus de acetilação (GA) das amostras
purificadas foram determinados através de es-
pectroscopia 1H nmr e por titulações com solução pa-
dronizada de base, acompanhadas por medidas
condutimétricas.

Para a execução do primeiro método as amostras
foram dispersas em D2O para resultar em soluções
límpidas de concentração 10 mg/mL após agitação
durante 18 horas.  Ao solvente foi adicionado HCl
em quantidade suficiente (D2O/HCl 100:1 v/v) para
promover a solubilização de quitosana (imprescindí-
vel para a forma neutralizada de quitosana) e no sen-
tido de deslocar os sinais interferentes da região
examinada para a determinação de grau de acetilação.
Uma alíquota de aproximadamente 5 mL da solução
de quitosana foi transferida para um tubo apropriado
(φ = 5 mm) e o espectro foi adquirido a 80°C, utili-
zando pulso de 90° (8,2 µS) com varredura de 16 NS,
empregando espectrômetro BRUCKER AC200.

Assim, os graus de acetilação de quitosana foram
determinados por espectroscopia 1H-rmn através da
razão entre as áreas dos prótons metílicos do grupo
acetamido (ACH3; δ = 2,00ppm) e do próton ligado ao
carbono 2 do anel de glicosamina (AH2; δ = 3,12ppm),
expressa por[5,6]:
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A partir de medidas de condutância da solução
de cloridrato de quitosana em água pura a cada volu-
me de base adicionado, a curva de titulação foi
construída.  Para essas determinações, 0,1 g de amos-
tra de cloridrato de quitosana foi dissolvido em 80
mL de água destilada e deionizada, após agitação
constante durante cerca de 18 horas.  Após este perí-
odo a solução foi titulada com solução de NaOH (0,05
mol/L) à temperatura de 25° ± 0,1°C.  Foram realiza-
das duas titulações independentes e nas medidas de
condutância foi utilizado condutivímetro CD-21
Digimed.

Viscosidades Intrínsecas

Para as determinações de viscosidades intrínse-
cas, [η], foi utilizado o sistema AVS-350 acoplado a
um módulo diluidor automático AVS-20, ambos da
Schott-Geräte.  As medidas foram realizadas em ca-
pilar de vidro (φ= 0,53 mm) termostatizado em 25° ±
0,01°C e as soluções foram sequencialmente diluí-
das no próprio capilar através da adição programada
de volumes previamente determinados do solvente
adequado.  Os valores de tempos de escoamento, em-
pregados para as determinações de [η], correspondem
a médias de ao menos 5 determinações independen-
tes que não apresentaram variação maior que 0,09%.
Todos os tempos de escoamento foram automatica-
mente corrigidos para efeitos cinéticos pelo
acionamento de dispositivo específico no sistema
gerenciador das medidas.  A amostra purificada como
cloridrato de quitosana foi estudada em soluções
aquosas de NaCl 0,1mol/L e 0,2mol/L e aquela obti-
da na forma neutralizada em solução aquosa 0,3mol/L
ácido acético / 0,2mol/L acetato de sódio (pH≅ 4,5).
Os solventes e as soluções de quitosana empregadas
neste estudo foram previamente filtradas através de
membranas de porosidade 0,22 µm.

No tratamento dos dados para determinações de
valores de viscosidade intrínseca foi empregada a
equação de Huggins[7]:

η
sp

/C = [η] + k
H
 [η]2 C (2)

onde:

ηsp = viscosidade específica; C = concentração de
polímero (g/mL); [η] = viscosidade intrínseca (mL/g);
kH = constante de Huggins

Resultados e Discussão

Amostras uniformes e completamente solúveis de
polissacarídeos só são obtidas após um criterioso pro-
cesso de purificação[3].  Quanto à escolha entre as
metodologias de purificação devem ser levados em
conta o rendimento do processo, a solubilidade e o
grau de pureza das amostras purificadas.  As purifi-
cações de quitosana como cloridrato e na forma neu-
tralizada podem ser realizadas por diferentes
metodologias[1,8-10].

O procedimento de purificação empregado neste
trabalho para a obtenção de cloridrato de quitosana ocu-
pa muitos dias e resulta em flocos brancos que são
fácil e rapidamente dispersos em água e também em
soluções aquosas diluídas de ácido acético e de ácido
clorídrico.  A amostra purificada na forma neutraliza-
da, conforme o procedimento aqui descrito, demanda
menos tempo para ser preparada e corresponde a pó,
solúvel em soluções aquosas diluídas de ácido clorí-
drico e de ácido acético mas não em água.

Do ponto de vista de rendimentos, os procedi-
mentos empregados para as purificações da quitosana
comercial se assemelham.  Ambos resultam entre 70%
e 85% de material recuperado, sendo que na obten-
ção de amostras purificadas na forma neutralizada os
rendimentos são superiores.  Os rendimentos não são
muito elevados e são devidos a perdas por manipula-
ção e, principalmente, a materiais insolúveis e agre-
gados excluídos após as etapas de filtrações
empregadas nos dois procedimentos.  As frações ex-
cluídas podem corresponder a cadeias com graus de
acetilação superior a 60% e de massas molares mais
elevadas.  De fato, a presença de materiais insolúveis
nos produtos comerciais tem sido relatada[11] e deve
ser atribuída ao fato de tais produtos serem obtidos
por desacetilação de quitina em suspensão aquosa
alcalina, ou seja, por uma reação heterogênea.  Os
rendimentos inferiores resultantes da aplicação da
metodologia de purificação de quitosana como
cloridrato podem ser atribuídos às etapas adicionais
de manipulação necessárias à sua execução.

Os dados de graus de umidade (Tabela 1) mos-
tram que a amostra purificada como cloridrato pos-
sui grau de umidade muito superior ao da amostra
purificada na forma neutralizada.  Tal fato deve ser
atribuído à maior afinidade por água dos grupos amino
protonados comparados com suas formas
desprotonadas.  Assim, cloridrato de quitosana é um
polieletrólito na forma salina com grande afinidade
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por água, enquanto que sua forma neutralizada é um
polímero descarregado, com menor afinidade por
água.  O teor residual de cinzas é muito baixo no caso
do cloridrato de quitosana e praticamente nulo na
forma neutralizada.  Um estudo mais amplo demons-
trou que ambas as formas purificadas terão teores de
cinzas aproximadamente nulos se, nas etapas finais
de purificação, as amostras forem exaustivamente
lavadas (forma neutralizada) e dialisadas contra água
(forma cloridrato)[12]. No entanto, as amostras obti-
das neste trabalho são de pureza elevada[8] e podem
ser usadas em muitas aplicações[9]. Deve ser ressalta-
do que aplicações nas áreas médica e farmacêutica
demandam graus ultrapuros[1,2], que podem ser obti-
dos se cuidados adicionais são tomados[12].

A partir da curva de titulação condutimétrica de
cloridrato de quitosana (Figura 1), o ponto de equi-
valência, correspondente ao ponto de mínima
condutância da solução nas vizinhanças da acentua-
ção da inclinação da curva de titulação, pode ser pre-
cisamente determinado sem a necessidade de ajustes
ou descontos, como deve ser feito no caso da titulação
em presença de excesso de ácido[13].

Os valores de graus de acetilação (G.A.) de
quitosana comercial purificada em ambas as formas,
determinados através de espectroscopia de ressonân-

cia magnética nuclear do próton e por titulação, são
mostrados na Tabela 2.

Esses resultados mostram que há boa concordân-
cia entre os valores de graus de acetilação da amostra
purificada como cloridrato determinados através de
titulação e por 1H rmn.  Além disso, os valores expe-
rimentais de graus de acetilação determinados por 1H
rmn das amostras purificadas são concordantes entre
si, independentemente da metodologia de purifica-
ção empregada, o que indica que ambas as
metodologias são adequadas para esse fim.  Consi-
derando os graus médios de acetilação de quitosana
a partir das determinações por titulação (GA= 23,0%)
e por 1H rmn (GA  = 23,6%) pode ser constatado que,
em comparação com o dado fornecido pelo fabrican-
te (GA  ≅  15,6), as amostras purificadas apresentam
graus de acetilação mais elevados que o produto co-
mercial.  Tal diferença não é muito elevada mas su-
gere que o processo de purificação, com a conseqüente
exclusão de materiais insolúveis e agregados, de fato
fraciona a amostra de quitosana.

Das curvas de viscosidade reduzida (ηred) versus
concentração da solução de quitosana (Figura 2), fo-

Tabela 1. Valores de graus de umidade (GU) e de teores de cinzas
residuais (CR) das amostras purificadas de quitosana(a).

(a) os subíndices Cl e N identificam amostras purificadas como
cloridratos e na forma neutralizada, respectivamente.

Figura 1. Curva de titulação condutimétrica de cloridrato de quitosana.

Tabela 2. Graus de acetilação de amostras purificadas de quitosanas
determinados por espectroscopia 1H rmn, (G.A.)

RMN
, e por titulação,

(G.A)
TIT

.

Figura 2. Curvas de viscosidade reduzida versus concentração das
amostras de quitosana comercial purificadas como cloridrato (  NaCl
0,1mol/L;  NaCl 0,2mol/L) e na forma neutralizada (▲ ácido acético
0,3mol/L / acetato de sódio 0,2mol/L).
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ram determinados os valores de viscosidade intrínse-
ca, constante de Huggins e massa molar média
viscosimétrica (Tabela 3).

As retas obtidas apresentam excelentes coeficien-
tes de correlação entre os pontos experimentais
(r > 0,999) e os valores de constantes de Huggins de-
terminados nos solventes estudados são relativamente
pequenos (Tabela 3), indicando que soluções de boa
qualidade foram obtidas pela dissolução das amostras
purificadas de quitosana[14].  De fato, os valores de kH,
determinados com cloridrato de quitosana dissolvido
em solução aquosa 0,1mol/L de NaCl e com quitosana
purificada na forma neutralizada dissolvida em ácido
acético 0,3mol/L /acetato de sódio 0,2mol/L, são idên-
ticos e podem ser considerados bons indicativos da
solubilidade das amostras em ambos os solventes[14].

Por outro lado, o aumento de 20% no valor de kH

determinado em solução aquosa 0,2 mol/L de NaCl
sugere que, embora este ainda seja um valor inserido
no intervalo considerado normal para soluções
poliméricas[15], um processo de agregação passa a ser
favorecido à medida que aumenta a concentração de
sal externo, como observado com outros
polieletrólitos[16,17].

O valor de viscosidade intrínseca determinado em
ácido acético 0,3mol/L / acetato de sódio 0,2mol/L
permite, empregando a expressão que relaciona valo-
res de [η] e de massas molares médias proposta por
Rinaudo et al.[14], determinar M V ≅  315.000 g/mol para
a amostra de quitosana purificada na forma neutrali-
zada.  A expressão empregada é adequada à determi-
nação de M V  pois corresponde a experimentos
realizados no mesmo solvente, na mesma temperatura
e com amostras purificadas na forma neutralizada atra-
vés da mesma metodologia.  Os parâmetros K e a usa-
dos para o cálculo de M V são confiáveis pois foram
obtidos através do tratamento dos dados relativos ao
fracionamento de amostras de quitosana em análise
de cromatografia de permeação em gel com detecção

simultânea de concentração, de viscosidade e de mas-
sa molar média ponderal.

O emprego dos parâmetros adotados por Roberts
et al.[5] para soluções de quitosana em NaCl 0,2mol/L/
ácido acético 0,1mol/L resulta em M V ≅  1.500.000 g/
mol (Tabela 3) e confirma a informação do fabricante
segundo a qual o produto comercial possui massa molar
média elevada.  Entretanto, segundo alguns autores[14],
o valor superestimado resultante da aplicação dos
parâmetros descritos por Roberts et al.[5] deve ser atri-
buído à presença de grandes agregados, presentes como
conseqüência da má qualidade termodinâmica do
solvente empregado neste último caso.

A utilização dos parâmetros de Roberts et al.[5]

leva, portanto, a imprecisões consideráveis devido à
ocorrência de agregação que, entretanto, não foi ob-
servada quando cloridrato de quitosana foi estudado
em soluções aquosas de NaCl 0,1M e NaCl 0,2M.
Considerando que os solventes empregados no estu-
do de Roberts et al.[5] e neste trabalho diferem, prin-
cipalmente, quanto à presença ou não de ácido em
excesso, os resultados sugerem que é vantajoso puri-
ficar quitosana como cloridrato e estudar a amostra
purificada em soluções sem excesso de ácido.

Do estudo do efeito da força iônica sobre as solu-
ções aquosas, sem excesso de ácido, de amostras
purificadas de cloridrato de quitosana[12], resultou a
determinação da rigidez da cadeia desse polieletrólito
através da abordagem de Smidsrod[4].  O valor deter-
minado para o parâmetro de rigidez, B = 0,06, é mui-
to próximo daquele descrito por Rinaudo et al.[14] mas
difere daqueles em que cloridrato de quitosana foi
estudado em presença de excesso de ácido[10,18].  As
discordâncias podem ser decorrentes da agregação
de quitosana em solução que ocorre nos dois últimos
estudos citados[19], a qual não foi observada neste es-
tudo e no de Rinaudo et al.[14].  De fato, a ocorrência
de agregados nas soluções ácidas de quitosana utili-
zadas por Anthonsen et al.[10] foi observada através
de medidas estáticas de espalhamento de luz laser[20].

Os resultados obtidos sugerem que outros estu-
dos (tais como os voltados para caracterizações
reológicas, para a construção de curvas [η] = f(M),
para a determinação de massas molares médias e dis-
tribuições de massas moleculares) empregando solu-
ções aquosas de cloridrato de quitosana sem excesso
de ácido  podem contribuir muito para a caracteriza-
ção e o estabelecimento de relações estruturas/pro-
priedades de quitosanas.

(a)valor calculado empregando K=0,074 e a=0,76[14]; b) valor calculado
empregando K = 1,81 x 10-3 e a = 0,93 quando o sistema solvente NaCl
0,2 mol/L / ácido acético 0,1 mol/L é empregado[5].

Tabela 3. Valores de viscosidade intrínseca, constante de Huggins
(valores entre parênteses) e massa molar média viscosimétrica de
quitosanas purificadas(a,b).
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Conclusões

Considerando que o cloridrato de quitosana pre-
parado neste trabalho pode ser estudado em solução
aquosa na ausência de ácido e que o valor de kH de-
terminado nesse tipo de solvente é característico de
soluções de boa qualidade, pode ser concluído que a
purificação de quitosana como cloridrato, solúvel em
solventes aquosos sem excesso de ácido, da maneira
descrita apresenta uma vantagem importante em com-
paração com a metodologia em que amostras na for-
ma neutralizada são obtidas.  Nesse sentido, cloridrato
de quitosana tem sido estudado em soluções aquosas
sem excesso de ácido e contendo diferentes concen-
trações de NaCl, possibilitando a determinação da
rigidez da cadeia[12,19] que, estimada através da abor-
dagem de Smidsrod[4], é muito próxima daquela de
carboximetilcelulose[21], o que é coerente com a in-
terpretação que, ao menos para graus de acetilação
relativamente baixos, a rigidez intrínseca da cadeia
glicosídica determina a rigidez desses polieletrólitos.
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