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RESUMO

A quitosana é um polimero que contém mais de 5000 unidades de glicosamina,
sendo obtida comercialmente por desacetilagdo alcalina da quitina (um polimero da N-
acetil-glicosamina) extraida de exoesqueletos de molusco. A quitosana ¢ de baixo custo,
possui caracteristicas ndo téxicas e tem grupos funcionais amino potencialmente reativos.

Este biopolimero apresenta diversas aplicagdes em muitos campos diferentes como:
fungicida na agricultura, como agente floculante em tratamento de aguas residuais, como
aditivo de comida na industria de alimentos, como hidratante em cosméticos e, mais
recentemente, como agente farmacéutico em medicina.

Nesse trabalho relata-se a preparacdo, caracteriza¢do e aplicagdo de derivados de
quitosana.

Inicialmente fez-se o estudo do grau de desacetilagdo da quitosana comercial pelo
método de Ressondncia Magnética Nuclear comprovando-se que o grau de desacetilacdo de
quitosana pode ser evidenciado pela area de integragdo dos espectros de carbono 13
CP/MAS obtidos. Considerando-se a quitosana completamente acetilada, a integracdo para
um carbono do anel cetalico € equivalente a um carbono do grupo acetamida.

Os derivados foram preparados por reacdo de condensagdo da quitosana com acidos
carboxilicos usando-se carbodiimidas como agente acilante, e reagdes da quitosana com
aldeidos obtidos de 6leos essenciais através da formacdo da base de Schiff e reducdo com
NaBH,. Os derivados assim obtidos tiveram excelentes rendimentos e foram caracterizados
por RMN *C CP/MAS e espectroscopia de IV.

Os derivados foram testados quanto a capacidade de adsor¢do de ions metalicos tais
como Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il). A concentragdo de metal adsorvido foi determinada por
espectrofotometria de absor¢io atdmica em chama.

Dois derivados, quitosana-N-3,7-dimetil-2,6-octadieno e quitosana-N-3,7-dimetil-
6-octaeno foram selecionados para o estudo das isotermas de adsor¢io empregando o
método de regressdo nfo linear para ajustar os dados obtidos. O modelo proposto para o
estudo foi o de Langmuir.

O derivado quitosana-N-3,7-dimetil-6-octaeno foi testado como veiculo para
liberagdo controlada de paracetamol e L-Dopa que foram microencapsulados pela técnica

“Spray Drying” e, entdo submetidos a um estudo de liberagdo “in vitro” simulando as
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condigbes do trato gastrointestinal. Os resultados foram analisados por espectroscopia no
infravermelho e permitiram observar que o paracetamol foi liberado a pH 1,2 em um
periodo de duas horas. Entretanto, para os estudos realizados com a L-Dopa
microencapsulada o espectro no Infravermelho mostra que ndo tivemos uma liberacdo
eficiente da L-Dopa devido a oxidagdo da mesma sob essas condigdes.

O derivado obtido por reacdo de condensagio das microcapsulas de quitosana com
o 4cido nonanedidico (QTS-AZ) foi testado quanto a sua capacidade quelante para ferro. O
estudo efetuou-se através da impregnacdo das microesferas de QTS-AZ com o ferro(Il), e
em seguida testou-se a liberagdo do mesmo em meio acido determinando sua concentragdo
por absor¢do atdmica. Os resultados mostraram que apenas 16% do ferro(Il) foi liberado.

Estes resultados mostram um grande potencial de aplica¢des para os novos

dertvados de quitosana preparados neste trabalho.



ABSTRACT

Chitosan is a polycationic polymer containing more than 5000 glucosamine units
and is obtained commercially by alkaline deacetylation of chitin (a N-acetyl-glucosamine
polymer) from shellfish exo-skeletons. Chitosan is inexpensive, non-toxic and possesses
potentially reactive amino functional groups. It has been shown of potential use in many
different fields: as an antifungal compound in agriculture, as a flocculating agent in
wastewater treatment, as a food additive in food industry, as a hydrating agent in cosmetics,
and more recently, as a pharmaceutical agent in medicine.

In this work is reported the preparation, characterization and applications of several
chitosan derivatives. These derivatives were prepared, after the deacetylation degree of the
starting chitosan was determined by >C NMR.

The derivates were obtained by chitosan condensation with carboxylic acids using
carbodiimides as acylating and chitosan reaction with aldehydes, obtained from essential
oils, produced the respective Schiff bases which were reduced with NaBH; to give the
alkyl derivatives. All these compounds were obtained in high yields and were characterized
by spectroscopy specially NMR CP/MAS "°C and IR.

These chitosan derivatives were tested to check their capacity in adsorbing metallic
1ons such as Cu(Il), Ni(Il), and Pb(Il) being the residual solutions of those metals analyzed
by atomic absorption spectrophotometry.

Two derivatives, N-3,7-dimethyl-2,6-octadien-chitosan and N-3,7-dimethyl-6-
octaen-chitosan were selected for the adsorption isothermal using non linear regression to
adjust the absorption data. The proposed model used in this studies was the Langmuir
model.

N-3,7-dimethyl-6-octaen-chitosan was also tested as vehicle for controlled drug
liberation. Paracetamol and L-Dopa were microencapsulated with chitosan, by spray dry
technique, and then submitted to the study of liberation “in vitro” using simulation of the
gastrointestinal tract. The liberated drug was analysed by IR spectroscopy and shown that
Paracetamol was liberated in good yield at pH 1,2 in two hours period. However L-Dopa
did not show good results in the liberation due to oxidation of this substance under the

conditions of the experiment.
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Another derivative was obtained by the reaction of chitosan with azelaic acid
(nonanedienoic acid) and it was tested as chelating agent for iron. The study occurred
through the impregnation of the beads of QTS-AZ with the iron(Il), and soon after the
liberation of the iron was tested in certain acid middle your concentration for atomic
absorption. The results obtained were excellent because only 16% of iron(Il) was liberated.

These results shown a great potential for the new chitosan derivatives prepared in
this work. They shown potential in several applications such capacity of adsorbing metallic

1ons, in drug liberation and in chelating metals such iron (II).
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1.1 - HISTORICO

A quitina (fig. 1, pag. 2) quimicamente denominada B-(1—4)-2-acetamido-2-deoxi-
D-glicose, é um biopolimero encontrado em invertebrados marinhos, insetos, fungos e
leveduras. Em geral aparece associada as proteinas, formando glicoproteinas, sendo uma
espécie de reservatério de carboidrato e nitrogénio. Além disso, a quitina serve como
material estrutural e protetor, sendo que as carapacas de crustaceos, tais como lagostas
caranguejos e camardes, contém em torno de 15-20% de quitina, 25-40% de proteinas e 40-

55% de carbonato de calcio [1,2].

Figura 1: estrutura parcial da quitina

A férmula estrutural da quitina (fig. 1, pag. 2) é muito similar 4 da celulose (fig 2,
pag. 2), diferenciando-se apenas pelo substituinte do carbono 2. Na quitina o carbono dois
(C-2) apresenta um grupo N-acetil (-NHCOCH;), enquanto na celulose existe o grupo

hidroxila (OH). A quitina natural possui em torno de 10% de grupos aminos (NH,) livres
[1.2].

Figura 2 : estrutura parcial da celulose



A quitosana (fig. 3, pag. 3) é um derivado obtido por desacetilagdo da quitina (fig.
1, pag. 2). Durante a desacetilagdo parte das ligagdes N-acetil sdo rompidas com formagdo
de unidades de D-glicosamina que contém o grupo amina livre. Quando se obtém um grau
de desacetilagio acima de 70% o polimero ja pode ser considerado quitosana. As

caracteristicas desse polimero dependem fundamentalmente do grau de desacetilagdo e do

tamanho da cadeia do polimero [3].

QUITINA

HIDR(')OLISE ALCALINA,
T=110 C

Figura 3 : estrutura parcial da quitosana

A quitina e a quitosana sd3o biologicamente sintetizadas em um total de
aproximadamente 1 bilhdo de toneladas anualmente, sendo biodegradadas sem actimulo
excessivo na natureza, através do ciclo da quitina [3], (fig. 4, pag. 4).

A produgio de quitina e quitosana atualmente [4] € obtida a partir de carapagas de
caranguejos e camardes descartados pela industria de enlatados em Oregon, Washington,

Virginia e Japdo. Varios paises possuem recursos extensos de crustaceos ndo explorados,



como por exemplo, Noruega, México e Chile. Essa produgdo de quitosana a partir de
carapagas de crusticeos é economicamente possivel, especialmente se isto inclui a
recuperagio de carotenoides [4].

Quitina e quitosana sio produzidas agora comercialmente na India, Japdo, Polénia,
Noruega e Australia[4]. O pre¢co mundial da quitosana (em pequenas quantidades) é

US$7,5/10 g (lista de prego da Sigma e Aldrich).

Quitina deacetilase
QUITINA == QUITOSANA
Quitinase 4
Lisozima Quitosanase
QUITINA - OLIGOSSACARIDEOS QUITOSANA - OLIGOSSACARIDEOS
N-acetil-B-D-glicosamina
N-ACETIL-D-GLICOSAMINA GLICOSAMINA

Figura 4 — Ciclo da quitina



1.2 - PROPRIEDADES DA QUITINA E DA QUITOSANA

Muitos polissacarideos naturais como por exemplo celulose, dextrana, pectina,
acido alginico, agar, agarose e carrageninas, sio de natureza acida ou basica, enquanto que
quitina e quitosana sio polissacarideos altamente basicos. Sio propriedades exclusivas as
formagdes de polioxisais, habilidade para formar filmes, quelante para metais e
caracteristicas estruturais optica [4].

Semelhante a celulose, a quitina funciona naturalmente como um polissacarideo
estrutural, mas difere da celulose nas suas propriedades. A quitina € altamente hidrofobica e
insolivel em muitos solventes orginicos. E solivel em hexafluoroisopropanol,
hexafluoroacetona, alcoois clorados em conjugagdo com solugdes aquosas de acidos
minerais e dimetilacetamida contendo 5% de cloreto de litio. A hidrélise da quitina com
acidos concentrados sob condigdes drasticas produz D-glicosamina relativamente pura [4].

A quitosana € insoluvel em agua, mas se dissolve em acidos orgdnicos, tais como
acido acético e formico e acidos minerais, produzindo uma solucio viscosa. Os
grupamentos aminicos da quitosana sdo completamente protonados em pH ~ 3,
ocasionando sua dissolucdo.

Teém sido reportado recentemente, que a habilidade de formagéo de gel da quitosana
em N-6xido de N-metilmorfolina € aplicado nas formulacGes de liberagdo controlada de
drogas [4].

A presenga do grupamento amino na cadeia polimérica da quitosana € o ponto de
partida para inimeras modificagdes quimicas. Os grupos hidroxilas C-6 (primario) e C-3
(secundario) também podem ser utilizados na preparagio de derivados. A quitosana,
portanto, sofre reagdes tipicas das aminas, das quais a N-acilag¢do e a rea¢do de Schiff sdo
as mais importantes [4].

A quitosana pode também reagir com um reagente que contenha dois ou mais
grupos funcionais reativos, ou seja, as moléculas podem ser estabilizadas por ligacdes
intermoleculares ou ligagdes cruzadas (cross-linked). O glutaraldeido pode ser usado para
nibir a solubilizagdo através da formagdo da base de Schiff com os grupos aminas livres da

quitosana produzindo uma quitosana reticulada [5] (fig. 5, pag. 6).



N-acilagio com anidridos ou haletos de acila introduzem grupos amidas no

nitrogénio da quitosana. Anidrido acético fornece a quitina completamente acetilada [4].

Figura 5 —Estrutura da Quitosana reticulada com glutaraldeido

A temperatura ambiente a quitosana forma aldiminas e cetiminas com aldeidos e
cetonas, respectivamente. A reagdo com cetoacidos, seguida de adigdo de borohidreto de
sédio produz glucans transportadores protéicos e grupos aminos nio protéicos. A N-
carboximetil quitosana é obtida a partir do acido glioxilico [4].

Reacgdo da quitosana e aldeido produzem N-alquil quitosanas apds hidrogenagido. A
presenca de um ou mais substituintes volumosos enfraquecem as ligagdes de hidrogénio da
quitosana; conseqiientemente N-alquil quitosana intumescem em agua a despeito da
hidrofobicidade da cadeia alquil formando um, filme indicando uma propriedade da
quitosana [4].

A qualidade e propriedades da quitosana tais como: pureza, viscosidade, grau de
desacetilacdo, peso molecular, e estrutura do polimero variam dependendo dos fatores

empregados na manufatura (hidrolise), que influenciam de forma decisiva as caracteristicas

do produto final [3].



O grau de desacetilagdo ¢ uma das mais importantes propriedades quimicas da
quitosana sendo que esta propriedade determina a quantidade de grupos aminas “livres” no
polissacarideo. Os principais métodos para determinagio do grau de desacetilagdo
baseiam-se em espectroscopia na regido do infravermelho e ultravioleta, na cromatografia
gas-liquido, e por titulagdo potenciométrica [6].

O peso molecular da quitina natural é normalmente acima de hum milhdo, em
quanto o da quitosana comercializada varia entre 100.000 a 1.200.000 daltons. Sua
determinagio pode ser feita por cromatografia, dispersdo de luz ou por viscosimetria, que é
o método mais simples e rapido. 7

A quitina e a quitosana s3o recomendadas como materiais convenientemente
funcionais, por causa ainda de suas excelentes propriedades tais como: biocompatibilidade,

biodegradabilidade, propriedades nio toxicas e propriedades adsorventes.

1.3 — APLICACOES

Uma ampla variedade de aplicagdes médicas para quitina e seus derivados tém sido
reportadas inimeras vezes nas ultimas trés décadas [6-8]. A quitosana pode ser usada para
inibir fibroplasia em cura de ferida e para crescimento de tecido promovendo diferenciagio
em cultura de tecido [7-9].

A baixa solubilidade da quitina € o fator limitante na sua utilizagdo. Apesar dessa
limitacdo, varias aplicagdes da quitina e quitinas modificadas tém sido reportadas. Na
indastria tem aplicagdo em produtos de alto valor agregado tais como: cosméticos, agentes
de liberagdo de farmacos no organismo, aditivos alimentares, membranas semipermeaveis,
farmacéuticas. Na biotecnologia a quitosana tem um grande potencial podendo ser usada na
forma de flocos, gel ou membrana na imobilizagdo de células em meios de cultura [4].

Dentre as diversas aplicagdes da quitosana, podemos citar a sua utiliza¢gio na
clarifica¢do de sucos, através da remocdo de corantes, e 0 seu uso em cosmético de uma
forma geral na preparagido de cremes, log¢des etc.

Na agricultura a quitosana pode ser usada como protetora de sementes, devido suas

propriedades fungicida e bactericida, além de reter umidade e nutrientes. A quitosana



potencializa a germinagdo de sementes, além de ser um agente de encapsulamento para

liberacdo lenta de nutrientes e adubos [3].

Atualmente, as aplicagdes da quitosana centralizam-se no tratamento de &guas
residuais e recentemente foi comprovada sua eficiéncia na confec¢io de biomateriais, como
membranas renais, pele artificial, lentes de contato e outros produtos [4].

A remogdo de metais pesados por quelagio tem recebido aten¢io especial [4].
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2.1 - OBJETIVO GERAL

Obter derivados de quitosana a partir de substincias abundantes em nossa regido,
tornando atraente a possibilidade de se usar matéria-prima regional na obtengdo de novos
compostos que possam ter uma aplicagido industrial.
2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Determinar do GD da quitosana por RMIN
-Obter N-acil-quitosanas a partir de acidos graxos derivados do 6leo de mamona

-Obter N-alquil-quitosanas a partir de aldeidos obtidos de 6leos essenciais

-Aplicar os derivados obtidos na remocdo de metais, na microencapsulagio de farmacos e

na complexagdo do ferro para tratamento de hiperfosfatemia
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3.1—- REACOES DE N-ACILACAO UTILIZANDO-SE ACIDOS CARBOXILICOS

A N-acilagdo pode ser realizada por varios caminhos, se bem que nem todos sdo
aplicados praticamente na preparacdo de N-acil derivados.

La Roche et al [10] descreveram um procedimento simples para a N-acilagdo da
quitosana. A reagdo ocorre por aquecimento a 90°C de uma solugio de 4cido férmico e
quitosana com adi¢do gradual de piridina. Aiba etal [11] seguiu esse procedimento para N-
acetilacdo da quitosana, usando 20% acido acético. No entanto a reagdo tornou-se muito
lenta, aproximadamente apenas 50% da acetilagio ocorreu apés 300 h a 80 0

A N-acilagdo mediante rea¢do envolvendo carbodiimidas t€m sido reportadas. Yaku
e Yamashita [12] acetilaram a quitosana com acido acético e diciclohexilcarbodiimida
(DCC) usando DMF em meio aquoso como solvente. Entretanto a reagdo de acetilagdo ndo
se completou quando se usou mais que 40% de agua. Kurita et al [13] fizeram a reagdo em
condi¢gdes homogéneas usando uma quitosana soliivel em 4gua e na seqiiéncia colocaram
um excesso de acido acético, DCC e DMF em meio aquoso. Novamente a extensdo de N-
acetila¢do alcangada era dependente da quantidade de agua do meio reacional; com 55 ou
60 de agua os produtos permaneceram em solu¢fo na mistura reacional e apds 1solamento
foram soluveis em HCl diluido, indicando que a N-acetilagdo foi incompleta. O espectro no
infravermelho ndo mostrou evidéncias que a O-acetilagido tenha ocorrido.

Yamaguch et al [14] usaram carbodiimida, soluvel em agua, para induzir a
formacdo de ligagGes cruzadas (cross-linked) através de uma solu¢do de quitosana
parcialmente N-acilada com anidrido succinico e a hidroxietil quitosana através da reagio
entre o grupo carboxilico da N-succinil quitosana e o grupo amina da cadeia hidroxietil
quitosana (fig. 6, pag. 14).

Robert e Taylor [15] utilizaram carbodiimidas para acoplar quitosana a microesferas
(beads) pré-reticulados de resina de acido polimetacrilico com carboximetil sephadex.
Foram investigadas trés técnicas: acoplamento direto por tratamento dos “beads” com
carbodiimida 1-ciclohexil-3-[2-(N-metilmorfolina)-etil]carbodiimida soltivel 4gua, seguida
da adi¢do de uma solugdo de quitosana; acoplamento por formacio de éster por tratamento
dos “beads” com 1-hidroxibenzotriazol e a carbodiimida; e acoplamento usando-se 2-etoxi-

1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina.



1B

Foram usadas em cada uma das técnicas quitosana (GA=0,14) em acido acético 0,1
M e quitosana (GA=0,58) em agua destilada. Os resultados mostraram que a quitosana foi
acoplada mais eficientemente sob condicdes neutras e que a quantidade de ligagdes para os
beads aumentaram com aumento da concentragdo de NaCl adicionado, concluido-se que o
efeito do acido é aumentar tanto as dimensdes da cadeia como a repulsdo intercadeia por
protonacdo dos grupos aminas, aumentando assim a extensio de blindagem de sitios

adjacentes por cadeias ja fixadas a superficie.
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3.2 - REACOES DE N-ACILACAO UTILIZANDO-SE CLORETOS DE ACIDOS

Cloretos de acidos sfo extremamente reativos, e devido a essa caracteristica tiveram
pouca aplicagio na N-acilagdo seletiva da quitosana (fig. 7, pag. 15). Kurita et al [13]
tentaram a N-acetilagdo utilizando quitosana (GA=0,50) soluvel em agua por técnica de
reacio interfacial mas s6 uma quantidade muito limitada de N-acetilagdo foi obtida. Isto fo1
atribuido ao arranjo estérico das moléculas de quitosana a interface liquida que limita o
acesso dos grupos aminas as moléculas do cloreto de acetila. Posteriormente foi reportado
[16] que o cloreto de acetila foi usado para N-acetilagdo de uma quitosana preparada por
adi¢do de uma solugio de quitosana a uma solugdo aquosa de acido acético-metanol com
um grande excesso de piridina, e o cloreto de acetila foi acrescentado a mistura sob
agitagdo. A eficiéncia da reagdo era muito baixa, com uma razio molar de 307:1 de
H3;CCOCI:NH;, a quitosana (GA=0,12) inicial foi convertida a quitosana (GA=0,34). A
eficiéncia foi melhorada através da troca do solvente adicionando-se cloreto de acetila em
THF. Sob essas condigdes a razdo molar foi de 25:1, fornecendo quitina (GA=0,84). Em
ambos os casos a reagdo de acetilagdo, embora feita a 0 °C, nfo era especifica para o grupo
amina e a presenca de uma banda fraca a 1730 cm™ no espectro de infravermelho indicou
que também ocorreu esterificacio dos grupos hidroxilas. Os grupos ésteres foram
hidrolisados através de tratamento com uma solu¢io metandlica de KOH 1,0 M a

temperatura ambiente por 4 h [16].

OH
0
N
1) CLI?,COCI o o
2) KOH, 1,0 M p
N
H/ \H/Cf%

Qutosana N-Acetil-quitosana

Figura 7 — Equacio da reacio de acetilacio da quitosana em presenca de cloreto de

acila
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3.3 REACOES DE N-ACILACAO UTILIZANDO-SE ANIDRIDOS DE ACILA

O reagente mais comum para N-acila¢do da quitosana é, sem davida, os anidridos
de acila e estes foram usados sob condigdes heterogéneas e homogéneas, principalmente
condi¢des homogéneas [17].

O efeito do solvente na facilidade de N-acetilagio de filmes de quitosana (GA=0,22)
foi estudado em presenga de varios solventes e apenas o metanol e a formamide
apresentaram N-acetilagdo apreciaveis.

A N-acetilagio foi realizada com uma série de misturas binarias de solventes (fig. 8,
pag. 16). Os resultados sugerem que embora haja um aumento consideravel na taxa de N-
acetilagdo o fator determinante € a presenga de metanol ou seja na mistura binaria que

continha metanol a acetilagdo ocorria com maior eficiéncia.

OH OH
\ g Anidrid N A
rido OH
OH acético 0
n n
NH, el \n/CHs
o
Qutosana N-Acetil-quitosana

sistemas de solventes : etanol-metanol
etanol-formamida
n-propanol-metanol
metanol-formamida

Figura 8 — Equacdo da reaciio de acetilacio da quitosana em presenca de anidrido

acético
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Filmes de quitosana foram preparados 24 h antes da adigdo de anidrido acético, e
cinco minutos apds a adicdo, o grau de acetilagdo foi medido, onde se observou que as
reaces que tém a mesma solubilidade tém o mesmo grau de acetilagéo, e aqueles que
tiveram uma maior solubilidade permitiram acetilagio completa apds cinco minutos. Isto
mostra que o grau de expansdo da quitosana, e conseqiientemente a acessibilidade dos
grupos aminicos dependem principalmente da solubilidade fornecendo, tempo necessario
para que as moléculas dos solventes penetrem e expandam a cadeia da molécula de
quitosana [17].

O metanol parece ser o unico entre os solventes estudados que requer somente
tempo muito curto para sua difusdo em quitosana, de forma que a N-acetilagdo pode
acontecer rapidamente sem a necessidade de um prévio tratamento de expansio das
moléculas de quitosana.

N-acetilagido da quitosana (GA=0,22) foi estudada em metanol com diferentes tipos
de anidridos tais como: anidrido acético, propidnico, hexanoico, benzoéico [17]. O resultado
para anidrido butirico um exemplo tipico de anidridos de acila alifdtico, mostrou que o
periodo de indugao decresce com um aumento na temperatura e decresce com o tamanho da
molécula de anidrido, tipico de uma reagdo de difusdo controlada, e pode ser
completamente eliminada por um pré-tratamento com metanol.

As energias de ativagdo para o anidrido acético, propiénico e butirico diminuiram de
95-90 KJ mol ' & medida que aumentaram os seus tamanhos moleculares. Para o anidrido

hexanéico a redugio foi de 75 KJ mol ™.

34 — REACOES DE N-ACILACAO DA QUITOSANA EM CONDICOES
HETEROGENEAS

A N-acilagéo da quitosana em condig¢des heterogéneas foi estudada extensivamente
pelo grupo de Kurita [13]. Na primeira publicagdo deles para esta técnica, a quitosana
(GA=0,5) foi precipitada por adi¢io de um grande volume de piridina. Ao precipitado, na
forma de um gel, adicionou-se anidrido acético (60 cm’ de anidrido acético para 0,3 g de

quitosana, excesso baseado na concentra¢io de grupos amina) a mistura foi agitada durante
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3 minutos a temperatura ambiente. Os grupos O-acetil do material solido foram
hidrolisados obtendo-se quitina (GA=1.0) como o produto final.

Em uma publicagdo posterior [17] uma quitosana (GA=0,12) em uma solucio de
acido acético aquoso-metanol foi adicionada a piridina. Muito pouca quantidade de
anidrido acético foi usada, assim ndo € surpreendente que a N-acetilagdo completa ndo
tenha sido alcancada. A relagdo molar mais alta usada foi de 31:1 dando uma quitosana
(GA=0,62) depois de um tempo de 5 h de reagdo. Apesar da N-acetilagfio ter sido
incompleta aconteceu também alguma O-acetilagio.

Em uma outra publicagio [17] uma quitosana (GA=0,5) solavel em agua foi
preparada por N-acetilagdo de quitosana (GA=0,1). A quitosana (GA=0,1) foi tratada com
um de excesso de anidrido acético por um tempo reacional de 5 h. Uma melhor eficiéncia
reacional foi atingida quando se adicionou a solugdo de quitosana piridina contendo
anidrido acético, preferencialmente adicionava-se o anidrido acético a mistura quitosana-
piridina. O uso dessa técnica evidenciou que a quitosana (GA=0,5) pode ser produzida com
um excesso de 6 a 7 moles de anidrido.

Anteriormente o grupo [17] ja havia relatado o uso desta técnica para preparar
derivados de quitosana através de reagdo com anidridos de acidos carboxilicos aromaticos
em piridina. A piridina era usada no meio reacional com o anidrido fitdlico em uma
mistura 1:1 de piridina e dimetilacetamida para o anidrido de 4cidos carboxilicos
aromaticos. Em cada caso era usado um excesso de anidrido, fornecendo alguns produtos
derivados da quitosana com os grupos hidroxilas esterificados (fig. 9, pag. 19). Aquecendo-
se esses derivados a 170 °C por trés h a pressio de 0,1 ambar novos derivados (fig. 10, pag.

19) foram obtidos.
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35 — REACOES DE N-ACILACAO DA QUITOSANA EM CONDICOES
HOMOGENEAS

Combinando a N-acetilagdo seletiva de oligbmeros de quitosana em metanol aquoso
[18], e a facilidade de N-acilagio e O-acetilagdo da quitosana em dcido acético aquoso [19]
levou Hirano et al a investigarem a acilagdo da quitosana em uma mistura de acido acético/
metanol [20].

Dois sistemas de solventes foram testados, sendo o primeiro uma mistura de acido
acético, agua e metanol na proporc¢do de 1:9:40. O segundo sistema de solventes testado foi
uma solugdo a 10% de um acido carboxilico apropriado, e neste caso, uma relagdo muito
maior de moles de anidrido de acila foi requerida, 20-40:1. Considerando-se concentragdo
de grupos aminas, fez-se a adigdo de diferentes anidridos de acidos carboxilicos testando-se
os dois sistemas de solventes referidos acima com uma relacio molar de 2-3:1. Para o
primeiro sistema de solventes (acido acético, agua e metanol na propor¢do de 1:9:40)
obtiveram-se produtos N-acilados seletivamente com 83% a 100% dos grupos amina
acetilados. Os produtos mostraram uma banda de amida I forte (banda de absor¢io de
carbonila de amida) e uma banda de amida Il em ~ 1650 cm™ e 1540 cm™ (deformagio de
N-H) mas nenhuma absorgio em ~ 1750 ¢cm ™', demonstrando a auséncia de grupos O-acila
de éster. Para o segundo sistema de solvente, (tabela 1 pag. 21) os produtos mostraram uma
absorgio em ~ 1750 cm™ (C=0) e ~1240 (C-0), indicando a presenca de grupos ésteres. O
grupo éster pode ser removido por um tratamento por toda 4 noite a temperatura ambiente
em 0,5 M de KOH etanélico. Todos os N-acil-quitosanas apés a secagem eram gelatinosos
e higroscopicos, insoliveis em agua fria ou fervente, 50% de 4cido férmico, 10% acido
acético, acido acético, formamida, DMSO, 50% resorcinol aquoso, acidos inorginicos e
alcalis. Porém o N-acetil, N-propionil e N-butirilquitosanas foram solaveis em 4cido

féormico.
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Tabela 1 — Valores de DS (grau de substituicio) e rendimento para N-acilquitosanas

sob condi¢des homogéneas

Ac. acético aquoso-metano I 10%

Grupo N-acila : DS , (%) produto
Acetil = 1.0 2
| Propionil 1.0 92
Butiril 1.0 92
Hexanoil 1.0 96
Octanoil 083 92
Decanoil 1.0 93
Dodecanoil 0.92 88
Tetradecanoil 087 77
Hexadecanoil 0.82 87
Octadecanoil 0.83 80
Benzoil 0.82 90

Em uma segunda publicagio Hirano et al. [21] prepararam uma mistura de
derivados de quitosana em duas etapas utilizando acido acético aquoso e metanol. Na
primeira etapa adicionou 0,25-0,75 moles equivalentes de 4cido acético para cada mol de
amina e a reagdo foi conduzida a temperatura ambiente por toda noite, apos esse periodo a
quitosana parcialmente N-acilada foi isolada e purificada.

O grupo de Hirano usou esta técnica, ou modificagdes dela, para produzir uma gama
de N-acil-quitosanas, N-formil, N-cloroacetil, N-glicil, N-(2-metilpropionil) e N-pentanoil-
quitosana para estudar o efeito da variagdo do grupo N-acil sobre a suscetibilidade para
biodegradacgdo por quitinase. Estudaram também a distribui¢do de grupos de N-acetil em
quitosanas parcialmente N-acetiladas. Os resultados indicaram que os grupos sio
distribuidos uniformemente ao longo da cadeia.

A literatura [14] reporta também a reag@o entre o anidrido succinico e a quitosana

ou quitosana glicol-(hidroxi etil quitosana) mostrando alguns detalhes. Em todos os casos a
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N-succinilagdo foi incompleta, até mesmo com uma relagdo molar de 14:6:1 apenas 79%

dos grupos de amina foram acilados e nfio havia nenhuma evidéncia de qualquer O-

acilagdo.

Tabela 2 —Valores de solubilidades de N-succinilquitosana e hidroxietil N-

succinilquitosana

Substrato Graude Solubilidade em Seolubilidade em  Solubilidade em

SElSuuCaY joua 0.5 M de 0.5 M de NaOH

CH;COOH

N-Succinil 0,12 insolavel solivel ‘insolavel
quitosanas ; v
017  Parcialmente solitvel  insoldvel
sa'}ﬁiel
' 0,29 Parcialmente solavel Parcialmente
soluvel solavel
0,35 solavel solavel soluvel
0.63 solavel ~ Parcialmente solavel
7 solavel |
0,80 solavel : insoluvel solavel
Hidroxietil N- 0,10 Soluavel Solavel Solavel
succinilquitosana
0,22 Solavel Solavel Solavel
0,53 ~ Solavel Soluvel Soltvel
065  Solavel Soltivel Solivel
0,77 Solavel Solavel Solavel

* Resultado médio calculado a partir da saponificagio, grupos aminas livres foram

determinados por analise elementar.

Nos trabalhos de Hirano e do seu grupo as rea¢des de N-acilagio seguiram o curso

de N-acilagio parcial. Um estudo breve deste aspecto foi feito por Aiba [11] que seguiu o
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grau de N-acetilagdo a 23 ¢ utilizando uma mistura de acido acético, agua e metanol na
propor¢io de 1:50:20 que contém 0,56 equivalentes molar de anidrido acético. Isto
demonstrou que a reag¢io ¢ bastante rapida, pois reagio se completou em um periodo de 3 h.
A literatura registrou uma técnica de N-acetilagdo parcial de quitosana em acido acético
aquoso - metanol para preparar quitosana solivel em agua [17].

Em outros trabalhos mostrou-se o acido aldonico e lactonas de D-glicose, D-maltose
e D-cellobiose reagindo com cloridrato de quitosana a 70 °C usando-se etilenoglicol
contendo trietilamina no meio reacional. Surpreendentemente, esses derivados foram
considerados nos trabalhos deYalpani et al [22] insoluveis em agua.

Uma nova forma de N-acilacdo foi publicada [17], em que a formagio de quitosana-
polipepitideo é realizada através da reagdo de quitosana com o N-carboxianidrido (NCA)
derivado do respectivo aminoacido. A solugdo aquosa de quitosana (GA=0,05) foi tratada
com y-metil-L-glutamato de sédio em acetato de etila e o polimero resultante foi lavado
com DMF aquoso e acetona, (fig. 11. pag. 24). O tratamento do copolimero com uma
solugdo de NaxCOs 1M a 70 °C por 1 h ndo causou a hidrélise de outros grupos N-acetil na
cadeia da quitosana e nem na ligagdo peptidica, apenas hidrolisou a fun¢io éster terminal.
O copolimero resultante (fig. 12, pag. 24) foi purificado e isolado por diilise.

O grau de polimerizagdo (GP) dos pepitideos foi calculado pelo ganho de peso das
cadeias laterais e por espectroscopia de infravermelho, o resultado levando a supor-se que

todos os grupamentos aminas sofreram reacio.
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Figura 12 — Tratamento do copolimero com Na,COs 1M a 70 °C
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3.6 - REACOES DA QUITOSANA COM GRUPOS ALQUIL E ARIL

Existem varios métodos para N-alquilagio da quitosana, O mais utilizado € a reac¢o
entre a quitosana e haletos de alquila. Nud’ga et al [17] investigaram o primeiro método da
reagio da quitosana com iodeto de metila ou etila em presenga de varias aminas terciarias:
piridina, dimetilpiridina, trimetilamina e trietilamina, estabelecendo que a base usada tem
que ter um pKa mais alto que o da quitosana o qual é aproximadamente 6,4 e a trietilamina
foi a base que apresentou melhor resultado. Definiram também que a adigio gradual da
base, em lugar da adi¢io rapida de toda a mistura reacional, seria mais propicia. Foram
obtidos derivados nos quais 26 a 78% dos grupos aminas foram transformados em um sal
de amdnio quaternario e concluiram que a basicidade aumenta com o aumento do grau de
alquila¢do. Aproximadamente o valor de pKa para o derivado N,N,N-trimetilquitosana fo1
de 7,0 e de 7,4 para o seu analogo N,N,N-trietil.

Domard et al [23] subseqiientemente estudaram a reagdo da quitosana usando N-
metil-2-pirrolidona (NMP) como a base da reacdo e quitosana (GA=0,05) como substrato.
Porém ao contrario de Nud'ga et al [17] eles ndo obtiveram mais que uma extensdo muito
limitada de grupos aminas quaternarios na presenga de tretilamina, até mesmo reagindo
por 72 h a uma temperatura de 36 °C. Ao invés da mistura reacional apresentar coloracdo
amarelo-laranja, imediatamente apds a adicdo de trietilamina, ocorre a formagdo de
precipitado o qual foi identificado através da espectroscopia de RMN como sendo o iodeto
de trietil-metil-amonio, evidenciando que a trietilamina é quaternizada também
rapidamente para ser usada com quitosana. Domard et al [23] usaram entio uma base
inorgdnica (NaOH 1,4M) para neutralizar o acido produzido durante quarternizagdo.
Adicionalmente, Nal foi acrescentado a mistura reacional para abrigar a carga electrostatica
no polimero enquanto ocorre a quaterniza¢do. O grau maximo de quaternizacio foi
alcangado quando se realizou tratamento sucessivo com 3 h de duragio cada, no qual o
polimero era isolado por precipitacio entre cada etapa do tratamento. Aumentando-se o
tempo de reagdo por 10 h nfo ocorreu nenhum aumento na extensio da reacio, mas uma

diminui¢do na viscosidade do produto. A etapa de precipitagio final do produto foi

VEIVERSIDABE FEBERAL 26 GRAN
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precedida pela passagem do produto por uma resina de troca aniénica para converter o
polieletrolito sal de cloreto em sal de iodeto que se mostrou mais estavel .

Apenas um derivado N-aril foi preparado, o N-2,4-dinitrofenil quitosana, formado
pela reagdo entre quitosana e 2,4-dinitrofluorbenzeno. Porém mesmo sob condigdes
homogéneas s6 aproximadamente 50% dos grupos aminas da amostra de quitosana
(GA=0,16) tinha reagido apés 72 h a temperatura ambiente. Isto foi atribuido ao
impedimento estérico, uma visdo apoiada pelo fato que a porcentagem de grupos aminas
que reagem com 2 4-dinitrofluorbenzeno diminui com aumento na extensio de
desacetilacdo do substrato [23], desde entdo quando a concentracdo dos grupos amina é
muito pequena, um impedimento estérico entre sitios da rea¢do € muito menos provavel. A
velocidade da reagiio também foi estudada e a 23° C e alcangou o equilibrio com um tempo

de 3 h.
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37 — OBTENCAO DE DERIVADOS DE QUITOSANA ATRAVES DA
ALQUILACAO REDUTIVA

Um dos métodos mais versateis para a preparagdo de derivados N-alquil quitosana €
a alquilagio redutiva, uma técnica proposta por Borch et al [24] e subseqiientemente
aplicada a quitosana por Hall e Yalpani [25]. Embora Borch et al [24], tenham descrito o
processo como aminagdo redutiva [24] o nome alternativo de alquilagdo redutiva [22] €
mais apropriado quando o substrato € quitosana. O processo envolve a reagdo entre aminas
primérias, secundarias e grupos carbonilas, com redugéo simultdnea das iminas produzidas
como intermediarios. A redugio é feita usando-se cianoborohidreto de sédio ou borohidreto
de so6dio. O método depende do fato de que a redugio de aldeidos e cetonas € desprezivel a
pH 6-7, e que a redugio e formagdo de iminas substituidas como -C=NHR ou -C=NR; ¢
rapido a este pH. Na pratica a reacdo pode ser finalizada numa variagdo de pH 4-10.

A aplicagdo para a N-alquilagdo redutiva da quitosana é simples, envolve a adi¢do
de um excesso do composto carbonilico e o agente redutor a uma solu¢do aquosa de
quitosana em acido acético e metanol a temperatura ambiente, com agitacido por até 24 h. A
versatilidade da reacdo foi demonstrada por Yalpani [22] onde a natureza dos grupos R e R’
foi amplamente variada. Muitos desses exemplos RR’C=0 eram agucares redutores, mono-,
di- ou oligosacarideos, cetose como frutose, mas o uso de aldeidos alifaticos ou aromaticos
e cetonas também foi descrito. A incorporagdo de outros grupos funcionais, através de
combinagdes de grupos carbonilas que contém amina ou acidos carboxilicos também foram
examinados.

As reagdes entre agucares redutores e quitosana (GA=0,15) foram realizadas por um
procedimento simultdneo, formando géis macios muito rigidos ao término das reacdes. A
extensdo da reagdo dos grupos aminas, o GS (grau de substitui¢do), foi normalmente alto e
variou de 0,54, para maltotriose, 0,97 para galactose e para e N-acetil-D-glucosamina. Em
comparacdo a tentativa de prepara¢do de alguns derivados anilogos da base Schiff que
usam o mesmo sistema de reagdo, com excecdo da adi¢io de NaCNBH;.

Modificacdo de grupos aminas livres em uma amostra de quitina (GA=0,90) por
alquilagdo redutiva com lactose foi feita em uma outra solugdo de quitina (GA=0,90)

usando-se hexafluor-2-propanol ou uma amostra que tenha sido ativada por conversio para
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quitina alcalina com subseqiiente tratamento com uma solugio de lactose e NaCNBH; em
5% de acido acético. O valor do GS (grau de substituigio) foi de aproximadamente 0,1,
obtido por ambos procedimentos.

Todos os derivados ramificados de quitosana eram soluveis em meio neutro ou
ligeiramente acido (pH 5-6) [17]. A solubilidade sob condi¢des neutras alcangava a um GS
de 0,14 quando a lactose era 0 composto carbonilico usado (fig. 13, pag. 29) um numero de
produtos, a partir da glicose, N-acetil-glicosamina, D-glucosamina e maltotriose formaram
géis em soluc¢do aquosa. Os derivados celobiose e melobiose foram soluveis em 50% de
metanol aquoso. Soluc¢des de derivados de lactose foram compativeis com um numero de
espécies anidnicas, incluindo sulfato, cromato e fosfatos os quais precipitam a quitosana
por si s6 na solucdo, e derivados da celobiose formam géis brancos rigidos quando
misturados com solugSes de alginato de sodio.

Um grande nimero de outros compostos carbonilicos foi subseqiientemente usado
nesta técnica incluindo: aldeido salicilico, o qual da o derivado tendo aumentado a
capacidade de ligagdo com ions metalicos [26], e o 9-antaraldeido, o qual d4 um produto
fosforecente. A preparagio de quitosanas ramificadas tendo o oligossacarideo N-acetil-
glicosamina (quitina oligossacarideo) na cadeia lateral tem sido estudada. Constatou-se que
a reacdo foi muito mais eficiente quando a quitina oligossacarideo foi preparada pela
despolimerizagio parcial de quitosana com 4cido nitrico seguida pela acetilagdo, de forma
que a ligagdo aldeido terminal é a unidade 2,5-anidro-D-manose em lugar de 4-O-

substituindo N-acetil-D-glucosamina.
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Figura 13 — Produtos obtidos a partir da N-alquilacio redutiva da quitosana.

A formagdo de membranas a partir de N-alquilquitosanas preparadas pela

alquilagdo redutiva tem sido reportada. Essas membranas absorveram mais agua do que

membranas de quitosana e isto foi atribuido a redugio de liga¢des de hidrogénio intercadeia

pelo substituinte N-alquil [27].

Como esta reagdo também trabalha com aminas secundérias o produto inicial pode

sofrer uma segunda reagdo e render uma amina terciaria, contanto que compostos

carbonilicos estejam presentes. Muzzarelli e Tanfani [28] usaram esse fato para preparar

N,N-dimetil-quitosana em adi¢do a N-metil-quitosana pela alquilagdo redutiva com

formaldeido. A propor¢do molar de H-CHO para NH, usada foi de 36:1, comparada com a

proporgdo molar de 2:1 para sintese de mono-N-metil derivados e a redugio foi concluida
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com NaBH, preferencialmente a NaCNBH;, tendo sido rejeitado por Yalpani [29] que
observou que em condi¢des 4cidas requeridas para remover 0 €Xcesso do reagente esse
causaria degradacio das cadeias poliméricas. A N,N-dimetil-quitosana foi quaternizada
pela reagdo com CHjl-acetonitrila, a reagéo foi realizada a 35 °C por 30 minutos e o
produto continha, CH;CO-, 40%; -N(CH;)I' 35%; -NHCH3 e -N(CHs), 25%. Resultado
obtido pela analise elementar. Isso representa conversdo de 60% de aminas originalmente
presentes para grupos quaternarios, mas apesar disto o produto ndo era solivel em agua.
Isto provavelmente é devido a longos blocos residuais de N-acetil-glicosamina anidra
presente na quitosana de partida (GA=0,42), comparando com resultados de Domard et al.
[23] que obteve produtos soliveis em agua em niveis de quatemiza¢io >25% com
quitosana (GA=0,05) como material de partida.

O uso da alquilag@o redutiva para preparar N-(carboxialquil)-quitosana pela reagio
com aldeidos &cidos e ceto acidos tem sido extensivamente reportado por Muzzarelli et al.
[28], visando inicialmente o estudo de suas propriedades de ligagdo metalica. Uma lista de
alguns desses derivados estdo apresentados na tabela 3 (pag. 31). O procedimento geral é
dissolver a quitosana em uma solugfo aquosa do aldeido ou cetoacido e, depois deixar o
tempo necessario para formacgdo da base de Schiff, e finalizando com a etapa de reducio

utilizando NaBH; ou NaCNBHj

OH
0
N\ OH
n
N, COOH
H/ Y
R
Derivado de quitonasa N-(carboxialquil)

Figura 14 — Estrutura do N-(carboxialquil)-quitosana obtides a partir da N-alquila¢io

redutiva da quitosana com aldeidos ou cetoicidos
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Tabela 3 - Derivados de N-(carboxialquil) quitosanas

Bogeite” R Produto
Kb diotey H-  Glicina glucan
Acido pirGvico ' A CHs- A Alanina glucan
Acido B-hidroxipiravico HOCH;- Serina glucan
~ Acido B-hidroxi-fenilpiravico ' o ~ Tirosina glucan
r OH =
= éciéf.‘! B—féniipifﬁvﬁﬁﬂ = ' @—bﬁg— | Fenilalanina glflsan ,
Acido 2-cetoglutérico HOOC-(CHy):- Glutamato glucan
Acido 2-cetometilbutirico CH;S(CHy),- Metionina glucan
Acido 2-ceto-4-metilpentanéico (CH3),CHCH,- Leucina glucan
Acido-exalico  HOOC-CH> Aohaetato plucan
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4.1 - GRAUDE DESACETILACAQ

Uma das mais importantes propriedades da quitosana € o grau de desacetilacdo
(GD), o qual, determina se o biopolimero € quitina ou quitosana [30].

As propriedades fisicas e quimicas da quitina e de seus derivados (quitosana) sdo
muito diferentes.

A quitosana € a unica com carater de poliamina. Torna-se um polimero solavel em
agua em pH acido, ficando positivamente carregada e facilmente modificada quimicamente.
A quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilagdo (GD) entre 70 a 95%, com
massa molar na faixa de 10*-10° g.mol™. Muitas das propriedades deste polimero dependem
diretamente desses dois pardmetros, podendo essa propriedade determinar como esse
biopolimero pode ser aplicado [3]. Desta forma faz-se necessario a determinacdo dos
mesmos.

A preparagdo da quitosana consiste no aquecimento da quitina com hidroéxido de
s6dio com concentra¢io de 40-50%. Esta rea¢do de hidrolise pode remover alguns ou todos
os grupos acetila da quitina ocorrendo a formacgdo de unidades de glicosaminas e pequenas
porcentagens de residuos de N-acetil-glicosamina.

Foram desenvolvidos muitos métodos para avaliar o conteudo de grupos aminos
livres da quitosana. Broussignac [31] desenvolveu o método potenciométrico em que o
polimero € dissolvido em um excesso de HC1 0,3 M e diluido em uma grande quantidade de
agua destilada para que ocorra uma boa dispersdo do precipitado formado apos a titulagio
com NaOH. A curva de titulagdo apresenta dois pontos de inflex3o, e a diferenga entre os
volumes corresponde & quantidade de NaOH necessaria para protonar os grupos aminos.

Hayes e Davies [32] titularam solugdes de cloridratos de quitosana soltveis em
agua com NaOH, usando fenolftaleina como indicador ou titulagio potenciométrica para
determinar o ponto final. Os resultados foram idénticos para os dois métodos. A vantagem
desses dois métodos é que os grupamentos aminas sio protonados diretamente, sem
necessidade de neutralizar inicialmente o excesso do acido.

Moore e Roberts [33] reagiram os grupos aminas livres do polimero com
salicilaldeido na proporcdo de 3:1, ou seja, 3 moles de aldeido por mol de NH,. O GD foi

determinado analisando-se a quantidade de salicilaldeido consumido na reagdo.
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Domszy e Roberts [34] propuseram a técnica de espectroscopia no infravermelho
para a determinaciio do grau de N-acetilagdo da quitosana. O método aplica o uso da banda
de amida I em 1655 cm™ como referéncia do contetido do grupo N-acetila e a banda em
3450 cm™ referentes a hidroxilas como uma banda de padrdo interno. Verificou-se entfo
que uma quitosana totalmente N-acetilada (quitina) apresentava uma razio entre as bandas
A1655/A3450 iguais a 1,33. Supde-se entdo que o valor dessa razdo é zero para a quitosana
completamente desacetilada, e que a relagdo entre os contetidos de grupos N-acetila e a
absorbancia da banda amida I era linear, sendo a porcentagem de grupos aminas acetilados

dado pela seguinte equagio:
%NH, = [(1 — A 1655/Asas0) X (1/1,33)] x 100

Uma das possiveis objecdes do uso da banda em 3450 cm™ é que pode ocorrer um erro na
intensidade dessa banda, devido ao efeito de dgua adsorvida. Amostras de quitosana
dessecadas durante 18 horas a 105 °C e estocadas em dessecador contendo silica gel foram
comparadas com amostras secas ao ar € apresentavam os mesmos resultados. Observando-
se entdo que o conteudo de agua adsorvida causa um aumento na absor¢io da banda em
3450 e simultaneamente altera a banda em 1655 cm™, portanto esse efeito é anulado.

Hiral, Odani e Nakajima [35] determinaram o GD da quitosana por espectroscopia
'H RMN, a amostra de quitosana & dissolvida em uma solugdo CD;COOD/D,0O e

submetida & analise de RMN. O GD. da quitosana foi determinado pela formula abaixo:
GD = [1 — (1/3Icu3/1/6Ix316)] x 100,

Onde Icps € a intensidade da integragdo de CHs e IH»-Hs é a soma das intensidades de
integracdes de Hy, Hs, Hy, Hs, Hg e Hg-.

O teste da ninidrina [35] é um outro método o qual estima a quantidade de quitosana
por deteccio direta de grupos -NH, em unidades repetidas de glicosideos da quitosana pela

formula a seguir :

GD =0 /[ (W — 161 6)/240 + 0] x 100,
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Onde 0 é a quantidade determinada de Glc/161 e W a massa da amostra.

42 - RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE “C-RMN NO ESTADO
SOLIDO DE POLISSACARIDEOS

A espectroscopia de RMN é uma técnica de extrema importincia para a
caracterizagio de substincias quimicas. A maioria dos estudos de RMN sao realizados com
as substincias em solugio. Com o surgimento da espectroscopia de alta resolugio, muitas
informacdes quimicas puderam ser conhecidas a partir dessa técnica.

Com o desenvolvimento instrumental tem sido possivel analise para amostras
solidas (cristalinas e amorfas) e géis.

Esta poderosa ferramenta € de suma importincia para caracterizagio de diversas
espécies quimicas no estado sélido.

Muitas das vantagens da espectroscopia de RMN BC para estudos de
macromoléculas, em geral, sdo aplicadas para polissacarideos. A grande vantagem dessa
técnica em relagio a RMN 'H é a grande faixa de deslocamento quimico (até 200 ppm)
para o nicleo de °C, e esta caracteristica favorece a resolugdo da maioria dos sinais do
espectro.

Espectros de RMN de “C apresentam os seguintes deslocamentos quimicos para
polissacarideos : carbono anomérico (C-1) na regido entre 100 — 110 ppm e estad bem
separado de outros sinais. Quando comparado com o carbono C-1 de monossacarideos
relacionados, o carbono anomérico esta fortemente deslocado (geralmente de 7 — 10 ppm)
em fungfo da formacdo da ligagdo glicosidica terminal, isto €, pela mudanga da ligacio O-
H para O-C. Também s@o muitos distintos os sinais devido ao carbono primario do alcool
(C-6, na regido de 60 — 65 ppm). A ressonéncia do grupo carboxilico (C=0) aparece na
regido de 175 ppm e ¢ fortemente dependente do pH. Os dois sinais préximos de 80 ppm
estdo relacionados ao carbono C-4. Os carbonos secundarios tém deslocamento
normalmente em torno de 75 ppm e seus sinais sdo os mais dificeis de correlacionar. O

grupo CHj apresenta um sinal em torno de 20 ppm. Portanto, em face da dificuldade de
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Dentre as diversas aplicagdes da quitosana, a sua habilidade quelante € de especial
interesse na purificacio de agua e efluentes industriais. Sua alta capacidade de adsor¢io de

fons de metais pesados pode ser atribuida a sua hidrofilicidade e a grande quantidade de

grupamentos aminicos da cadeia polimérica [30].

Masri et al. [36] compararam a quitosana a diversos materiais, observando sua alta
capacidade de liga¢do, maior que 1mmol de metal/g, para a maioria dos metais (exceto Cr).
A quitosana mostrou também maior capacidade de adsorgdo do que o poliaminoestireno,
constituinte de resinas comerciais de pregos elevados, exceto para o Hg.

As mais importantes técnicas de remogio de ions metalicos toxicos incluem
filtracio, precipitagio quimica, troca idnica, adsor¢@o, eletrodeposi¢ido e sistemas de
membranas. Uma outra técnica que vem sendo amplamente usada € a troca 1dnica por
quelacio. Em contraste com a técnica por troca idnica, a troca 1dnica por quelagio
apresenta a vantagem de remover ions especificos, como os ions de metais pesados, quando
na presenca de grandes quantidades de outros ions, como os ions de metais alcalinos. Essa
caracteristica é importante uma vez que, na presenca de grandes quantidades de ions
monovalentes como s6dio e potassio a troca 10nica é praticamente ineficiente. Alguns dos
melhores materiais utilizados em troca i16nica por quelagdo sdo biopolimeros como
celulose, alginatos, carragenas, ligninas e proteinas, os quais sio capazes de reduzir a
concentragdo de metais de transig8o a partes por bilhdo(ppb) [37].

A quitosana, em particular, além de sua capacidade adsorvente para metais pesados,
possui diferentes grupos funcionais, como hidroxilas e aminas, que podem reagir com
outros grupos quimicos, aumentando sua capacidade de adsorgio [38]. Existem diversas
aplicagdes sobre a sintese desses derivados e suas propriedades quelantes [39-43].

O derivado N-(carboximetil)-quitosana foi preparado, tendo suas propriedades
quelantes estudadas para o Co, Cu, Zn, Hg, Pb, Cd, Ni, e U [44]. A quelacdo dos fons
metalicos mostrou-se dependente do pH, com um maximo de adsor¢do para Co, Cu, Zn, Hg
e Pb na faixa de 6-7; para Ni e Cd, em 7,5 e U, em 5,5. No intervalo de 0,3 a 0,5 ppm do
derivado houve completa remocéo de Co, Ni, Cu, Cd, Pb e U em solugdes 0,2mM; Cu, Hg,

Pb e U também podem ser removidos, mesmo quando em maiores concentragdes (0,3-0,5

mM).
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A reacio da quitosana com clorometil contendo grupos aminos e mercapto resultou
em resinas, que mostraram boa capacidade de adsorgdo para Au(lll), Pd(TID), PH(IV), Hg(L),
Cu(Il) e Zn(II) [45]. Estudos de adsor¢io também foram realizados com quitosanas crown
éter, observando-se uma alta seletividade para Cu(Il), na presenca de Pb(Il) e Cd(Il), e para
Ag(T) e PA(ID), na presenga de Pb(I) e Cr(1ll) [46, 47].

Um dos objetivos deste trabalho é portanto estudar o poder de adsorgdo dos

derivados aqui preparados frente a alguns ions de metais pesados.

5.1 - EQUILIBRIO DE ADSORCAQ

O conhecimento do equilibrio de adsorcéo € a primeira etapa na investigagio do uso
de um adsorvente em um determinado processo de separagdo. A isoterma de adsorgdo €
uma expressio matematica utilizada para descrever a capacidade de adsorcdo, facilitar a
avaliagdo do processo numa determinada aplicagdo e utilizada também para selegio tanto
do adsorvente mais adequado como das quantidades requeridas. Além disso, as isotermas
sdo fundamentais na constru¢io de modelos para analise e descricio dos sistemas de
adsor¢do, permitindo uma melhor avaliagdo tedrica e interpreta¢des termodinamicas.

O processo de adsor¢do pode ser expresso por varios pardmetros, destacando-se:
a)ny’, representando o teor de soluto adsorvido por unidade de massa do adsorvente.

b)C., representando a concentra¢do do soluto na solugdo quando se estabelece o equilibrio

de adsor¢do.
c)a, representando o teor de soluto adsorvido por unidade da superficie do solvente.
d)6, representa a fragio da superficie ocupada.

A adsor¢io pode ser caracterizada quando se estabelece o equilibrio de adsorgio

pelos seguintes fatos:
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#dependéncia do teor de soluto adsorvido por unidade de massa do adsorvente com a

temperatura;
*dependéncia da concentra¢do do soluto na solugdo quando se estabelece o equilibrio de

adsor¢do com a temperatura,
* ¢ a dependéncia do teor de soluto adsorvido por unidade de massa do adsorvente com a
concentracdo do soluto na solugdo quando se estabelece o equilibrio de adsorcéo.

As analises das isotermas fornecem importantes dados. A parte inicial da isoterma
quase reta indica que, nessa regifo, a adsorcdo ¢ praticamente proporcional as
concentragdes de equilibrio, podendo-se concluir que existem superficies do adsorvente que
ainda permanecem livres. A parte um pouco horizontal da isoterma corresponde aos valores
mais elevados de concentracio. Neste caso, a superficie do adsorvente se encontra
completamente saturada. Se uma monocamada se formar na superficie do adsorvente, a
quantidade de substincia adsorvida ndo dependera mais da concentragéo da solugdo. A
parte central da isoterma € correspondente aos diferentes graus de adsor¢io na superficie do
adsorvente [48].

A adsorgdo na interface sélido-solugio é, em geral, similar a aquela que ocorre na
interface s6lido-gas. Entretanto, no primeiro caso o fendmeno € mais complexo devido a
presenga do terceiro componente, ou seja, do meio (solvente) cujas moléculas podem
também ser adsorvidas na superficie da matriz adsorvente. Assim sendo, elas competem
com as moléculas do soluto.

Em soluggo o processo de adsorgio pode ser representado pelo equilibrio [48] :

A (soluto em solucio, N;) + B (solvente adsorvido, Ni°) = A (soluto adsorvido, N;*) + B

(solvente em solucdo, N;)
A constante de equilibrio para este processo é:

K= Ny"a;/ Ni*a, (equagdo 1)

Onde,
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a; e a, si0 as atividades do solvente e soluto na solugdo,
Ny e N;® sio as concentragdes na superficie em termos de fragdes molares. Em solucdo
diluida, a; é constante sendo,
b =K/a; (equagio 2)
Tem-se ainda que Ny* + N;° = 1; desta forma a equagéo (1) pode ser escrita :
N,' = bay/1 + ba, (equagio 3)
Como,
n; =N .n" onde,

s 4 T ~ . 2
n' expressam o numero de moles de sitios de adsor¢do por grama de material adsorvente;
ny’ expressa o nimero de moles de soluto adsorvido por grama de adsorvente. Passando a
equacdo (3) a ser escrita :

n'=n".b.a)y 1+ba; (equagio 4)

Quando a solucdo € considerada diluida, a atividade a, pode ser substituida pela

concentragdo C, e portanto a equacdo (4) torna-se :
m'=n’.b.CJ/1+b C. (equagio 5)

Assim sendo a equagdo (5) é conhecida como a equac¢do de Langmuir.

De acordo com este modelo de isoterma apresenta-se aqui um modelo de isotermas
similar que permite acompanhar o processo de adsorgio do fon metalico da solucdo para a
superficie da quitosana e seus derivados [48]. Considerando o seguinte equilibrio de

adsorcio:
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R+ Me" 5 RMe? ™ (equagdo 6)

A constante de equilibrio da reacio acima pode ser definida em meio aquoso para um dado

pH, e interpretando em termos da equagio de Langmuir temos:

K'=[RMe] / [R] . [Me**] (equagio 7)

Podendo entio a equacgio (7) ser colocada na forma da equagdo de Langmuir:
[RMe] =Cm.K*.[Me™?] /1+K°*.[Me™] (equagio 8)

Onde, [RMe] & igual a ny’, e corresponde a quantidade de ions metalicos adsorvidos na
superficie do adsorvente e Cm € igual a n®, que € a capacidade maxima de adsorcio.

Os pardmetros da equagdo de Langmuir sdo normalmente estimados transformando
a equagio (8) na sua forma linear, onde podera ser linearizada de diversas formas, sendo
que cada forma fornecera diferente estimativa dos parametros, dependendo de que forma
linear foi ajustada. Isto ocorre porque cada transformacio altera a distribui¢do de erros
original, para melhor ou para pior. A melhor transformacdo ndo é necessariamente aquela
que fornece o melhor coeficiente de correlacio, e sim a distribuicdo de erros verdadeiros.
Essa transformagdo pode variar, de uma série de dados para outra.

As duas formas mais comuns de regressdo linear empregados no processo de
adsor¢do sdo regressdo linear reciproca e a duplamente reciproca.

Transformando-se a equagio (8) para a forma linear reciproca, temos:
[Me*™?] / [RMe] = 1/ K®. Cm + [Me™] / Cm (equagio 9)

Construindo o grafico de [Me™?] / [RMe] versus [Me™] obtém-se uma reta com
coeficiente angular 1/Cm e interse¢do 1/ K° . Cm. Os parimetros K* ¢ Cm podem ser
avaliados e entfio relacionados com as intensidades de adsor¢do e com a capacidade

maxima dos adsorventes.
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Transformando a equagio (9) para a forma linear duplamente reciproca, temos:
1/[RMe] = 1/Cm + (1/ K* Cm) . (1/[Me™]) (equacio 10)

Fazendo-se o grafico de 1/[RMe] versus 1/[Me™*] obtém-se uma reta com
coeficiente angular 1/ K* Cm e intercepto 1/Cm.

O modelo de isotermas de Langmuir foi proposto ha muito tempo. Diversos outros
modelos de isotermas de adsor¢io foram desenvolvidos, dentre os quais podemos citar:
Langmuir (L), Freundlch (F), Redlich-Peterson (RP), Langmuir- Freundlch (LF), Dubinin-
Radushkevich (DR) e Toth (T) [48]. Qualquer um desses modelos pode ajustar os dados
experimentais, entretanto nenhum modelo € de aplicagdo universal [48].

Neste trabalho serdo utilizados alguns desses modelos de isotermas para interpretar
os resultados de adsorcdio. As estimativas dos pardmetros de adsor¢do serfo feitos pelo
método de regressdo linear. A escolha do modelo de isoterma, bem como o ajuste dos
dados para determinagdo dos pardmetros, ocorrera em fungdo da equagio que melhor

reproduzir os dados experimentais.



45

6.1 — CONSIDERACOES

Para reduzir a toxidade das drogas ou aperfei¢oar suas atividades terapéuticas, €
necessario modificar suas propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas. Um método
o qual tem mostrado bastante eficiéncia ¢ a utilizagdo apropriada de macromoléculas para
controlar o comportamento da droga em varias formas de dosagens.

Muitas drogas antitumor exibem efeitos marcantes, mas, freqiientemente produzem
efeitos colaterais drasticos. Portanto, a aproximacdo mediada pelo carreador de agentes
antitumor tem sido usada para aumentar sua atividade quimioterapéutica e/ou para reduzir
efeitos colaterais. Os carreadores podem mudar a retencdo das drogas no corpo ou pode
libera-las no local designado. Estes carreadores sdo utilizados na forma de microesferas
(microcapsulas) ou conjugados macromoleculares.

As microesferas sdo definidas como micromatrizes nas quais a droga ¢é
uniformemente dispersada e os conjugados sdo obtidos pela associagdo da droga a um
polimero envolvendo a formagdo de ligagdes covalentes tais como uma ligagdo peptidica.
Os polimeros usados como carreadores de drogas, devem ser ndo toxicos biocompativeis e
biodegradaveis.

O biopolimero quitosana possui atividades anti-acida e anti-ulcerativa que previnem
ou amenizam a irritacio estomacal provocada por drogas [49, 50]. Além disso, formula¢des
com quitosana parecem flutuar e intumescer em meio acido. Essas propriedades fazem da
quitosana um material interessante para formulagdes de sistemas de liberag¢do controlada.

Recentemente, a preparagdo e as propriedades das microesferas de quitosana tém
sido extensivamente estudadas em virtude de sua aplicagio potencial em formulagdes para
liberacdo controlada de drogas. Ohya e Takei [51] prepararam microesferas de quitosana
com 5-Fluoroacil (5-FU) e seus amino derivados, revestindo-as com polissacarideos, como
a carboximetilquitina, e com lipideos, como a palmitoil fosfatidil colina, fazendo os
respectivos estudos de liberagdo. Esses estudos foram realizados em solugo salina a 37°C
e os resultados indicaram que a velocidade de libera¢io do 5-FU decresceu na ordem: 5-FU
(livre) > 5-FU-quitosana-polissacarideo > 5-FU-quitosana-lipideo, indicando que as

microesferas revestidas foram eficientes como barreiras para a liberacdo do 5-FU.
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Microesferas de quitosana contendo outros agentes anti-caAncer, como o oxantrazol
[52], mitoxantrona [53] e metotrexato [54] tambeém foram obtidas. Os diversos parametros
envolvidos na preparacdo das microesferas de quitosana-oxantrazol foram avaliados, como,
por exemplo, a percentagem da droga encapusulada e a densidade de reticulagdo,
otimizando-se, por procedimentos estatisticos, os fatores de formulacéo das microesferas.

A atividade anti-tumoral das microesferas de quitosana-mitoxantrona e quitosana-
metotrexato foi avaliada contra o carcinoma de Erlich em ratos. O efeito inibitorio do
crescimento do tumor por inje¢des intraperitoniais do sistema quitosana-mitoxantrona foi
estudado, monitorando-se o tempo de sobrevida e a mudanca do peso corporal dos animais
por um periodo de 60 dias. Enquanto o tempo de sobrevida dos animias que receberam 1
mg e 2 mg de mitoxantrona livre intraperitonialmente foi de 2,1 e 4,6 dias,
respectivamente; ja os animais que receberam 2 mg de mitoxantrona via microesferas
apresentaram uma sobrevida de 50 dias. Para o sistema quitosana-metotrexato, os
pardmetros cinéticos de liberagdo foram influenciados por variaveis de preparagio das
microesferas, como concentracio da quitosana e quantidade de reticulante utilizada. A
atividade anti-tumoral das micoesfereas quitosana-metotrexato foi melhor do que a da
droga livre administrada oralmente, mantendo-se os niveis plasmaticos por um periodo
maior de tempo. Os dados demonstram, portanto, o potencial das microesferas de
quitosana-mitoxantrona e quitosana-metotrexato como sistemas de liberagdo controlada,
minimizando a toxicidade da droga e maximizando a eficicia terapéutica.

Yujf et al [S5], em seus estudos sobre as aplica¢des farmacéuticas da quitina e da
quitosana, relataram a prepara¢do de microesferas de quitosana e gelatina, reticuladas com
glutaraldeido, para liberagio controlada de cimetidina. Os estudos de liberagio foram
realizados em solugdo de 4cido cloridrico, pH 1,0, e solu¢do-tampao fosfato de potassio, pH
7,8, observando-se um comportamento de liberagio dependente do pH. Além disso, a taxa
de liberagdo pode ser controlada pela composi¢do da rede polimérica e pelo grau de
desacetilacdo da quitosana.

Gohel et al [56] prepararam microesferas de quitosana contendo diclofenaco de
sodio estudando-se a sua estabilidade. As microesferas apresentaram-se estaveis por 30 dias

a 45°C e os dados de dissolugdo de amostras armazenadas e recentemente preparadas nio

mostraram significativas diferencas.
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A quitosana foi utilizada em muitos outros estudos sobre sistemas de liberagdo
controlada, envolvendo substdncias ativas como furosemida [57], progesterona [58],
insulina [59], fenobarbitona [60], oxitetraciclina [61], clorfeniramina [62], metoclopramida
[63], ampicilina [64], aciclovir [65], entre outras. Para todos esses sistemas, obteve-se um
perfil de liberag¢do controlada.

Microesferas com didmetros da ordem de nanometros, sdo chamadas de
nanoparticulas. As nanoparticulas tém uma aplicacdo potencial importante como
carreadores de moléculas terapéuticas. Os carreadores hidrofilicos-hidrofébicos
recentemente desenvolvidos requerem o uso de solventes orginicos para sua preparacio e
tém limitada capacidade de carregamento de proteinas [56, 66, 67]. Calvo et al [67]
relataram uma técnica de preparagio de nanoparticulas, baseada em um processo de
gelificacdo i6nica, que envolve a mistura de duas fases aquosas em temperatura ambiente.
Uma fase contém o polissacarideo quitosana e um copolimero de 6xido de etileno e
tripolifosfato de soédio. A proteina modelo utilizada foi a albumina bovina, mostrando-se
que essas nanoparticulas tém grande capacidade de carregamento da proteina (eficiéncia de
até 80 %) e pode fornecer um sistema de liberagdo continua da proteina por até uma

semana.
6.2 - CONSIDERACOES SOBRE VIABILIDADE ECONOMICA

As novas tecnologias de sistemas de liberagio controlada de drogas tém se
apresentado como ferramenta essencial para muitas companhias farmacéuticas e de
biotecnologia, uma vez que acrescenta a performance e a aceitabilidade da droga, tanto
eficacia quanto seguranca. Em virtude disso, estima-se que 15% dos recursos da indstria
farmacéutica para P&D serfo investidos em projetos envolvendo sistemas de liberacio
controlada de drogas. Essas tecnologias s3o estratégicas para a expansio de
mercados/indicagdes, gerando a expectativa de que contribuam significativamente para as
vendas globais da industria farmacéutica. Isso pode ser ilustrado pelo fato de que produtos
que incorporam um sistema de liberagdo de drogas sdo responsaveis por, aproximadamente,
13% do mercado farmacéutico mundial, correspondendo a valores da ordem de US$ 11,5

bilhdes/ano.
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6.3 —- DERIVADOS DE QUITOSANA COMO LIBERADORES DE DROGAS

O taxol [68] tem promissora atividade contra cincer em muitos tumores solidos, e
foi aprovado pelo FDA em 1992. Como o taxol tem baixa solubilidade na &gua, sua
formulag¢do para uso clinico é contornada pelo uso de uma formulagdo contendo uma
mistura 50:50 de um croméforo (6leo de ricino polietoxilado) e etanol, na qual € diluida
com solugio salina ou dextrose antes da administragio.

No entanto uma série de reagdes adversa tem sido associadas ao uso desta
formulaco clinica, além de sua incompatibilidade com alguns “sets” de infusdo, pela
extragdo de ftalatos do PVC. Uma maneira de contornar este problema é o desenvolvimento
de uma solug¢do aquosa de taxol pela preparacdo de micelas obtidas de polimeros.

A quitosana, em geral ndo forma micelas. Recentemente tem sido reportado que
derivados de quitosana possuindo grupos hidrofilicos e grupos hidrofébicos podem formar
micelas e solubilizar compostos hidrofébicos.

A figura 15 (pag. 49) mostra a sintese de um derivado de quitosana com ambos

grupos hidrofébicos e grupos hidrofilicos para a solubilizagdo do taxol.
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O succinil-quitosana (fig. 16, pag. 50) e 6-O-carboximetil-quitina (fig. 17, pag. 51)
ambos soltiveis em agua sdo derivados da quitosana e da quitina respectivamente. Estes
polimeros sio de baixa toxidade devido as suas estruturas, e eles s3o usados como
macromoléculas para a conjugagido com drogas devido a presenga de grupos carboxilas
reativos.

A mitomicina-C (MMC) é amplamente usado na quimioterapia do cdncer, mas
apresenta efeitos colaterais severos como a depressio da medula éssea sendo prejudicial no
trato gastrointestinal. Estas desvantagens podem ser superadas aplicando-se uma
concentragdo citotoxica no local do tumor, obtendo-se prolongada durag¢do da atividade. A
conjugacdo da droga mitomicina-C com o succinil-quitosana ¢ o CM-quitina é colocada

como uma possibilidade para sobrepujar essas desvantagens.
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Figura 16 — Conjugacio do succinil-quitosana com a mitomicina C (MMC)
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Salienta-se ainda, que a quitosana e seus derivados apresentam algumas vantagens
importantes com relagio as atividades farmacoldgicas, atuando como antiacido, antitilcera,
protegendo a mucosa gastrica e inibindo a adesdo das bactérias nas células epiteliais, bucais

e vaginais.
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7.1 - SOLVENTES E REAGENTES EMPREGADOS

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho, sdo de grau analitico.
Todas as solugdes padrdes de referéncia de cobre, chumbo, niquel (1000 mg/L) foram
obtidos da CARLO ERBA. A 4gua utilizada para todos os procedimentos foi deionizada
em equipamento MILLI-Q. Os aldeidos citral e citronelal foram obtidos a partir da extragdo
dos 6leos essenciais de Lemongrass (fig. 18, pag. 53) e Eucaliptus citriodora (fig. 19, pag.
53) respectivamente e determinados por Espectometria de Massa. O aldeido undecilénico
95% foi fornecido pela ALDRICH. O é&cido azelaico foi fornecido pela ACROS
ORGANICS.

Figura 18 — Cymbopogan citratus Figura 19 - Eucaliptus citriodora

As amostras de quitina e quitosana com diferentes graus de desacetilagio foram
fornecidas pelas Empresas POLYMAR, PRIMEX e BP TRADING. As amostras tiveram o
seu grau de acetilagio e desacetilagio determinados por espectroscopia de RMN de *C no
estado s6lido e infravermelho. O procedimento foi repetido em média seis vezes para cada
lote de amostra adquirida e os valores médios obtidos foram analisados e concordantes

entre si.
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7.2 - METODOS FISICOS

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos pertencentes

a0 Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara e

equipamentos pertencentes ao PADETEC.
7.3 - ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (IV)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Perkim — Elmer, modelo ww FT — IR Spectrum, utilizando-se para

substancias sélidas e liquidas pastilhas de KBr ¢ filmes, respectivamente.

7.4 - ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
HIDROGENIO (RNM 'H) E DE CARBONO — 13 (RMN “C)

Os espectros de RMN '"H e RMN "°C unidimensionais e bidimensionais foram
obtidos em espectrémetro Bruker, modelo Avance DPX-300 e modelo Avance DRX-500,
operando na freqiiéncia do hidrogénio a 300 MHz e 500 MHz, e na freqiiéncia do carbono a
75 MHZ e 125 MHZ, respectivamente. Os deslocamentos quimicos foram expressos em
partes por milhdo (ppm) referenciados no caso dos espectros de RMN 'H, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes utilizados:
cloroférmio (8 7,24), metanol (8 3,30) e dimetilsulfoxido (8 2,49). Ja para os espectros de
RMN “C, a referéncia utilizada foi cloroférmio (8 77,24), metanol (6 49,0) e
dimetilsulfoxido (& 29,8).

As multiplicidades das bandas em RMN 'H foram indicadas segundo a convengio: s
(singleto) sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), t (tripleto),
q (quarteto) e m (multipleto).

O padrio de hidrogenacdo dos carbonos em RMN C foi determinado através da
técnica de DEPT (Distortionless Enhancemente by polarization Transfer), com dngulo de
rotagio de 135° (CH e CH; com amplitudes em oposi¢do aos CHy) e foi descrito segundo a

convengdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono
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metilénico) e CHz (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados

através da subtracdo dos sinais espectrais observados nos espectros de BB (Broad Band) e

DEPT 135°.
7.5 - ESPECTROMETRIA DE MASSA

Os espectros de massa foram obtidos em espectrdmetro de massa Hewlett —
Packard, modelo HP-5971 A, acoplado a cromatografo a gas liqguido modelo HP-5890 A,
série I (CGL/EM), provido de coluna capilar de metil fenil silicone com 25,0 cm de
comprimento 0,20 mm de didmetro interno e 0,30 mm de didmetro externo, utilizando um

gradiente de temperatura de 4° C/min de 50 a 180°C e 20° C /min de 180°a 280°C.
7.6 - DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DOS METAIS

As concentragdes das solugdes dos ions metalicos foram determinadas empregando-
se um espectrdmetro de absorgdo atomica Perkin Elmer (modelo AAnalyst 100/300) nas

condi¢des experimentais apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condicées experimentais do espectrometro de absorcio atomica

Elemento Vazdo dos gases Comprimento de Corrente (mA) Linearidade

acetileno/ar onda (nm) me/L

(mL/min)
= 3248 B iy
Niquel 15 2320 %0 18300
" Chumbo 14 TR 10 1,0-20,0
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7.7 - PREPARACAO DAS MICROESFERAS

As microesferas foram preparadas utilizando-se um aparelho de spray-dryer

modelo DL — 41- Yamato Scientific Co., LTD.

Figura 20 — Equipamento Spray Dryer

A secagem por atomizagdo [84] (spray drying) é a técnica mais comumente
empregada para a obtenc¢do de microcapsulas, sendo as variaveis do processo: temperatura
do ar de entrada e de saida, fluxo do ar ou do fluido de arraste, distribui¢do de temperatura
e umidade, tempo de residéncia e geometria da cdmara. A rapida evaporagio mantém a
temperatura das goticulas relativamente baixa, podendo-se assim aplicar altas temperaturas

no ar de secagem sem afetar o produto final.
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7 8 - SINTESE DO ACIDO 11-BROMO-UNDECANOICO

A reagdo consiste em se passar vapores de HBr gerados a partir da reagdo do KBr
com H,SOy4 na presenca de uma ldmpada de Hg. O acido bromidrico adiciona-se a dupla
ligacdo do 4cido undecilénico anti-markonikov. A reacdo leva de 5 a 6 minutes apds esse
periodo a ldmpada é desligada e a mistura reacional tratada com tiosulfato de sédio e o
produto extraido com CHCl;, seco com sulfato de sodio e concentrado em rotoevaporador.

O produto final apresentou-se com sélido branco e foi caracterizado por RMN e IV.
7.9 - PREPARACAO DA N-ACIL-11-BROMO-UNDECANAL-QUITOSANA

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 1,0 g de 4cido 11-bromo-undecandico e
solubilizados em 50 mL de metanol, em seguida adicionou-se 1,5 g de cloridrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida apés 1 hora adicionou-se 1,0 g de quitosana
solubilizada em uma solugio aquosa de HCI 0,1 M. A mistura reacional fo1 entdo agitada
por um periodo de 24 horas. Ao final deste periodo o precipitado branco foi filtrado, lavado
com agua, metanol, cloroférmio e cetona, seco a temperatura ambiente e caracterizado por

espectrometria RMN e IV.

7.10 -PREPARACAO DO N-ETIL-QUITOSANA

A reagdo consiste na solubilizagdo de 1,0 g de quitosana em 100 mL de 4cido
cloridrico 0,1 M e 50 mL de metanol seguida da adi¢io de 1,0 g de etanal. A mistura
reacional é deixada sob agitagio por 4 horas para formagio da base de Schiff. Apéds este
periodo fez-se a redugdo da imina adicionando-se lentamente, 1,2 g de borohidreto de sddio
dissolvido na menor quantidade de agua. Deixa-se entio em agitagio por um periodo de 24
horas. Apés esse tempo, observa-se a formagdo de um precipitado que é filtrado, lavado

com metanol e analisado por espectometria de RMN e IV. Esse procedimento experimental
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também foi realizado utilizando-se 4cido acético e o produto obtido apresentou-se com as

mesmas caracteristicas.

711 — PREPARACAO DO N-3,7-DIMETIL-6-OCTAENO-QUITOSANA
(CITRONELAL)

A reagdo consiste na solubilizagdo de 1,0 g de quitosana em 100 mL de 4cido
cloridrico 0,1 M e 50 mL de metanol seguida da adi¢do de 1,5g de citronelal. A mistura
reacional é deixada sob agitacio por 4 horas para formagio da base de Schiff. Apods este
periodo fez-se a reducdo da imina adicionando-se lentamente, 1,2 g de borohidreto de sédio
dissolvido na menor quantidade de 4gua. Deixa-se entdo em agita¢do por um periodo de 24
horas. Apos esse tempo observa-se a formagio de um precipitado que ¢ filtrado, lavado

com metanol e analisado por espectometria de RMN e IV.

712 - PREPARACAO DO N-3,7-DIMETIL-2,6-OCTADIENO-QUITOSANA
(CITRAL)

A reagdo consiste na solubilizacdo de 1,0 g de quitosana em 100 mL de acido
cloridrico 0,1 M e 50 mL de metanol seguida da adicdo de 1,5 g de citral. A mistura
reacional € deixada sob agitagdo por 4 horas para formagio da base de Schiff. Apos este
periodo, fez-se a redugdo da imina formada adicionando-se lentamente, 1,2 g de
borohidreto de sddio dissolvido na menor quantidade de 4gua. Em seguida deixa-se em

agitagdo por um periodo de 24 horas. Observa-se a formagio de um precipitado que é

filtrado, lavado com metanol e caracterizado por RMN 13C no estado sélido e IV.
7.13 - PREPARACAO DO N-UNDECENIL-QUITOSANA

A quitosana ¢ adicionada em um baldo de 250 mL juntamente com 100 mL de acido
cloridrico 0,1 M. A mistura reacional é deixada sob agitagdo por 30 min em seguida
adiciona-se o aldeido undecilénico e deixa-se em agitagio por 4 horas. O borohidreto de

sodio € dissolvido em um pequeno volume de agua e adicionado a mistura reacional, que é
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finalmente mantida sob agitagio por um periodo de 24 horas. Apos este periodo o material

foi filtrado e lavado com hexano, metanol e éter, sendo entdo caracterizado por

espectrometria RMN e IV.

7.14 - PREPARACAO DAS SOLUCOES PADROES DOS METAIS

Uma massa correspondente a 100 mg do metal em cada um dos sais
Cu(NO3)2.3H,0, Pb(NOs),, NiS04.6H,0 e Cd(NOs),.4H,0 foi pesada e solubilizada em
4gua deionizada e o pH ajustado em torno de 4 a 6 através da adigdo de uma solugdo
tampdo preparada adicionando-se gotas de acido nitrico 0,1 mol/L em 100 mL de uma

solugio de acetato de sédio 0,1 mol/L até o pH desejado.

7.15 - APLICACAO DOS DERIVADOS DE QUITOSANA COMO ADSORVENTES
PARA IONS METALICOS EM BATELADAS

Os experimentos de adsorg¢do dos ions Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il) foram realizados a
temperatura de 30,0 + 0,5 °C, em frascos contendo 100 mg de quitosanas modificadas onde
adicionou-se solugdes contendo 5,0 mg/L. de cada metal. A solu¢io de cada metal
permaneceu em contato com os adsorventes por um periodo de 6 horas. A capacidade de
adsorgdo foi obtida determinando-se a massa do cation retida na superficie do adsorvente

por titulagdo complexiométrica com EDTA das solu¢des sobrenadantes.

7.16 - ESTUDO DO EFEITO DO pH NA ADSORCAO DOS IONS METALICOS
UTILIZANDO COMO ADSORVENTES N-3,7-DIMETIL-2,6-OCTADIENO-
QUITOSANA (QTS-CT) E N-3,7-DIMETIL-6-OCTAENO-QUITOSANA (QTS-

CIN)

Os experimentos de adsor¢do dos ions Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il) foram realizados a
temperatura de 30,0 = 0,5 °C, em frascos contendo 100 mg de QTS-CT e QTS-CTN onde
adicionou-se solugdes contendo 5,0 mg/L. de cada metal com o pH variando em uma faixa

de 4-6 para cada metal. A solugio de cada metal permaneceu em contato com o adsorvente
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por um periodo de 6 horas. A capacidade de adsorgdo foi obtida determinando-se a massa

do cation retida na superficie do adsorvente por titulagdo complexiométrica com EDTA das

solucdes sobrenadantes.

7.17 - ESTUDC DA CINETICA DE ADSORCAO EM BATELADA PARA
QUITOSANA N-3,7-DIMETIL-2,6-OCTADIENC-QUITOSANA E N-3,7-DIMETIL-
6-OCTAENO-QUITOSANA EM 24 HORAS

A cinética de adsor¢do dos ions Cu(ll), Ni(ll) e Pb(ll) foram realizadas a
temperatura de 30,0 £ 0,5 °C, em frascos contendo 100 mg de cada adsorvente onde
adicionou-se solugdes contendo 5,0 mg/L. de cada metal em pH ~ 6 para cada metal. A
solugio de cada metal permaneceu em contato com a superficie do adsorvente por um
periodo de 24 horas. Em seguida retiraram-se aliquotas no periodode 1 h,2h,3h,4h5he
24 horas. A capacidade de adsorg¢io foi obtida determinando-se a massa do cation retida na
superficie do adsorvente por titulagio absorgio atomica. Onde podemos observar que com
um tempo de aproximadamente 60 minutos os derivados de QTS-CT e QTS-CTN

atingiram sua capacidade maxima.

7.18 - CINETICA DE ADSORCAO EM BATELADA PARA N-3,7-DIMETIL-2,6-
OCTADIENO-QUITOSANA (QTS-CT) PARA OS fONS METALICOS Cu(II), Ni(IT)
E Pb(IT) EM UM PERIODO DE 3 HORAS

Os experimentos de adsorgdo dos ions Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il) foram realizados a
temperatura de 30,0 + 0,5 °C, em frascos contendo 50 mg de QTS-CT, onde adicionou-se
25 mL de uma solugdo 1106 ppm para cada metal a pH ~ 6. A solugio de cada metal
permaneceu em contato com o adsorvente por um periodo de 3 horas. Retiraram-se
aliquotas de 15 em 15 minutos até 60 minutos e depois de 60 a 60 minutos até 180
minutos. A capacidade de adsorg¢do foi obtida determinando-se a massa do cation retida na

superficie do adsorvente espectrometro de absor¢io atdomica.
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719 - ESTUDO DE DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE ADSORCAO EM
BATELADA PARA N-3,7-DIMETIL-2,6-OCTADIENO-QUITOSANA E N-3,7-
DIMETIL-6-OCTAENO-QUITOSANA PARA fONS METALICOS Cu(Il), Ni(I) E

Pb(IT) ISOTERMAS)

A capacidade de adsor¢io dos materiais QTS-CT e QTS-CTN foi determinada pelo
sistema de bateladas como segue: aliquotas contendo 5 mg de cada um dos metais Cu(Il),
Ni(Il) e Pb(Il) em pH ~ 6 foram adicionados a frascos de vidros contendo uma faixa de
0,05-0,1 mg dos adsorventes e mantidas sob agitagdo constante em temperatura de 30,0 +
0,5 °C, durante 24 horas. Ap6s esse periodo a solugio sobrenadante foi separada, filtrada e

a sua concentra¢do determinada por espectrometria de absorgdo atdmica em chama

7.20 - ESTUDO DE ADSORCAO DOS IONS METALICOS Cu(II), Ni(IT) E Pb(II)
PARA QUITOSANA EM BATELADA

Os experimentos de adsorg¢do dos ions Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il) foram realizados a
temperatura de 30,0 + 0,5 °C, em frascos contendo 100 mg de quitosana, onde adicionou-se
solugdes contendo 5,0 mg/L de cada metal com o pH variando de 4 a 6. A solugdo do sal do
metal em um pH correspondente permaneceu em contato com o quitosana por um periodo
de 3 horas. A capacidade de adsorgio foi obtida determinando-se a massa do cation retida

na superficie do adsorvente por espectrometria de absor¢do atdmica em chama.

7.21 - CAPACIDADE DE ADSORCAO EM COLUNAS UTILIZANDO COMO
ADSORVENTE O N-UNDECENIL-QUITOSANA

Colunas de vidro (buretas de 10 mL com 0,8 mm D .I) foram recheadas com =+ 0,300
g do material adsorvente em fases intercaladas com algoddo. Em seguida, foram percolados
volumes de 15 e 20mL de solugio padrio (1000mg/L) de cada ion metalico em pH ~ 6. A
capacidade de adsorgfio foi calculada pela analise da concentragio do ion metalico no

eluato por titulagdo complexiométrica com EDTA.
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722 - PREPARACAO DAS MICROESFERAS DE QUITOSANA/ACIDO
NONANEDIOICO (ACIDO AZELAICO)

25 g de Quitosana (85,4% desacetilada) foram dissolvidos em 500 mL de uma solugio
de acido acético 5%. A solucdo foi gotejada com o auxilio de uma bomba peristaltica sobre
uma solucio de NaOH 8% e metanol 25% (figura 21a). As microesferas foram deixadas 24
h imersas nessa solugio para completar a total precipitagio. Posteriormente, foram lavadas
com 4agua destilada até pH neutro e em seguida com agua deionizada. As microesferas
foram congeladas para, em seguida, passarem por um processo de liofilizagdo.

Apbs o processo de liofilizagdo as microesferas, ou beads, de quitosana (2,0 g) foram
adicionadas em um frasco contendo 1,0 g de acido azelaico em 50 mL de metanole 1,5 g
de cloridrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida solubilizada em agua
deionizada. A mistura reacional foi entdo agitada por um periodo de 48 horas. Ao final
deste periodo, os beads foram filtrados e lavados com H,O milli-Q. seco a temperatura
ambiente por um periodo de uma semana para entdo ser caracterizado por espectrometria

RMN e IV.

= . o = LTt RIT oo o

Figura 21a - Esquema do sistema de preparacio das microesferas de quitosana. Funil
com solu¢iio de quitosana; 2- Bomba de ar comprimido; 3- Gotejador; 4- Motor com
hélice de vidro; 5- Cuba de vidro; 6- Solu¢iio coagulante; 7- Rotimetro. Figura

retirada da Referéncia 85.
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Figura 21b - Sistema para neutralizacio das microesferas de quitosana por lavagem

com agua destilada em fluxo ascendente.

7.23 - COMPLEXACAO DAS MICROESFERAS SECAS DE QUITOSANA/ACIDO
NONANEDIOICO (QTS-AZ) COM Fe (II)

Em um frasco de 50 mL contendo 0,5 g de microesferas quitosana-acido azelaico
adicionou-se 5,0 mL de uma solugdo 1000 ppm em ferro. As microesferas permaneceram
em contato com esta solugdo sob agitacdo por um periodo de 48 horas a temperatura
ambiente. Apos esse periodo foram filtradas, lavadas com H;O milli-Q e a solugio
sobrenadante foi analisada por espectrometria absor¢do atdémica, onde 77,3% de ferro

foram adsorvidos em 0,5 g de quitosana/acido azelaico.

724 - ESTUDO DE LIBERACAO DO FERRO ADSORVIDO NAS
MICROESFERAS DE QTS-AZ-Fe (II)

As microesferas de QTS-AZ-Fe (II) 3,865 mg foram colocados em um erlemmyer

contendo 15 mL de solugdo tampdo HC1/KCI pH=1,5 a 37 °C sob agita¢do. Aliquotas de

SHIVERSHBABE PEBERAL B0 GEAR:

RIVLIATEAA BE CENCIAR & TEQRBL OO
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1 mL foram retiradas e diluidas para 25 mL em um intervalo de tempo de 30 em 30 minutos

até 120 minutos e uma outra aliquota em 24 horas e a quantidade de ferro fo1 analisada por

espectrometria de absorgéo atdmica.

7.25 - MICROENCAPSULACAO DO PARACETAMOL COM N-3,7-DIMETIL-6-
OCTAENO-QUITOSANA PELA TECNICA SPRAY DRYING

A N-3,7-dimetil-6-octaeno-quitosana (1,0 g) foi solubilizada em 100 mL de acido
acético 1%, em seguida adicionou-se 0,5004 g de paracetamol dissolvido em 80 mL agua.
Esta mistura foi colocada no spray dryer ajustando-se as condi¢des de temperatura de
inje¢io do ar 250°C, temperatura de saida do ar 85 a 90°C, velocidade de fluxo 20

mL/min. As microesferas resultantes foram analisadas por espectroscopia no

infravermelho.
7.26 - ESTUDOS DE LIBERACAO DO PARACETAMOL

Apés a obtengdo do paracetamol microencapsulado com o N-3,7-dimetil-6-octaeno-
quitosana fez-se o estudo de liberagdo do paracetamol simulando as condig¢des do trato
gastrointestinal.

As microcapsulas obtidas pela técnica de spray drying (0,2 g) foram colocadas em
um recipiente contendo 30 mL de solugdo tamp&o com pH 1,2 e colocadas sob agitaciio a
temperatura de 37 °C. Transcorrido 30 min retirou-se uma aliquota de 5 mL e repetiu-se
esse procedimento a cada 30 min até 120 min. Elevou-se o pH até a 6,8 adicionando-se
solugdo tampdo KH,PO4/Na;HPOs, onde se retiraram aliquotas de 5 mL no intervalo de 2
em 2 horas até 6 horas. Prosseguindo, adicionou-se uma solugio tampio NH,OH/NH,CI
para obter-se o pH 9,8. Retirou-se novamente aliquotas de 5 mL de 6 em 6 horas até 12
horas. As aliquotas retiradas foram submetidas a extragio com solvente acetato de etila e o

paracetamol extraido foi analisado por espectroscopia no infravermelho.
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727 — MICROENCAPSULACAO DA L-DOPA COM N-3,7-DIMETIL-6-
OCTAENO-QUITOSANA PELA TECNICA SPRAY DRYING

A N-3,7-dimetil-6-octaeno- quitosana (1,0 g) foi solubilizada em 100 mL de acido
acético 1%, em seguida adicionou-se 0,25 g de L-Dopa dissolvido em 80 mL agua. Esta
mistura foi colocada no spray dryer ajustando-se as condi¢des de temperatura de inje¢éo
do ar 250°C, temperatura de saida do ar 90°C e velocidade de fluxo 20 mL/min. As

microesferas resultantes foram analisadas por espectroscopia de IV.

7.28 - ESTUDOS DE LIBERACAO DA L-DOPA

Apés a obtencdo da L-Dopa microencapsulada com o N-3,7-dimetil-6-octaeno-
quitosana fez-se o estudo de liberagdo da L-Dopa simulando as condi¢des do trato
gastrointestinal. As microcapsulas obtidas pela técnica de spray drying (0,04 g) foram
colocadas em um recipiente contendo 30 mL de solugdo tampao com pH 1,2 e deixadas
sob agitag@o a temperatura de 37 °C. Transcorrido 30 min retirou-se uma aliquota de 5 mL
e repetiu-se esse procedimento a cada 30 min, até 120 min. Para pH 6,8 adicionou-se 30
mL de solugdo tampao KH2PO4/NagHPO4, em ( 0,04 g) dessas microcipsulas, onde se
retiraram aliquotas de 5 mL no intervalo de 2 em 2 horas até 6 horas. Ja para pH 9,8
adicionou-se 30 mL de solugdo tampdo NH4OH/NH4Cl em (0,04 g) dessas microcapsulas.
Retiraram-se novamente aliquotas de 5 mL de 6 em 6 horas até 12 horas. Nos pH 1,2 ¢ 6.8,
adicionou-se NaOH 8% para precipitar a quitosana e somente depois as aliquotas foram

filtradas, concentradas e analisadas por espectroscopia no infravermelho.
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8.1 —- ESTUDO DO GRAU DE DESACETILACAOQO DE QUITINA E QUITOSANAS
COMERCIAIS

Esses polissacarideos insoliveis em solventes orginicos, tiveram o grau de
desacetilacio obtido registrando-se espectros de RMN de "°C no estado sélido da quitina e
quitosanas comerciais e analisando-se também seus espectros de absorgio na regido do I'V.

Os parimetros utilizados na aquisi¢io dos espectros de RMN CP/MAS de #0
permitem uma analise quantitativa dos sinais referentes a quitina e quitosanas nos
respectivos espectros e desse modo foram feitos os calculos baseados nas areas de
integragdo para a regido referente aos carbonos do anel cetalico e da regido de integragio
referente ao carbono metinico do grupo acetamida [86].

O grau de desacetilacdo da quitosana € essencial quando estudamos a relagio entre
as estruturas e propriedades especialmente para o possivel uso industrial.

A Tabela 5 (pag. 67) mostra os deslocamentos quimicos de CP/MAS RMN “°C no
estado solido para uma amostra de quitosana comercial adquirida da BP TRADING (fig.
22, pag. 77) e quitosana comercial adquirida da PRIMEX (fig. 23 pag. 78) onde se observa

a auséncia dos sinais referentes aos carbonos do grupo acetamida.

Tabela 5: Dados espectrométricos de RMN °C no estado sélido da quitcsana - BP
TRADING e quitosana PRIMEX.

ao e p) N i

valores de & observados

C-1 104,81 103,66

C-2 STAS 56,12
C-3,5 13,21 74,08

C-4 81,11 81,18

C-6 60,83 60,83
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e 13 .
Os parimetros utilizados na aquisi¢io dos espectros de RMN C permitem uma

anélise quantitativa dos sinais referentes a quitina e a quitosana.

Tabela 6: Dados de integracio para Quitosana BP TRADING

5,201 0,112

25,528 ’

30,729 0,112
Total A=30,729 +6=5,15 A=0,112

Grau de acetilagdo (GA) = A CH3;COCH;3 / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integragio

GA =0,02

GD = 98 % desacetilada

Tabela 7 — Dados de integracao — quitosana PRIMEX

1,000 A
3,1969 s

1,69 :
5,8864 "
Total A=5,8864 +6=0,98 .

GD =98 % desacetilada
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A tabela 8 (pag. 69) mostra os deslocamentos quimicos de RMN C no estado
sélido para uma amostra de quitina 100% acetilada (fig. 24, pag. 79) e quitosana 100%

desacetilada (fig. 25, pag. 80) fornecida pela empresa POLYMAR.

Tabela 8 — Dados de RMIN CP/MAS C para quitina (100% acetilada) e quitosana

(100% desacetilada)

c1 | 0000 10259 SEE 1 103,49
C2 54,01 55,65
"t B 73,69 74,37-79,97
C-4 81,83 84,30
C-6 59,61 59,47
CHj 21,60 :
C=0 172,68 2

Analisando-se os valores dos sinais para a quitina 100% acetilada e a quitosana
100% desacetilada (tabela 8, pag. 69) observa-se a auséncia de valores para os sinais
referentes aos carbonos do grupo metila e do grupamento acetamida na coluna indicativa da

quitosana, o que evidéncia a completa remogio do grupamento acetila.
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8.1.1 - QUITOSANAS COM DIFERENTES GRAUS DE DESACETILACAO

As amostras de quitina e quitosana com diferentes graus de desacetilagio foram
fornecidas pela Empresa Polymar, As amostras tiveram o seu grau de acetilagdo e
desacetilagio determinados por espectroscopia de RMN de BC no estado sélido.

O procedimento foi repetido em média seis vezes para cada lote de amostra
adquirida e os valores médios obtidos foram analisados e concordantes entre si.

Observando-se os valores de RMN de “C contidos na tabela 9 (pag. 70)
constatamos que ndo ocorre diferenga nos valores dos deslocamentos quimicos (8) dos
carbonos das quitosanas com relagdo ao grau de desacetilacdo. Para a quitosana com GD
95% podemos observar a auséncia do valor do & referente ao carbono do grupo metila,

mesmo ainda aparecendo um valor de § referente a carbonila.

Tabela 9 — Dados de RMIN CP/MAS “C para amostras de quitosanas com variacio

do grau de desacetilacio

-1 |- 10338 | 10336 103435 | 10351 103,55 | 103,50
. 55,62 55,73 55,75 55,77 55,86 55,63
G351 ‘M2z 74,33 74,26 74,29 74,36 74,23
c4 81,24 79,99 80,00 80,05 80,09 84,27
C-6 59,66 59,42 59,59 59,49 59,63 59,47
CH; 21,64 21,82 21,71 21,90 21,70 2
=0 | 172,80 172,46 172,62 172,70 172,33 172,63
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8.1.2 - RESULTADO BASEADO NOS DADOS DE CP/MAS 3C DE RMN PARA
QUITINA

Pelletier et al [87] determinaram o grau de desacetilagio da quitosana por RMN no
estado sélido. Onde o °C RMN foi usado para estudo de desacetilagio dos produtos de
quitina e quitosana. O percentual de desacetilagdo, como no nosso caso foi calculado

comparando-se a area do grupamento acetamida e dos carbonos do anel cetalico

CALCULOS: %GD =[ ACH3/(AC>-Cs) x 100]

Onde ACH; € a intensidade da integracio de CHz e AC,-Cs é a soma das intensidades de
integracdes de Cs, Cs, C4, Cs e C.

Efetuou-se trés integragSes para cada um dos espectros obtidos observando-se que
as regides de integracdo referentes aos carbonos do anel cetalico correspondem a proporgéo
1:3:2 em ambos os espectros obtidos. Considerando-se a quitina completamente acetilada, a
integracdo para um carbono do anel cetilico € equivalente a um carbono do grupo

acetamida que podem ser observados e na tabela 10 e confirmados pela figura 24 (pag. 79).

Tabela 10: Dados de integra¢do para Quitina (100% acetilada)

11,7284 i ]  1,0059

3,1571
1,000
5,88
Total A=588+6=0,98 A =1,0059

Grau de acetilagio (GA) = A CH;COCH3 / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integragio
GA =100 %
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7.1.3 - RESULTADO BASEADO NOS DADOS DE CP/MAS 3C DE RMN PARA
QUITOSANA FORNECIDA PELA EMPRESA POLYMAR COM DIFERENTES

GRAUS DE DESACETILACAO

Tabela 11 — Dados de integracio para quitosana 1

28218
1,4437
1,000
5,2655

Total | A =5,2655+6=0,877

0,2474
0,3796

0,627
A=0,627+2=0,3136

Grau de acetilagdo (GA) = A CH;COCH; / A Carbonos do anel cetalico

A= Area total de integracio
GA =036
GD = 64 % desacetilada

Tabela 12 — Dados de integracio para quitosana 2

2,9444
1,5461
1,000
5,4905
Total A=5,4905+6=0,91

0,2537
0,3245

0,5782
A=0,5782+2=023

Grau de acetilagio (GA) = A CH3COCHj3 / A Carbonos do anel cetalico



A= Area total de integragio
GA =0,25
GD =75 % desacetilada

Tabela 13 — Dados de integracio para quitosana 3

Total A=53116+6=0,89

0,1588
0,2885

0,4473
A=04473+2=0,22

Grau de acetilagio (GA) = A CH;COCH;/ A Carbonos do anel cetalico

A= Area total de integragio
GA =0,24
GD =76 % desacetilada

Tabela 14 — Dados de integraciio para quitosana 4

2,9792
1,5535
1,000
5,530
Total A=5530+6=096

0,1094
0,2562

0,3656
A=0,3656+2=0,18
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Grau de acetilagio (GA) = A CH;COCHj3 / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integraciio

GA=0,19

GD =81 % desacetilada

Tabela 15— Dados de integra¢io para quitosana S

2,9154 0,0863
1,4602 0,1376
1,000 2
5,3756 0,2239
Total A=53756+6=0,89 A=02239+2=0,11

Grau de acetilagdo (GA) = A CH;COCH; / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integracio

GA =0,12
GD =88 % desacetilada

Tabela 16— Dados de integraciio para quitosana 6

i 0,0387
1,5213 0,0692
1,000 -
5,4362 0,1079
Total A=54362+6=0091 A=0,1079+2=0,05




75

Grau de acetilagio (GA) = A CH;COCHs / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integragio

GA =0,05

GD =945 % desacetilada

Tabela 17— Dados de integracio para quitosana 7

T 53403 - 0,0
1,6783 :
4,8186 0,0
Total A=48186+6=0,698 -

Grau de acetilagdo (GA) = A CH;COCHj3; / A Carbonos do anel cetalico
A= Area total de integragio

GA = Zero

GD% = 100 % desacetilada

Apos obtencdo dos dados obtidos do RMN CP/MAS, submeteu-se a essas amostras
a analise por espectroscopia no infravermelho.

O espectro de absorgdo no infravermelho da quitina, mostrado apresenta bandas de
absorgdo caracteristicas de amidas, nas regides de 1662 cm™ - estiramento C=0 conhecida
como banda de amida I, 1561 cm™ deformagio N-H banda de amida 1 e 1315 cm™
atribuida & deformagdo CO-NH e ao grupo CH, que acontecem & mesma freqiiéncia. A
banda aguda a 1377 cm™ é atribuida a deformac@o simétrica do CHs. A banda em 3261 cm™
¢ atribuida a vibragdo do estiramento N-H, e a observada em 3436 cm™ ao estiramento
hidroxila.

A técnica de espectroscopia no infravermelho [88] € util para comprovar a hidrélise

dos grupamentos acetila da estrutura quitina, através da reducdo da banda de estiramento
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Figura 22 — Espectro de RMN de 13- CP/MAS da quitosana BP TRADING
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Figura 24 - Espectro de RMN CP/MAS BC da quitina 100% acetilada
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8.2 — OBTENCAO DOS DERIVADOS DE QUITOSANA

Reacdes do grupo amina da quitosana com &cidos carboxilicos e com grupos
carbonilas foram reportados nesse trabalho, desta forma optou-se fazer a sintese de alguns
N-acil quitosanas a partir de acidos graxos obtidos do 6leo fixo de mamona abundante em
nossa regido e a sintese de N-alquil derivados usando-se aldeidos (citral e citronelal)
obtidos de o6leos essenciais também obtidos na nossa regido, tornando atraente a
possibilidade de se usar matéria prima regional na obtencdo de novas substincias que
possam ter uma aplicacdo.

As sinteses classicas de N-acil-quitosanas relatadas nesse trabalho mostram que as
mesmas sdo preparadas pela condensa¢do do grupo amina da quitosana com um acido
carboxilico ou um anidrido de 4acido. Quando a reacdo ocorre mediante o acoplamento do
grupo amina da quitosana com um acido carboxilico € necessario o uso de um agente
acilante reativo, destacando-se aqui o uso de carbodiimidas as quais vém sendo largamente
aplicadas [89]. Estes ativantes funcionam como agente desidratante moderado, acidos
carboxilicos em O-aciluréias bastantes reativas. Esta rea¢do se deve ao fato de que a quebra
da ligacdo acil-oxigénio converte a dupla ligagdo carbono-nitrogénio da isouréia em um
grupo carbonila mais estavel. As O-acil uréias na presenca de alcool ou amina, por
exemplo, reagem para formar um éster ou uma amida respectivamente (fig. 39, pag. 95). A
grande vantagem sintética no uso de carbodiimidas é a possibilidade de se trabalhar em
solugdes aproéticas, ndo acidas e ndo basicas. No entanto, a grande desvantagem é a
possibilidade de formagdo de sub-produtos indesejaveis que na sua grande maioria dificulta
o isolamento e purifica¢do do produto principal, devido ao fato de que os mesmos algumas
vezes apresentam propriedades bastante semelhantes. Por exemplo, produtos do rearranjo
das O-acil-uréias s3o geralmente observados, juntamente com a presenca de anidridos
simétricos obtidos pela reagdo de uma segunda molécula de um acido carboxilico com o
complexo ativado. No caso de obten¢io de complexos quirais, geralmente se observa a
presenca de racemizagdo. Com o objetivo de facilitar o isolamento e purificacio das amidas
resultantes, fizemos o uso do clorohidrato 1-(-3-dimetilaminopropil )-3-etilcarbodiimida
pois esta substincia apresenta a vantagem de gerar sub-produto soluvel em agua

facilitando o isolamento da amida desejada.
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8.2.1 - UNDECILENATO DE METILA

O 6leo de mamona ou 6leo de ricino conhecido principalmente por seu uso
industrial e purgativo caseiro, é obtido dos grios da mamona, Ricinus communis, da
familia das Euphorbiaceas, que ocorre principalmente em paises tropicais e subtropicais
[90]. Este 6leo é essencialmente um triglicerideo, onde o acido ricinoléico, oléico,
linoléico, palmitico e estearico s3o os principais constituintes encontrando-se em teores de
86%, 7%, 3%, 2% e 2% respectivamente.

O undecilenato de metila é obtido pelo método classico de pirdlise do ricinoleato de

metila por um rearranjo tipo 1,5 como é mostrado na figura 40.

H (CH)sCO,Me
MeO 4 B A o
$ CH,(CH,)
o OH : 4 /
Ricinoleato
de metila l
(CH;)6CO,Me
(8]
cuycy—4 ®
H —
Heptanal Undecilenato
de metila

Figura 40: Mecanismo de formacio do undecilenato de metila.

- A analise do espectro de massas do undecilenato de metila (fig. 41, pag. 98)
apresentou o pico do ion molecular M™ em 198 unidades de massa estando este dado de
acordo com a formula molecular Ci2H2;02. O mesmo espectro apresentou ainda um
fragmento de massa com razdo massa/carga ( m/z ) 167, correspondente a perda de 31
unidades de massa caracteristica de fragmentagio de ésteres metilicos.

No seu espectro de absorgio na regiio do infravermelho

(fig. 42, pag. 99) observou-se & presenca de uma banda intensa em 1741 cm™
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correspondente ao estiramento de carbonila de ésteres, assim como uma banda em 2920
cm’® proveniente de estiramento C-H. Também foi possivel observar uma banda de menor
intensidade em 1641 cm™ referente ao estiramento da ligagio dupla em olefinas.

No espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (fig. 43, pag. 100) fo1
observado um multipleto centrado em & 5,44 correspondente ao préton olefinico H-10 e
um multipleto em & 4,96 correspondente aos protons olefinicos H-11. Neste espectro foi
possivel ainda observar um singleto em & 3,58 confirmando a presenga de um grupo
metoxila, um tripleto centrado em & 2,23 correspondente aos protons H-2 e um sinal em 6
1,93 correspondente aos protons H-9. O sinal referente aos carbonos metilénicos também
foi observadoem & 1,50 ¢ 8 1,22.

O espectro de ressondncia magnética nuclear de carbono 13 (fig. 44, pag. 100)
totalmente desacoplado (BB), deste éster apresentou as esperadas 12 linhas espectrais de
acordo com a féormula molecular C;,H2,0; sugerida pela espectrometria de massas. Neste
espectro também foi possivel observar um sinal em & 51,2, evidenciando a presenca da
metoxila, além de dois sinais em & 114,0 e 6 138,92 correspondente aos carbonos
olefinicos C-11 e C-10 respectivamente. Observou-se também um sinal em & 174,1
referente a carbonila de ésteres.

Utilizando-se a técnica DEPT 135° (fig. 45, pag. 102) observou-se dois sinais de
amplitudes positivas, um em & 51,2 e outro em & 130,9 correspondente aos carbonos da
metoxila e ao C-H olefinico, respectivamente. Também foram observados nove sinais de
amplitudes negativas em & 138,9; 8 33,9; 8 33,7, 8 29,1; 6 29,1; § 29,0; 5 28,9; 28,7, 5 24,8
correspondente aos carbonos C-11, C-2, C-9, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8.
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8.2.2 - OBTENCAO DO ACIDO UNDECILENICO

Hidroélise
CH,=CH(CH,)3CO,Me —>» CH,=CH(CH,);COOH

Undecilenato de metila Acido Undecilénico

Figura 46: Obtencio do 4cido undecilénico a partir do undecilenato de metila

A hidrélise do undecilenato de metila foi feita com NaOH/MeOH a temperatura
ambiente com um rendimento em tormo de 85%. O 4cido undecilénico assim obtido
apresentou-se como um 6leo limpido amarelado.

O espectro de massas do acido undecilénico (fig. 47, pag. 105) apresentou o pico do
jon molecular M com razio massa/carga 184 u.m.a estando este dado de acordo com a
formula molecular Cy;Hz00,. Também se verificou um fragmento de massa com razio
massa/carga ( m/z ) 166 um.a correspondente a perda de 18 unidades de massa
caracteristica de compostos hidroxilados.

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho do mesmo 4acido
(fig. 48, pag. 106) observou-se a presenca de uma banda larga e intensa entre 3073 cm™
caracteristico de estiramento de hidroxilas de acidos carboxilicos, assim como uma banda
intensa em 1710 cm™ caracteritico de estiramento de carbonila de 4cido carboxilicos.

No seu espectro de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(fig. 49, pag. 107), observou-se o desaparecimento dos sinais dos hidrogénios da metoxila,
assim como a presenga de um multipleto centrado em & 5,72 correspondente ao préton
olefinico H-10. Além destas observou-se um multipleto em & 4,90 referente aos protons
olefinicos H-11 e um sinal em § 10,73 correspondente ao préton da hidroxila, assim como

outras absorgdes.
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No espectro de ressondncia magnética nuclear de carbono 13 totalmente
desacoplado (BB) deste 4cido (fig. 50, pag. 108) foi possivel observar 11 linhas espectrais.
Estando este dado de acordo com a formula molecular C11Hz00,. (PM = 184) proposta pela
espectrometria de massas. O mesmo espectro apresentou ainda uma absor¢do em 6 180,5
correspondente a carbonila de acidos.

Utilizando-se a técnica DEPT 135° (fig. 51, pag. 109), para determinag¢do da
multiplicidade observou-se 8 linhas espectrais de amplitudes positivas em & 114,0;
S 34,1; 6 33,7; 8 29,2; 6 29,1; 6 29,0; & 28.,8; & 24,6; correspondente aos carbonos
C-11 (olefinico) e aos carbonos metilénicos C-2, C-9, C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8
respectivamente. Foi observada ainda uma linha de amplitude negativa em 139,0
correspondente ao carbono olefinico C-10, bem como a auséncia da absor¢io em § 51,2 do
carbono do grupo metoxila do undecilenato de metila mostrando que a hidrélise foi

completa.
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8.2.3 - OBTENCAO DO ACIDO 11-BROMO -UNDECANOICO

HS0, + K
CH,CH,(CH,)sCOOH
e oIk
CH,=CH(CH,);COOH o |
Br
Acido Undecilénico Acido 11-bromo-Undecanéico

Figura 52 : Obtencio do 4cido 11-bromo undecanéico a partir do acido undecilénico

A obtengio do acido 11-bromo-undecandico foi feita com H,SO4 e KBr na presenga
de luza 0° C com um rendimento em torno de 95%. O acido 11-bromo-undecanéico assim
obtido apresentou-se como um so6lido limpido branco.

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho do mesmo 4&cido
(fig. 53, pag.111) observou-se a presen¢a de uma banda larga e intensa entre 3073 cm”
caracteristico de estiramento de hidroxilas de acidos carboxilicos, assim como uma banda
intensa em 1693 cm™ caracteritico de estiramento de carbonila de 4cido carboxilicos.

No espectro de ressondncia magnética nuclear de carbono 13 totalmente
desacoplado (BB) deste acido (fig. 54, pag 112) foi possivel observar 11 linhas espectrais.
Estando este dado de acordo com a férmula molecular C;H2;02Br. O mesmo espectro
apresentou ainda uma absor¢do em & 180,53 correspondente a carbonila de acidos e um
sinal em 8 34,04 correspondente ao C-11 carbono ligado ao bromo. Observou-se ainda o
desaparecimento dos sinais referentes aos carbonos olefinicos, o que indica que a reagio de

adi¢do de bromo em presenga de luz ocorreu com sucesso.
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8.2.4 - OBTENCAO DA N-ACIL -11-BROMO-UNDECANAL-QUITOSANA

CH,CH,(CH;);C=0
?HZCHZ(CHQKCOOH Clorohidrate-1-(3-dimetil-amino- 113 l) NHR
Br propil)-3-etil-carbodiimida, 3 Y
(o)
L > N NR
Acido 11-bromo-undecanéiceo
intermediario ativo
+
OH
0]
Q OH
OH
3 e MeOH 00
OH
N
P
° T\W o s
Br H/IX\H
N-cil-11-bromo-undecanal-quitosana o

Figura 55: Esquema reacional de preparacio da N-acil-11-bromo-undecanal-

quitosana

Neste trabalho apresentamos um novo derivado de quitosana (figura 55) obtido pela
reagdo da quitosana com o acido 11-bromo-undecandico sob condi¢des homogéneas,
usando-se carbodiimida com agente acilante [89]. Nesta etapa do trabalho tihamos a
intencdo de reticular a quitosana através da reagdo da mesma com o grupo carbonila do
intermediario ativo e deslocamento do bromo (substituigdo nucleofilica) também presente
no intermediario ativo, entretanto a reagdo ocorreu apenas na carbonila ndo ocorrendo uma
alquilagdo da amina, este fato deve ter ocorrido devido o pH do meio reacional.

O produto final mostrou-se assim insolivel em diversos sistemas de solventes

testados tais como: metanol, etanol, DMSO, éter etilico, acetona, devido a isso foi
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caracterizado por RMN °C no estado sélido, os dados dos deslocamentos de BC estiio

ilustrados na tabela 18 e comparados com os deslocamentos de BC do 4cido 11-bromo-

undecandico.

Tabela 18: Dados espectrométricos de RMN de 13C CP/MAS do acido 11-bromo-

undecandico e do N-acil-11-brome-undecanal-quitosana

Acido I I-bromo-undecanoico N-acil-11-bromo-undecanal-

quitosana

Os dados de RMN °C CP/MAS (fig. 57, pag. 116) mostrados na tabela 18
demonstra que os carbonos C-3°, C-4’, C-5°, C-6’, C-7°, C-8’, C-9°, C-10’, apresentaram

sinais largos indefinidos tornando uma dificil correlagio com os deslocamentos. A presenca
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do sinal em & 171,67 cotresponde a carbonila da amida formada. Podemos observar ainda o
sinal em & 99,18 que se relaciona com o carbono anomérico do anel cetalico, os sinais em 0
51,92 e 8 55,32 correspondem aos carbonos C-2 e C-6 respectivamente. Os sinais em d
70,21-77,26 sdo atribuidos aos carbonos C-3, C-4 e C-5 também do anel cetalico

O espectro na regifo do infravermelho (fig. 58, pag. 117) apresentou uma absorgio
em 2927 cm’ referente a estiramento de C-H, observou-se ainda uma banda em 1639 cm™
caracteristica de estiramento de carbonilas de amidas, bem como uma banda em 1553 cm™
referente a deformagio de N-H. A banda em 1421 cm™ corresponde a carbono ligado a
halogénio.

A figura 56 a seguir ilustra os principais deslocamentos de RMN de °C CP/MAS

para o N-acil-11-bromo-undecanal-quitosana.

99,18

'
v 6 v & ¢ 10
e 3 S 7 9 11°

~ /" 31,29

\HI
171,67 £ Br

N-acil-11-brome-undecanal-quitosana

Figura 56: Principais deslocamentos quimicos de RMN de >C CP/MAS para o N-acil-

11-bromo-undecanal- quitosana
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825 — OBTENCAO DA QUITOSANA MODIFICADA COM O ACIDO
NONANEDIOICO (ACIDO AZELAICO)

B OH REN o
7 carbodiimida Y W\[(m
—_—

0 o MeOH NR' o o NR'
Acido azeldico intermediirie ativo
+

iM e

Quitosana-acido azeldico Microesferas de quitosana

Figura 59: Esquema reacional de obtencio da quitosana modificada com o icido

nonanedidico

Neste trabalho apresentamos um novo derivado de quitosana (figura 59) obtido pela
reacio da quitosana com o acido nonanediéco ou acido azelaico como também é
denominado, usando-se carbodiimida com agente acilante, O acido nonanedidico que
recebe também a denominagdo de acido azeldico é um acido dicarboxilico de nove dtomos
de carbonos que se obtém pela reagdo de oxidagdo do acido oléico (derivado do dleo de
mamona) com acido nitrico e que vem despertando crescente interesse pelas suas
propriedades biologicas e aplicagdes terapéuticas [91]. O objetivo nesta etapa do trabalho é
tornar o polimero insolivel em meio 4acido, com maior resisténcia mecinica, estabilidade

quimica e que este polimero pudesse ser recuperado.
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A reagdo foi realizada usando-se uma relagio molar de 2:1 de quitosana para acido
azelaico e carbodiimida solavel em dgua em excesso. O produto final mostrou-se insolavel
em diversos sistemas de solventes testados tais como: metanol, etanol, DMSO, éter etilico,
acetona, devido a isso foi caracterizado por RMN “°C no estado sélido (fig. 61, pag. 121)

os dados dos deslocamentos de *C estdo ilustrados na tabela 19 e comparados com os

deslocamentos de >C do 4cido azelaico.

Tabela 19: Dados espectrométricos de RMN de >C CP/MAS do acido azeldico e da
QTS-AZ

Acido azelaico

Diante de tais resultados podemos constatar que a reag¢do entre a quitosana e o acido
azelaico ocorreu apresentando bons resultados, e que possivelmente houve acoplamento nas
duas carbonilas, o qual se justifica pela presenga de uma unica carbonila com um
deslocamento quimico em & 186,31 bastante deslocado para uma carbonila de amida isto

deve-se a tensdo do polimero apds sua reticulagdo com o acidoa azelaico . O sinal em &

108,34 correspondente ao carbono anomérico, um sinal largo em & 82,42 provavelmente
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esta relacionado aos carbonos C-3, C-4 e C-5 do anel cetalico onde podemos afirmar que se
encontram em campo mais baixo do que no anel cetalico da quitosana. O sinal em 6 43,07
atribuimos ao carbono C-2 da cadeia lateral.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (fig. 62, pag. 122) apresenta
uma banda intensa em 1697 cm™ referente a carbonila da amida, essa absor¢do um pouco
mais elevada pode ser atribuida a ndo formacdo de ligagdes de hidrogénio devido o
acoplamento ocorrido entre os grupos aminas e o acido carboxilico. A banda em 2934 cm™
refere-se ao estiramento de C-H, da cadeia alquil. A banda em 1312 ¢m™ pode ser atribuida

a deformagdo -CO-NH.

108,34

Figura 60: Principais deslocamentos quimicos de RMN de °C CP/MAS para o

quitosana medificada com o dcido nonanedidico
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8.2.6 — OBTENCAO DA N-ETIL-QUITOSANA

+ CH;CHO
Etanal
N n
HH lMeOH
Quitosana
OH
o0
OH VY,
0 3 2
n
N
H/ \/zv
1!

N-etil-quitosana

Figura 64: Esquema reacional de obtencio da N-etil-quitosana

Para obtengdo dos derivados N-alquil, optou-se inicialmente pela tentativa de
alquilagdo redutiva utilizando-se um aldeido de cadeia pequena e de facil disponibilidade
no laboratério o etanal. A reacdo ocorreu em meio homogéneo pela dissolugio da
quitosana em acido cloridrico 0,1 M seguida da adi¢cdo do etanal. Apds a formagio de um
precipitado adicionou-se um agente redutor para obtengdo da amina. O sélido branco obtido
foi caracterizado por RMN de °C CP/MAS pois o derivado mostrava-se insolivel em
solventes organicos usuais do laboratoério.

Os dados de RMN de *C CP/MAS (fig. 66, pag. 126) estio descritos na tabela 20

mostram que o produto foi obtido com sucesso.
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Tabela 20: Dados espectrométricos de RMN de B CP/MAS no estado sélido da N-

etil-quitosana

N-etil-quitosan

Os sinais em & 55,41 e 8 52,60 sdo referentes aos carbonos C-2 e C-1’ ligados ao
Nitrogénio no anel cetalico e da cadeia alquil respectivamente. O sinal em 8 17,54 refere-se
ao grupo metila da cadeia lateral comprovando que o derivado foi obtido.

O espectro de absorg¢do na regido do infravermelho (fig. 67, pag. 127) mostrou uma
banda de intensidade média em 1639 cm™ correspondente a deformacdo angular de N-H,
podemos observar ainda uma banda em 3503 cm™ referente ao estiramento N-H e uma
banda em 1420 cm™ correspondente a deformacio de C-O-H.

A literatura reporta a alquilagdo redutiva solubilizando a quitosana em 4cido acético
aquoso e adi¢do de metanol para ocorrer uma maior dispersdo da quitosana. Nesta rea¢io a
substituigdo do acido acético pelo acido cloridrico aquoso forneceu boa solubilizacio da
quitosana obtendo-se o derivado com 90% de rendimento.

63,62

100,02

s et 17,54
w0
5541 52,60
Figura 65: Principais deslocamentos quimicos de RMN *C CP/MAS para o N-etil-

quitosana
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Figura 68: Esquema reacional de obtencdo do N-undecenil- quitosana
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Apbs a obtengdo do derivado N-etil-quitosana optamos para fazer os derivados

alquilados com cadeia lateral com um maior nimero de carbonos. O aldeido undecilénico

nos pareceu uma boa po¢do para preparacio destes derivados.

O N-undecenil-quitosana (figura 65) foi obtido pela rea¢io da quitosana soluvel em

acido cloridrico 0,1 M com o adeido undecilénico. A redu¢do da imina formada foi

realizada pela adicio de NaBH4 O produto final apresentou-se como um sé6lido branco

insoluvel em varios sistemas de solventes testados tais como DMSO, MeOH, Et;O, CHCl;
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etc. Devido a essa dificil solubilidade foi caracterizado por espectroscopia de RMN de™C

CP/MAS e por Infravermelho.

Os dados de RMN de °C CP/MAS (fig. 70, pag. 132) estio descritos na tabela 21
onde podemos observar os sinais referentes aos carbonos do anel cetalico e da cadeia alquil
ligada a quitosana onde evidenciamos os seguintes sinais 0 102,96 relacionado ao carbono
anomérico C-1, os sinais em 8 137, 36 e & 113,09 corresponde aos carbonos olefinicos C-
10° e C-11" da cadeia undecilénica respectivamente. Observou-se nesse mesmo espectro
um sinal largo em & 58,28 referente aos carbonos C-2 e C-6 ndo diferindo no deslocamento.
Os carbonos C-3, C-4 e C-5 com deslocamento entre 8 80,69-73,35 nio diferem também no
deslocamento.

O sinal em 6 169,85 refere-se a carbonila do grupo acetamido da quitosana nio
desacetilada totalmente.

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (fig. 71, pag. 133) observou-se
a presenga de uma banda larga intensa entre 3200 cm’ a
3400 c¢m”’ caracteristico de estiramento de hidroxilas, uma banda em 1641 cm™
caracteristico de estiramento de carbonilas de amidas. Observou-se ainda uma banda em
1561 cm™ justificando a presenca do grupamento vinila, bem como uma banda em 1152

cm™ para o estiramento C-O. A absor¢do em 1402 cm™ corresponde ao estiramento —C=C.
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Tabela 21: Dados espectrométricos de RMN de 3C CP/MAS no estado solido do N-

undecenil-quitosana

Acido undecilénico N- undecenil-quitosana
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8.2.8 — OBTENCAO DE DERIVADOS DE QUITOSANA MODIFICADOS COM
ALDEIDOS OBTIDOS DE OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais [92] constituem os elementos volateis contidos em varios 6rgdos
das plantas e assim sio denominados devido a composi¢do lipofilica que apresentam,
quimicamente diferentes da composigio gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras. Estdo
associados a varias fungdes necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema,
exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismo e predadores, e também na
atragdo de insetos e outros agentes fecundadores. Na pratica medicinal popular, os 6leos

essenciais possuem uma larga tradigdo de uso.

Quimicamente, em sua maioria, sio constituidos de substdncias terpénicas e
eventualmente de fenilpropanoides, acrescidos de moléculas menores, como alcoois,
ésteres, aldeidos e cetonas de cadeias curtas. O perfil terpénico apresenta normalmente
substincias constituidas de moléculas de dez e de quinze atomos de carbonos
(monoterpenos e sesquiterpenos), mas dependendo do modo de extra¢do e da composigéo
da planta, terpenos menos volateis podem aparecer na composigdo do 6leo essencial, assim
como podem se perder os elementos mais leves.

De acordo com a familia a que pertencem, as diversas espécies de plantas acumulam
esses elementos volateis em oOrgdos anatOmicos especificos. Do ponto de vista de
exploragdo da biodiversidade vegetal, quando esse 6rgio representa uma substincia
renovavel (ex: resina, folha, flor, fruto e semente), é possivel extrair-se a esséncia sem
eliminar a planta. Isso a torna uma fonte ecologicamente Gtil. No entanto a grande parte dos
6leos esséncias mundialmente comercializados sio atualmente oriundos de cultivos
racionalizados e, sempre possivel, estabilizados genética e climaticamente, o que garante a
reprodutibilidade do perfil quimico do produto [92].

Neste dmbito, esse estudo relata a preparacgdo de dois derivados de quitosana a partir
da reagdo da quitosana com o 3,7-dimetil-2-6-octadienal (citral) e 3,7-dimetil-6-octaenal

(gitronelal) através da formagdo da base de Schiff seguidos de alquilagio redutiva.
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82.81 - OBTENCAO DO DERIVADO N-3,7-DIMETIL-2-6-OCTADIENO-

QUITOSANA
6 OH (0]
O 2 4 g oW
OH 5 INEY
1 + HCl
—
O 3 2 n 0 10' 9'
NH, 3.7-Dimetil-2,6-octadienal
Quitosana ( Citral )

6. OH
(0]
» 4+ OH
1
0O 3 2 -
N
8 il 2

1'

N-3,7-Dimetil-2,6-octadieno-quitosana

Figura 72: Esquema reacional de obtencao do N-3,7-dimetil-2-6-octadieno-quitosana

A N-3,7-dimetil-2,6-octadieno-quitosana (figura 72) foi preparada pela reagdo da
quitosana solubilizada em 4acido cloridrico 0,1 M com o citral. A imina resultante foi
reduzida com NaBHy. A reagio foi realizada usando-se relagio molar de 1:1,5 de quitosana
/ citronelal. O produto final mostrou-se insolivel em diversos sistemas de solventes
testados tais como: metanol, etanol, DMSO, éter etilico, acetona, devido a isso foi
caracterizado por RMN °C no estado sélido (fig. 74, pag. 137) e infravermelho (fig. 75,
pag. 138), os dados dos deslocamentos de "°C estdo ilustrados na tabela 22.

Os deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-3,4,5 em 6 70,51 ndo diferem
no deslocamento quimico mais que dois ppm. O sinal largo em & 55,43 relaciona-se aos
carbonos C-2, C-6. A presenca dos carbonos olefinicos é evidenciada pelos sinais em &

126,72, & 160,70 e 6 119,66 que estdo correlacionados aos carbonos C-2°, C-3”, C-6" e C-
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7°. Podemos ainda observar a presenga dos sinais em & 21,32 e 8 13,23 referentes aos

grupos metilas da cadeia alquil.

Tabela 22: Dados espectrométricos de RMN de °C CP/MAS no estado sélido do N-
3,7-dimetil-6,7-octadieno-quitosana

N-3,7-dimetil-6,7-

~quitosana

*Identificacio Espectrométrica de Compostos Orginicos, - Silverstein, R. M. and
Webster, F. X, sexta ediciao 2000
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C-3,4,5—>70,51-80,0

100,01

N-3,7-Dimetil-2,6-octadienc-quitosana

Figura 73: Principais deslocamentos quimicos de RMN de *C CP/MAS para o N-3,7-

dimetil-2,6-octadieno-quitosana

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho mostrou duas absorgdes : uma
em 1400 cm™ e outra fraca em 1613 cm” correspondente aos carbonos olefinicos,
apresentou também bandas em 2949-2852 cm™ referentes a estiramento de C-H. A

~ -1 £ & g
absorcdo em 1645 cm™ corresponde ao estiramento de carbonila amidica.
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8282 — REACAO DE OBTENCAO DO N-3,7-DIMETIL-6-OCTAENO-
QUITOSANA
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Figura 76: Esquema reacional de obtencio da N-3,7-dimetil-6-octaeno-quitosana

A N-3,7-dimetil-6-octaeno-quitosana (figura 76) foi preparada por reacdo da
quitosana solubilizada em acido cloridrico 0,1 M com o citronelal. A imina obtida foi
reduzida com NaBH4. A reacdo foi realizada usando-se relagdo molar de 1:1,5 de quitosana
/ citronelal ou seja um excesso do composto carbonilico. O produto final mostrou-se
insoltuvel em diversos sistemas de solventes testados tais como: metanol, etanol, DMSO,
éter etilico, acetona. Devido a isso foi caracterizado por RMN °C no estado sélido (fig. 78,
pag. 141), e infravermelho (fig. 79, pag. 142). Os dados dos deslocamentos de °C estdo
ilustrados na tabela 23, onde podemos observar os seguintes sinais 6 99,75 referente ao
carbono anomérico, & 55,35 referente ao carbono C-2, dois picos largos em & 70,37 e &
77,44 relacionados aos carbonos C-3,4,5. O sinal em & 52,21 refere-se ao carbono C-2° da

cadeia alquil e o sinal em 122,10 relacionou-se aos carbonos olefinicos da cadeia lateral.
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Tabela 23: Dados espectrométricos de RMN de 3C CP/MAS no estado sélido do N-

3,7-dimetil-6-octaeno-quitosana

b.4
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O espectro de absor¢do na regido do infravermelho mostrou uma absor¢io em 1617

cm’ correspondente aos carbonos olefinicos, apresentou também bandas em 2920 cm™

iramento de

corresponde ao esti

-1

cm

referente ao estiramento de C-H. A absor¢iio em 1639

carbonila amidica.
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8.3 — APLICACAO DE DERIVADOS DE QUITOSANA NA REMOCAO DE
METAIS

A crescente importincia em escala mundial, dos temas relacionados ao meio
ambiente, tem-se traduzido na preocupacdio de cientistas e pesquisadores na busca de
processos que possam minimizar a degradagdo ambiental.

A contaminagcéo crescente de efluentes industriais por metais pesados e os acidentes
maritimos decorridos de derramamento de petrdleo representam um problema ambiental

crescente.

Metais pesados ndo s3o biodegradaveis e tendem se acumular em organismos vivos
causando doengas.

A presenga do ion Cu(Il) em aguas é um problema, pois o mesmo é usado
extensivamente em industrias elétricas, de fungicidas, de polpa de papel e alimenticia [93].
Quando este elemento € ingerido, se associa a albumina para depois se depositar sobre os
tecidos do figado e cérebro ocasionando a doenca de Wilson. Existe uma unica enzima
contendo Ni, a urease. Ela pode ser encontrada em vegetais, legumes e em pequenas
quantidades no organismo e se desconhece suas fungdes bioldgicas e toxicologicas [94]. O
Pb é um contaminante ambiental proveniente de residuos da combustio da gasolina
contendo aditivos alquilados ou dos alimentos e bebidas [94]. Cerca de 90% do actmulo
deste metal encontra-se nos ossos sendo excretado na urina e nas fezes [94]. A ingestio do
mesmo inibe a acdo de enzimas como acetilcolina esterase, fosfatase acida, fosfatase
alcalina, ATPase, anidrase carbonica, glutamato desidrogenase e, principalmente, a
ferochelatase provocando um dos primeiros sintomas de envenenamento por chumbo, a
anemia [94]. A presenca deste metal no corpo humano acarreta, também, a disfuncio dos
rins conduzindo-os a sintese de Falconi ocasionando perda de aminoacidos, fosfato e
agucares na urina [94].

Processos para tratamento de metais de aguas residuais incluem precipitagio

quimica, filtragdo por membrana, troca idnica, adsorcio em carbono e

coprecipitagdo/adsorcdo [37].
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Materiais naturais que estejam disponiveis em grandes quantidades ou certos
produtos que sejam refugos de industrias ou de agricultura, podem ter um potencial
adsorvente e serem bem mais baratos.

A quitosana, em particular, além de sua capacidade adsorvente para metais pesados,
possui diferentes grupos funcionais, como hidroxilas e aminas, que podem reagir com
outros grupamentos quimicos, aumentando sua eficiéncia e capacidade de adsor¢do [37].
Existem diversas publicagdes sobre a sintese desses derivados e suas propriedades
quelantes [37, 40, 41, 42, 23]. Estas derivagdes tornaram alguns insoliiveis em meio acido
conferiram aumento da porosidade, resisténcia mecanica, estabilidade quimica e também
biocompatibilidade. Entretanto algumas destas modificacdes poderdo diminuir a sua
capacidade de complexar com metais ja que os grupos amino da quitosana sdo os sitios de
maior eficiéncia na quelagdo de ions metais de transicdo. Alguns grupos hidroxilas desde
que ndo estejam protonados podem complexar também com os ions metalicos [95,96].

Um fator importante na remoc¢do de metais € o pH das solugdes. Solugdes em pH
muito baixo podem ocasionar a protona¢do dos grupos amino bloqueando a complexacido
com metais.

Neste trabalho os derivados foram testados na remocdo de ions metais tais como
Cu(ll), Ni(Il) e Pb(I) apresentando boa capacidade de adsor¢do. Os experimentos de
adsor¢do dos ions Cu(Il), Ni(Il) e Pb(Il) foram realizados colocando-se as solucdes
contendo cada metal em contato com os adsorventes. A solugio de cada metal permaneceu
em contato com os adsorventes por um periodo de 6 horas a pH 5. A capacidade de
adsor¢éo foi obtida determinando-se a massa do cation retida na superficie do adsorvente
por titulagdo complexiométrica com EDTA das solugdes sobrenadantes e os resultados
encontram-se ilustrados na tabela 24.

Diante do exposto selecionou a N-3,7-dimetil-2-6-octadieno-quitosana e a N-3,7-
dimetil-6-octaeno-quitosana para o estudo do equilibrio de adsor¢io devido serem os

derivados que dispiinhamos em maior quantidade.
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Tabela 24 — Valores médios em termos percentuais de adsorcio dos ions metilicos

pela quitosana e seus derivados a pH 5,00

METAL QTS-ET QTS-UND QTS-CT QTS-CIN QTS-AZ QTS-UND- QTS
11-Br

Cu() 94%  96% 8%  96%  63%  98%  $8%

Ni(lh 67% 94% 91% 98% % *  55%
Phan | #% _ J6%. 82 % 2 * . & v

* Experimento n3o realizado
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83.1 — EFEITO DO pH NA ADSORCAO DE Pb(il), Cu(ll) E Ni(I) NA
SUPERFICIE DA  N-3,7-DIMETIL-2-6-OCTADIENO-QUITOSANA A
TEMPERATURA 30,0 + 0,5 °C E CONCENTRACAO CONSTANTE DOS IONS

METALICOS

Foram efetuados inicialmente estudos sobre a influéncia do pH na adsor¢do dos ions
metalicos na superficie da N-3,7-dimetil-2-6-octadieno-quitosana (fig. 72, pag. 134). A
adsor¢do aumenta a medida que aumenta o pH da solugdo. Em pH < 2 ocorre protonagdo
dos grupos aminas da quitosana, o que ocasionara uma repulsdo entre o ion metalico e a
quitosana protonada diminuido a capacidade de adsor¢do. A quantidade maxima de soluto
adsorvido ocorre em uma faixa de pH de 6 — 7 onde os grupos aminas encontram-se livres.

As reagdes na figura 80 abaixo evidenciam este método.

OH OH
0 O H(—B o 0]
OH — OH
o) 0
NE, ONg,
@

Me
“

Figura 80 : Protonacio da quitosana em meio acido

O grafico 1( figura 81) mostra o efeito do pH na adsor¢do dos fons metalicos Cu(ll),
Ni(I) e Pb(IT) com concentra¢io constante na superficie da N-3,7-dimetil-2-6-octadieno-
quitosana Esses fons foram melhores adsorvidos em pH = 6,00. O Cu(ll) foi o metal que
apresentou melhor resultado em pH = 4,00 e o Ni(Il) em pH = 6,00.

Comparando-se os valores de adsor¢io desses ions metilicos na superficie da
quitosana citral com a superficie da quitosana grafico 2 (figura 82), podemos observar que

o Cu(Il) e Pb(IT) foram melhor adsorvidos na quitosana e o Ni(Il) na quitosana citral.

-
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Figura 81 : Efeito do pH na adsorcio dos ions metalicos Cu(II), Ni(Il) e Pb(Il) com

concentraciio constante na superficie da N-3,7-dimetil-2-6-octadieno-quitosana

Percentual de Adsorc¢io

M Quitosana

[E Quitosana/Citral

Pbh(I) NidI) Cu(Il)
GRAFICO-2

Figura 82 : Comparacio dos resultados de adsorcdo da quitosana com a N-3,7-

dimetil-2-6-octadieno-quitosana a pH = 6,00 a temperatura 30,0 £+ 0,5 °C
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Comparando-se a quitosana citronelal com a quitosana grafico 3 (figura 83), Ni(Il) e

Cu(l) apresentaram um percentual de adsor¢do maior na N-3,7-dimetil-6-octaeno-

quitosana enquanto Pb(Il) apresentou-se melhor adsorvido na quitosana.
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Figura 83 : Comparacio dos resultados de adsor¢io da quitosana com N-3,7-dimetil-
6-octaeno-quitosana (QTS- CTN) A pH = 6,00 e Temperatura 30,0 + 0,5 °C
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A comparacdo entre os dois derivados grafico 4 (figura 84), evidéncia uma melhor

adsorcio dos metais pela N-3,7-dimetil-6-octaeno-quitosana.

et
L~
>

90
80
70
60
50-
40-
30
201
10
Pb(IT)
GRAFICO-4

B Quitesana/Citral
[ Quitosana Citronelal

Percentual de Adsorgio

Ni@l)  CudD

Figura 84 : Comparacio dos resultados de adsorcio da quitosana citral com a

quitosana citronelal a pH = 6,00 e temperatura 30,0 + 0,5 °C
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8.3.2 — CINETICA DE ADSORCAO

A cinética de adsor¢io é um importante pardmetro para avaliar a qualidade de um
bom adsorvente.

Quitina, quitosana e derivados sio considerados materias porosos. Durante o
processo de adsorgdo dos fons em solugdo pelos poros do adsorvente, existem
essencialmente trés estagios consecutivos envolvidos: transporte do adsorbato até a
superficie externa do adsorvente, difusio do adsorbato nos poros dos adsorventes e
adsor¢do do soluto na superficie interna do adsorvente. A etapa lenta da velocidade no
processo de adsor¢do é que governa todo o processo. Em geral o ultimo estagio é
relativamente rapido quando comparado com os outros dois, porém a resisténcia externa
(primeiro estigio) pode ser pequena se a agitacdo da solugdo for suficientemente alta.
Portanto a etapa determinante da velocidade de adsorgdo € controlada pela difusdo do
soluto nos poros do adsorvente. Esse mecanismo foi postulado como etapa limite de
velocidade na adsorc¢édo de outros solutos. _

A tabela a seguir (tabela 25) mostra a variagdo da quantidade adsorvida de cada ion
metalico em fung@o do tempo pela quitosana com N-3,7-dimetil-2,6-octadieno-quitosana
(QTS-CT). A capacidade de adsor¢io foi obtida determinando-se a massa do cation retida

na superficie do adsorvente por absor¢do atémica.

Tabela 25 — mmoles de metal adsorvido / g. de QTS-CT

Tempo(min.) | mg Ni(Il) / g QTS-CT mg Pb(II)/ g QTS-CT mg Cu(Il)/ g QTS-CT
15 0,47491 0,16931 0,0471
30 0,5749 0,2408 0,0754
45 0,6249 0,3456 08772
60 0,6749 0,3887 0,9983
120 0,8749 0,5698 1,3586
180 0,9100 0,7406 1,4529
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Os resultados foram plotados em um grafico (fig. 85) onde se observou um equilibrio mais

lento para o cobre. Niquel e chumbo adquiritam um equilibrio de adsor¢do em um tempo de

60 minutos.
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Figura 85 : Cinética de adsorcio dos ions metilicos por 50 mg QTS-CT a 30,0 + 0,5

°C, concentraciio dos ions metilicos e pH constantes.

*Variagdo da quantidade adsorvida de cada ion metalico em fungio do tempo até atingir o
equilibrio.
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$.3.3 — ISOTERMAS DE ADSORCAO EM SISTEMA DE BATELADAS

A partir das determinagdes dos ions metalicos nas solugdes dos sobrenadantes nos
processos de adsor¢do, € possivel o calculo das concentragdes [Me*] dos fons nos
equilibrios e o nimero de mmoles de metal adsorvido por grama de adsorvente.

A capacidade de adsorgio (Q) dos ions metalicos nos adsorventes estudados foi
determinada empregando-se a equagio:

0. CmCW
m

Onde Cy e Ce sdo as concentragdes (mmol/L) da solugfo inicial e de equilibrio do ion
metalico, V € o volume da solugido (mL) do metal e m a massa do adsorvente em gramas.
A capacidade maxima de adsor¢do dos materiais para os ions metalicos Cu(Il),
Ni(II) e Pb(IT) foram determinadas pelas isotermas de equilibrio de adsor¢io empregando-
se o modelo de Langmuir, onde relaciona a concentragdo do ion metalico na superficie do

adsorvente a sua concentragdo na solugdo sobrenadante (condi¢do de equilibrio)
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Figura 86 : Isoterma de adsor¢io de Cu (I) com QTS-CT
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Figura 87 : Isoterma de adsorc¢io de Cu (I) com QTS-CTN
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Figura 89 : Isoterma de adsorcéio de Ni (II) com QTS-CTN
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Figura 90 : Isoterma de adsorcio de Pb (II) com QTS-CTN
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Figura 91 : Isoterma de adsorcio de Pb (II) com QTS-CT
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8.3.4 - CAPACIDADE DE ADSORCAQO

As tabelas a seguir ilustram os dados experimentais de adsor¢do dos ions metalicos

variando-se a massa do adsorvente até atingir a saturag@o na superficie dos mesmos.

Tabela 26 - Adsorc¢do de Cu(Il) pela N-3,7-dimetil-2,6-octadieno-quitosana a 30,0 + 0,5

°CepHS5,0
m(g) de N-3,7-dimetil- | Mmol [Me*']/g de QTS-CT C.(mmol Me™* /L)
2,6-octadieno-quitosana
0,10 0,464384 3,26566
0,09 0,503014 3,43563
0,08 0,512706 3,61819
0,07 0,548419 5,29981
0,06 0,558673 5,97655
0,05 0,590953 6,58640

Tabela 27 - Adsorcio de Ni(Il) pela N-3,7-dimetil-2,6-octadieno-quitosana a 30,0 + 0,5

°CepHS,0
m(g) de N-3,7-dimetil- | Mmol [Me*']/g de QTS-CT C.(mmol Me™* /L)
2,6-octadieno-quitosana
0,10 - 0,619591 9,99007
0,09 0,701424 10,37283
0,08 0,713858 10,75559
0,07 0,736730 11,73376
0,06 0,752715 12,72117
0,05 0,780756 13,92250
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