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Resumo

HIRDES, Adriane Roedel. Sintese e caracterizacdo de quitosana e quitosana
triazenidica: filmes e aplicacdes. 270 f. Tese de Doutorado — Programa de Pés-
Graduacao em Quimica, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A quitina € o segundo biopolimero mais abundante depois da celulose e esta
presente no exoesqueleto de crustaceos, sendo a matéria-prima na sintese de
quitosana. O presente estudo tem como um de seus objetivos produzir
quitosana, a partir da quitina extraida de cascas de camardo-rosa oriundas da
colénia Z-3, Pelotas/RS, para o desenvolvimento de filmes inéditos pela
incorporacdo de compostos inéditos azo, sintetizados por diazotacdo de
quitosana comercial e sintetizada, originando os compostos C-01 e C-02,
respectivamente. A sintese de quitosana foi avaliada por metodologia tradicional
de aguecimento com refluxo e por radiagcdo de ultrassom e micro-ondas. As
etapas de obtencédo de quitosana (DS) foram avaliadas por meio da analise das
amostras solidas: granulometria, gravimetria de umidade e cinzas, nitrogénio
total, espectroscopia na regido do infravermelho (FT-1V), termogravimetria
(TGA/DTG), microscopia de forca atdbmica (AFM) e microscopia eletrbnica de
varredura acoplada a espectroscopia por energia dispersiva (MEV, EDS) e
difracéo de raios X (DRX). As amostras de quitosana (DS) sintetizadas com uso
de diferentes metodologias foram caracterizadas em comparagdo a uma amostra
de quitosana obtida comercialmente (COM). O grau médio de desacetilacdo (GD)
foi determinado por titulacdo potenciométrica e a massa molar viscosimétrica
obtida pela andlise de viscosidade intrinseca. A quitosana obtida por uso de
micro-ondas destacou-se dentre as demais amostras por resultar em quitosana
de alto grau de desacetilacéo (82,77%) e alta massa molar viscosimétrica (182,5
—203,6 kDa), em sintese fazendo uso de menor tempo de desacetilacdo e menor
gasto energético. Os compostos C-01 e C-02 foram caracterizados por ponto de
fusdo, FT-IV, MEV, EDS, TGA/DTA, ja os filmes originados pela sua
incorporacdo em quitosana, bem como os filmes de quitosana pura e aqueles
com adi¢ao de 0,005 mol-L* e 0,05 mol-L* de sais de cobre(ll) e cobalto(Il) foram
caracterizados por: DRX, AFM, MEV, EDS, FT-IV, UV-Vis, TGA/DTA e andlise
mecanico dindmica (AMD). O potencial antifungico das solucdes acidas (0,25%)
dos compostos C-01 e C-02, bem como das amostras de quitosana (DSon,
DSwmicro, DSuLtra, DScom) e das solugdes filmogénicas de quitosana pura F-
COM e F-DSon e modificadas (F-COM/C-01 e F-DSgn/C-02), foi investigado in
vitro contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides causador da antracnose em
goiabeiras e comprovou a agéo antifingica conhecida para quitosana, no entanto
a incorporagdo de C-01 e C-02 ndo melhorou a atividade dos filmes, pelo
contrario; o aumento na concentracdo de nitrogénio incentivou o crescimento
fungico. Os filmes F-COM, F-DSgh, F-COM/C-01 e F-DSon/C-02 foram avaliados
como adsorventes de ions Cu(ll) e Co(ll) em meio aquoso, em funcao do tempo
de contato e a capacidade de adsor¢cdo desses ions até o equilibrio foi
determinada. Os melhores resultados na remocéo de Cu(ll) foram: 48,13% para
F-COM/C-01. Os mesmos filmes sem cations metélicos foram avaliados em
reacOes cataliticas de acoplamento de Suzuki- Miyaura e mostraram-se



inicialmente promissores para auxilio da catalise realizada por paladio. Por fim,
as sinteses, caracterizacdes e avaliacdes realizadas nesse trabalho mostraram-
se adequadas para a sintese de quitosana com uso de radiacdo de micro-ondas
e de maneira verde pelo reaproveitamento de residuos, bem como promissoras
para a sintese de filmes inéditos com aplicac¢des diversificadas pela incorporagéo
de quitosana triazenidica.

Palavras-chave: imobilizacdo, azo, triazeno, filmes, cobre(ll), cobalto(ll),

sintese, caracterizacédo, atividade antifingica, adsor¢éo, catélise.



Abstract

HIRDES, Adriane Réedel. Synthesis and characterization of chitosan and
triazenide chitosan: films and applications. 270 f. PhD Thesis — Postgraduate
Program in Chemistry, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Chitin is the second most abundant biopolymer after cellulose and is
present in the exoskeleton of crustaceans, being the raw material in the synthesis
of chitosan. The present study has as one of its objectives to produce chitosan,
from chitin extracted from pink shrimp shells from the Z-3 colony, Pelotas/RS, for
the development of new films through the incorporation of new azo compounds,
synthesized by diazotization (compounds C-01 and C-02). The chitin extraction
processes by demineralization (DM) and deproteinization (DP) were
standardized for the sample in question. The synthesis of chitosan was evaluated
by traditional heating with reflux methodology and by ultrasound and microwave
radiation. The steps of obtaining chitosan (DS) were evaluated through the
analysis of solid samples: particle size, moisture and ash gravimetry, total
nitrogen, infrared spectroscopy (FT-IR), thermogravimetry (TGA/DTG),
microscopy of atomic force (AFM) and scanning electron microscopy coupled
with energy dispersive spectroscopy (SEM/EDS) and X-ray diffraction (XRD).
Chitosan (DS) samples synthesized using different methodologies were
characterized in comparison to a commercially obtained chitosan sample (COM).
The average degree of deacetylation (GD) was determined by potentiometric
titration and the viscosimetric molar mass obtained by intrinsic viscosity analysis.

The chitosan obtained by the use of microwaves stood out among the
other samples for resulting in chitosan with a high degree of deacetylation
(82.77%) and high viscosimetric molar mass (182.5 — 203.6 kDa), in synthesis by
making use of shorter deacetylation time and lower energy expenditure.

The compounds C-01 and C-02 were characterized by melting point, FT-
IV, MEV, EDS, TGA/DTA, as well as the films originated by their incorporation in
chitosan, as well as the films of pure chitosan and those with the addition of 0.005
mol-L-1 and 0.05 mol-L-1 copper(ll) and cobalt(ll) salts were characterized by:
DRX, AFM, SEM, EDS, FT-IV, UV-Vis, TGA/DTA and dynamic mechanical
analysis (AMD). The antifungal potential of acidic solutions (0.25%) of
compounds C-01 and C-02, as well as synthesized chitosan samples (DS9h,
DSwmicro, DSuLtra) and commercial (DScowm), of filmogenic solutions of pure
chitosan F- COM and F-DSgn and those with the incorporation of C-01 and C-02
(F-COM/C-01 and F-DSan/C-02), was investigated in vitro against the fungus
Colletotrichum gloeosporioides causing anthracnose in guava trees and proved
the antifungal action known for chitosan, however the incorporation of C-01 and
C-02 did not improve the activity of the films, on the contrary; the increase in
nitrogen concentration encouraged fungal growth. The films F-COM, F-DSon, F-
COM/C-01 and F-DSon/C-02 were evaluated as adsorbents of Cu(ll) and Co(ll)
ions in agqueous medium, as a function of contact time .The adsorption capacity
of these ions until equilibrium was determined. The best results in Cu(ll) removal
were: 48.13% for F-COM/C-01. The same films without metallic cations were



evaluated in catalytic reactions of Suzuki-Miyaura coupling and initially showed
to be promising for aiding catalysis performed by palladium. Finally, the
syntheses, characterizations and evaluations carried out in this work proved to
be adequate for the synthesis of chitosan using microwave radiation and in a
green way by reusing waste, as well as promising for the synthesis of new films
with diversified applications by the incorporation of triazenide chitosan.

Key-words: immobilization, azo, triazene, films, copper(ll), cobalt(ll),

synthesis, characterization, antifungal activity, adsorption, catalysis.
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INTRODUGCAO

A geracao de residuos durante o processamento de alimentos € inevitavel
e 0 descarte pode ser um dos maiores problemas para a industria e para a
sociedade. Principalmente se ndo for realizado um descarte correto, podendo
causar impactos negativos sobre o meio ambiente e a salde humana. Nesse
contexto, o reaproveitamento destes residuos € uma tentativa de criar processos
de recuperacio relevantes, agregando valor ao subproduto (HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016).

Os principais materiais de origem marinha podem ser distribuidos em trés
grupos principais, polissacarideos, proteinas e lipidios. Entre os diversos
polissacarideos que podem ser obtidos no ambiente marinho, a quitina é a que
se destaca pela sua disponibilidade, além de ser o segundo polimero natural
mais abundante apds a celulose e por ser um material de baixo custo, visto que
pode ser obtido a partir de recursos naturais de rejeitos da casca de camarao.
(HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; IOELOVICH, 2014; MUXIKA et al.,
2017).

A constante busca por tecnologias de carater ambientalmente correto e
mais ecolégico possivel, tem despertado cada vez mais o interesse em pesquisa
por polimeros de base bioldgica, devido as suas excelentes propriedades fisicas
e bioldgicas, por exemplo, maior biodegradabilidade e funcionalidade comparado
a um polimero sintético (KAYA et al., 2017; MUJTABA et al., 2020; SOON et al.,
2018).

Milhdes de toneladas de residuos da manufatura de camardes séo
produzidos todos o0s anos e esses residuos sao considerados como um potencial
recurso com alto valor agregado, por conter principalmente, proteinas, minerais
e quitina. A quitina e seu derivado, a quitosana, tém despertado grande interesse
comercial em virtude das possibilidades de aplicagbes (DAMASCENO;
ANDRADE; STAMFORD, 2009; EL KNIDRI et al., 2018; KAYA et al., 2017).

Os estudos de biopolimeros como quitina e quitosana levam em
consideracao, ndo apenas a versatilidade de aplicacbes do material para uso em
escala industrial, mas também a abundancia da matéria-prima obtida nos rejeitos

de casca de camarao, tendo em vista que a cabeca e a casca de camardes
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correspondem a aproximadamente 40% do peso total. Nesse contexto, o grande
desafio € minimizar os residuos gerados que contribuem com a poluicdo
ambiental, sendo assim o processo de extracdo da quitina tém sido amplamente
estudado (DAMASCENO; ANDRADE; STAMFORD, 2009; FONSECA, 2016).

Este trabalho utilizou como matéria-prima os rejeitos da casca de camarao
oriundas da Coldnia Z-3, uma coldnia de pescadores que esta localizada a 20
km do municipio de Pelotas, situada as margens da Laguna dos Patos, no
Estado do Rio Grande do Sul, onde residem cerca de 6000 pessoas. As
estimativas de uma boa safra na colonia Z-3 apontam que podem ser pescados
cerca de quatro mil toneladas de camardo em periodo ideal da pesca do
crustaceo (MICHEL, 2018).

A versatilidade da quitina e da quitosana tém sido avaliadas por
pesquisadores das mais diversas areas, gerando um amplo acervo na literatura,
sobre processos para obtencdo de quitosana a partir da quitina extraida de
crustaceos, no entanto a parte mais desafiadora para a pesquisa tem sido obter
materiais a base de quitosana com propriedades fisicas e quimicas equivalentes
aquelas de produtos totalmente sintéticos, como os plasticos como uma
alternativa mais ecolégica (ABDULKARIM et al., 2013; EL KNIDRI et al., 2018;
HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; KUMARI et al., 2015; LOPES et al.,
2017).

A modificag@o quimica desse polimero resulta em melhor solubilidade em
agua ou solventes organicos, o que favorece o desenvolvimento continuo de
suas aplicacdes como novos biomateriais funcionais. A presenca dos grupos
hidroxila e amino na cadeia polimérica tornam a quitosana altamente hidrofilica,
0 que também proporciona uma capacidade de interacdo excelente com ions
metalicos e com reticulantes(GEROMEL-COSTA et al.,, 2018; KYZAS;
KOSTOGLOU, 2015; MUJTABA et al., 2019).

A quitosana tem sido avaliada como um promissor adsorvente na
remocgéo de cobre e cromo, como biorremediador na agricultura (GEROMEL-
COSTA et al., 2018); para adsorcao de mercurio e niquel em tratamento de
efluentes industriais (KYZAS; KOSTOGLOU, 2015); na industria de alimentos
(HOMEZ-JARA et al., 2018) e desenvolvimento de embalagens bioativas
(SIVASELVI; GHOSH, 2017); como agente bactericida (AL-MANHEL; AL-
HILPHY; NIAMAH, 2018); como veiculo de farmacos (MORAN et al., 2018).
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Portanto, este polimero é muito atraente para varios campos e o amplo
painel de propriedades quimicas e materiais processados da a este
polissacarideo um futuro bastante promissor como biomaterial (KUMAR;
MUKHERJEE; DUTTA, 2020; MUJTABA et al., 2020; NATARAJ et al., 2018; PAL
et al., 2021).

A quitosana pode ser encontrada em varias formas e produzidas por
diferentes tecnologias, po (OZAKI et al., 2020; ZHANG et al., 2021a), flocos
(PADILLA-RODRIGUEZ et al., 2015; WANI; MASOODI; AKHTER, 2021), fibras
(BATISTA et al., 2020; MAO et al., 2020), hidrogel (CHUYSINUAN et al., 2020;
THONGCHAI et al.,, 2020), compésitos (SHENVI; ISMAIL; ISLOOR, 2014
TYLINGO et al., 2016), membranas (CEYLAN, 2021; DU et al., 2020) e filmes
(ALI; TIAMA; ISMAIL, 2021; BIBI et al., 2018; HUO et al., 2021; MARQUES et
al., 2019; MUJTABA et al., 2019).

A quitosana ainda pode ser convertida em microesferas (GEROMEL-
COSTA et al., 2018; WANG, 2018; ZHANG et al., 2020) ou em nanoescala na
forma de nanoparticulas (DE CARLI et al., 2018; SHAHID-UL-ISLAM; BUTOLA,
VERMA, 2019; TIWARI et al., 2013), nanofibras (LARBI et al., 2018; ZIA et al.,
2020) e em particulas magnéticas (SHAIKH; PAMIDIMUKKALA, 2021; ZHANG;
ZHUANG; WANG, 2020).

A crescente pesquisa para a producdo de filmes poliméricos a partir de
materiais bioldgicos vai ao encontro da necessidade de reducao ou substituicdo
dos filmes sintéticos por filmes biodegradaveis numa perspectiva mais
sustentavel e biodegradavel a plasticos sintéticos (MUJTABA et al., 2019).

A producéo de filmes a partir de rejeitos da casca do camardo também
contribui para a utilizagdo de matéria-prima abundante e renovavel,
principalmente proveniente de residuos da pesca. Além de atuarem como uma
alternativa mais sustentavel e biodegradavel comparado a plasticos sintéticos
eles ainda podem ser aplicados no tratamento de aguas residuarias, como
fungicidas e catalisadores, como € o objetivo desse estudo (GARCIA et al.,
2020).

Desde o reconhecimento da adsor¢cdo como um dos métodos mais
convenientes para o tratamento de aguas residuais, 0s pesquisadores tém se
concentrado continuamente no desenvolvimento de adsorventes baratos,

eficazes, ambientalmente amigaveis e de facil reproducdo. Nesse contexto, a
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quitosana e seus derivados tém ganhado muita atengcédo e, portanto, suas
propriedades de adsorcdo estdo sendo amplamente pesquisadas (BEGUM et
al., 2021; PAL et al., 2021; SARODE et al.,, 2019; UPADHYAY et al., 2021,
VIDAL; MORAES, 2019).

A quitosana j4 é aplicada para o tratamento de dgua, como remoc¢des de
metais pesados devido a sua comprovada capacidade de ligar metais de
transicdo. No entanto, a quitosana precisa ser modificada, para torna-la
adequada para adsorcéo, pois melhoram significativamente seu desempenho na
adsorcdo. E evidente na literatura a diversidade de estudos existentes, diversos
autores discutem avancos alcancados para adsor¢cdo de metais, métodos de
tratamento, poluentes organicos mais comuns, remocao de corantes, entre
outros (ARAMESH; BAGHERI; BILAL, 2021; PAL et al., 2021; SARODE et al.,
2019; UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019).

O uso de filmes de quitosana modificadas séo eficientes adsorventes para
a remocao de metais pesados de aguas contaminadas por exemplo, por Cu (1)
e Co (Il) de &guas residuérias. Diversos pesquisadores estudaram a eficiéncia
da remocdo do ion Cu (ll) de solu¢cbes aquosas (ANBINDER et al., 2019;
KULKARNI et al., 2020; SAHEBJAMEE et al., 2019) e do ion Co (Il) de solucbes
aguosas (ISLAM et al., 2018; NEGM et al., 2015; ZHANG; ZHUANG; WANG,
2020).

Entre as diversas modificacfes da quitosana para a adsor¢cdo, a quimica
do sal de diazbnio pode ser um método simples e altamente eficiente para
acoplar diferentes espécies quimicas partindo de grupamentos amina (BECK;
HORNER; DITTMANN, 2009; HORNER et al., 2004; PARAGINSKI et al., 2016;
SANTOS et al., 2014, 2016).

A presenca do grupo amino reativo na molécula da quitosana, entre outras
vantagens, permite o acoplamento a quitosana modificada, ou associada a
outros compostos no tratamento de agua (PEREIRA, 2016), biomedicina (LI et
al., 2021), farmacos (DI MARTINO et al., 2017).

Diante de versatilidade e das vantajosas propriedades funcionais, a
quitosana modificada tém atraido consideravel atencdo dos estudos que
envolvem o desenvolvimento de sistemas cataliticos, como suporte de
catalisadores a base de paladio, capazes de promover reacdes de acoplamento

de Suzuki, para uma gama de substratos com excelente rendimentos em uma
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perspectiva mais eco-sustentavel satisfazendo os quesitos da quimica verde
(JOO et al., 2020; MCCARTHY; BRADDOCK; WILTON-ELY, 2021; SHAIKH;
PAMIDIMUKKALA, 2021).

A gquitosana tem excelente propriedade antibacteriana e antifungica para
protecdo de alimentos, e esta ganhando importancia, especialmente na
aplicacdo de embalagens de alimentos para a fabricacdo de filmes e
revestimento devido a sua atividade antimicrobiana inerente, capacidade de
formacao de filme e biodegradabilidade (BAKSHI et al., 2020; MUJTABA et al.,
2019). O uso de filmes de quitosana como revestimentos comestiveis em frutas
afeta positivamente suas propriedades fisico-quimicas, melhora a aparéncia e
aumenta o tempo de prateleira, além de melhorar a qualidade microbiologica e
processos bioquimicos durante o armazenamento pds-colheita das frutas (DE
OLIVEIRA et al., 2017, 2020; DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; MAHDY
SAMAR et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Esse estudo tem como objetivo sintetizar quitosana a partir da quitina
extraida de rejeitos da casca de camarao-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis)
oriundos da colbénia Z-3 de Pelotas/RS, fazendo uso de metodologias
diversas e, com esta matéria prima, produzir filmes de quitosana
suportando quitosana triazenidica sintetizada nesse trabalho e ions
cobre(ll) e cobalto(ll) e, por fim, caracterizar os materiais obtidos, de acordo
com suas especificidades, por meio de andlises quimicas e fisicas, avaliar
sua aplicabilidade antifungica, na complexacdo e adsorcdo de ions de
cobre(ll) e cobalto(ll) e em reacdes de catdlise de sintese organica
promovidas por nanoparticulas de paladio(0).

Objetivos Especificos

Capitulo | — Processamento de casca de camardo, extracdo de quitina,
sintese de quitosana por metodologias diversas, caracterizagéo estrutural

e avaliacdo de atividade antifungica em amostras de quitosana

v' Fazer reaproveitamento de matéria prima de rejeitos de cascas de
camardo oriundas da colonia Z3 da cidade de Pelotas/RS;

v Extrair e purificar quitina a partir de cascas de camarao fazendo uso de
processos de desmineralizacéo e desproteinizacao;

v Sintetizar quitosana, partindo de quitina purificada, por meio de método
guimico de hidrélise basica

v'Avaliar a sintese quimica de quitosana por trés diferentes métodos,
sintese convencional com sistema de refluxo e aquecimento, sintese via energia
de micro-ondas e sintese via ultrassom;

v' Caracterizar por métodos fisicos e quimicos os produtos de cada etapa
de extracdo de quitina e sintese de quitosana, além de analisar
comparativamente as quitosanas sintetizadas em relagcdo a uma amostra de

quitosana comercial da marca Sigma Aldrich®;



34

v' Avaliar a granulometria e o teor de umidade em todas as etapas do
processo de extracao de quitina e sintese de quitosana,

v' Utilizar os dados da analise gravimétrica de cinzas como indicativo de
um processo de desmineralizagéo eficiente;

v’ Utilizar o método Kjeldahl para determinacao do nitrogénio total como
indicativo de um processo eficiente de desproteinizacao,

v' Avaliar a presenca dos principais grupos funcionais em todas as
amostras do processo de extracao de quitina e sintese de quitosana por meio de
FT-IV, como indicativo de n&o degradabilidade da amostra a cada processo
quimico;

v'Avaliar a qualidade das amostras de quitosana e suas caracteristicas
intrinsecas por meio de titulacdo potenciométrica para determinagcdo do grau
médio de desacetilacdo (%GD) e por meio de medida viscosimétrica utilizando
viscosimetro capilar Cannon-Fenske (Ostwald) para determinacdo da massa
molar viscosimétrica (My);

v' Avaliar a estabilidade térmica de quitina e quitosana por meio de
TGA/DTG e o grau de cristalinidade dos sélidos por meio DRX;

v' Caracterizar a morfologia e a rugosidade da superficie das amostras
sélidas por AFM, MEV e EDS;

v Avaliar quesitos da Quimica Verde nos processos realizados a exemplo
de menores gastos energéticos, além da otimizacdo do tempo de reacéo, tudo
isso sem deixar de lado a avaliacdo sobre a eficiéncia e reprodutibilidade dos
métodos empregados;

v Investigar in vitro o potencial antifingico das amostras de quitosana
sintetizadas nesse Capitulo | contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides
causador da antracnose em goiabeiras, utilizando a quitosana comercial da

marca Sigma Aldrich® como amostra de padrdo comparativo.
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Capitulo Il — Sintese e caracterizagdo de quitosana triazenidica, suporte em
filmes de quitosana, avaliacdo na adsorcdo e complexacédo de cobre(ll) e
cobalto(ll), atividade antifungica e em reacOes de catalise em sintese

organica

v Sintetizar filmes de quitosana (F-DSeh e F-COM) com amostra
sintetizada no Capitulo 1 (DSen) e com a amostra obtida comercialmente (COM);

v" Propor de maneira inédita o uso de quitosana na sintese de compostos
da classe “azo compostos”, chamados nessa tese de quitosana triazenidica,
compostos C-01 (a partir de quitosana comercial — COM) e C-02 (a partir de
quitosana sintetizada — DSon) e caracteriza-los por ponto de fusdo, FT-IV, MEV,
EDS e TGA/DTG;

v' Suportar os azo compostos (C-01 e C-02) em filmes de quitosana na
obtencéo de materiais/filmes inéditos (F-COM/C-01 e F-DSgn/C-02) e avaliar por
FT-IV a presenca dos principais grupos funcionais como indicativo do sucesso
do suporte;

v Caracterizar os filmes F-DSonh, F-DSen/C-02, F-COM e F-COM/C-01 por
meio de TGA/DTG, DRX, AFM, MEV, EDS e AMD;

v'Inserir cobre (Il) e cobalto (ll) nos filmes de quitosana (F-DSen, F-
DSen/C-02, F-COM, F-COM/C-01), fazendo uso de solucdes 0,005 mol-L* e 0,05
mol-L* de sulfato de cobre (Il) e sulfato de cobalto (Il) e avaliar esses filmes por
DRX, AFM, FT-1IV, TGA/DTG, MEV, EDS e AMD;

v Investigar in vitro o potencial antifingico dos compostos inéditos, C-01
e C-02 e das solucdes filmogénicas dos filmes F-DSgh, F-DSon/C-02, F-COM e
F-COM/C-01 contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides causador de
antracnose em goiabeiras;

v' Determinar a capacidade de adsorcédo dos ions Cu(ll) e Co(ll) em F-
DSon, F-DSon/C-02, F-COM, F-COM/C-01, e o tempo necessario para sua
saturacao;

v' Avaliar a influéncia de F-DSon, F-DSon/C-02, F-COM, F-COM/C-01 em
reacoes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura em presenca de

nanoparticulas de paladio(0) suportadas.
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REVISAO DA LITERATURA
Quitina

A quitina € o segundo biopolimero mais abundante depois da celulose
estando presente ndo s6 no exoesqueleto de crustaceos, insetos e moluscos,
mas também em uma variedade de fungos, cogumelos, algas verdes, paredes
celulares e leveduras. Sua estrutura é composta de amino-polissacarideo linear
consistindo principalmente de unidades B-(1—4)-2-acetamido-(2-desoxi-D-
glucopiranose) e no .processo de desacetilagdo conduz a quitosana, poli-B-
(1—4)-2-amino-(2-desoxi-D-glucopiranose) (EL KNIDRI et al., 2018; FARIAS,
2009; KUMARI et al., 2015).

O termo quitina deriva da palavra grega “khitébn” que significa carapaca.
Em 1811 Henri Broconnot descobriu a quitina, no entanto o material apresentava
muitas impurezas que deixavam inconsisténcias na estrutura da molécula. Em
1823, Odier denominou a quitina, mediante as diversas discussfes acerca de
certificar se o material era realmente novo ou derivado da celulose. Somente em
1943, Payen identificou a presenca de nitrogénio na estrutura da quitina
(MATHUR; NARANG, 1990; MUZZARELLI, 1977; ROBERTS, 1992).

Na natureza, a quitina esta associada a proteinas, pigmentos e lipideos,
ndo é encontrada em sua forma pura, sendo necessarios processos de
purificagdo para remover os compostos indesejados (HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016; MOURA et al., 2011; YOUNES; RINAUDO, 2015).

A producéo comercial da quitina provém principalmente das carapacas de
caranguejo, mexilhdo, lagosta e de camardo. Entre esses, 0 camardo é o que
contém a maior quantidade de quitina, obtendo uma composicao aproximada de
20-30% de quitina, 30-40% de proteinas e 30-50% de sais inorganicos,
principalmente carbonato de calcio além de alguns pigmentos incluindo
carotenoides. No entanto a composi¢ao da casca de camaréo varia dependo da
fonte e da espécie do camarao da qual a quitina foi isolada (ABDULKARIM et al.,
2013; EL KNIDRI et al., 2018; HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; KUMARI
et al., 2015).

A quitina é um polissacarideo que representa a mais abundante fonte de
nitrogénio encontrada nos oceanos e sua extracdo ndo causa problemas ao

ecossistema além de possuir todas as vantagens dos polissacarideos, sendo um
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biopolimero compativel com tecidos animais e biodegradavel. Em seu estado
puro, € branca ou amarelada, inodora e insipida. Possui baixa toxidez e é
altamente hidrofébica, portanto, € insollivel em agua e até mesmo na maioria
dos solventes organicos (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; RINAUDO,
2006; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Acredita-se que a baixa solubilidade da quitina seja devido a limitacao por
novas ligacdes de hidrogénio, que fazem da quitina um material rigido,
solubilizando em apenas alguns solventes como o0s organoclorados,
hexafluoroisopropanol, hexafluoroacetona e cloroélcoois em conjunto com
solucdes aquosas de acidos minerais e dimetilacetamida contendo 5% de cloreto
de litio (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; KUMAR DUTTA; DUTTA;
TRIPATHI, 2004).

A estrutura molecular da quitina € muito semelhante a da celulose ambos
estdo representadas na Figura 1, sendo que se diferenciam apenas pela
substituicdo do grupo hidroxila no carbono 2 (C-2) do anel piranosidico por um

grupo acetamida.
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Figura 1 — Estrutura molecular da celulose (a) e da quitina (b).

A semelhanca das estruturas remete a aplicacdo destes biopolimeros
como materiais de revestimento, estruturas e defesa, em geral associados as
proteinas. (BAXTER et al.,, 1992; POKHREL; YADAV; ADHIKARI, 2015;
RINAUDO, 2006).

Estudos indicam que a quitina pode ocorrer nas formas a, B e vy
dependendo da fonte. As diferencas entre os polimorfos de quitina séo devidas
ao arranjo das cadeias nas regides cristalinas: a a-quitina possui uma estrutura
de cadeias em camadas com mesma dire¢do e sentido enquanto as camadas

adjacentes tem direcBes opostas e antiparalelas; a p-quitina as camadas sao
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paralelas e com mesma direcdo e a y-quitina possui estruturas paralelas e
antiparalelas. Devido a essas diferencas, cada polimorfo de quitina possui
propriedades diferentes especificas (EL KNIDRI et al., 2018; KUMIRSKA et al.,
2010; “On chemistry of y -chitin”, 2017; ROY et al., 2017).

As formas alomoérficas a, B e y da quitina podem ser evidenciados por
estudos de difracdo de raios-X conforme esquematizado na Figura 2 em que as
setas representam as camadas no arranjo das cadeias da quitina (EL KNIDRI et

al., 2018; “On chemistry of y -chitin”, 2017; ROY et al., 2017).
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Figura 2 — Estrutura polimérfica da quitina: a-quitina (esquerda), B-quitina (centro) e y-
quitina (direita), sendo que as camadas de setas representam as cadeias poliméricas.

A a-quitina é a forma mais abundante, estavel e corresponde a um
empacotamento denso apresentado numa cela ortorrdbmbica compactada e é
encontrada em estruturas resistentes geralmente obtida do exoesqueleto de
crustaceos, paredes celulares de leveduras e cuticulas de artropodes em geral.

A estrutura de empacotamento antiparalelo da a-quitina € fortemente
estabilizada por numerosas ligacdes de hidrogénio ao longo do eixo das trés
células unitarias devido ao arranjo antiparalelo de suas cadeias dentro das folhas
de polimero, enquanto o arranjo paralelo observado na B-quitina impede o
estabelecimento de ligagbes de hidrogénio intra-folha (BIROLLI; DELEZUK;
CAMPANA-FILHO, 2016).
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A estrutura das cadeias unitarias de a-quitina (Figura 2) estdo dispostas
de maneira antiparelela e as cadeias adjacentes estdo sempre em direcéo
oposta favorecendo a existéncia de numerosas ligacbes de hidrogénio inter-
cadeia e intra-cadeia da mesma lamela ou lamelas vizinhas (EL KNIDRI et al.,
2018; KAYA et al., 2017; KUMIRSKA et al., 2010; ROY et al., 2017). Devido a
alta estabilidade termodinémica desse isomorfo a a-quitina pode ser formada por
processos de recristalizacao a partir de solucao de quitina, biossintese in vitro
ou polimerizacao enzimatica (YOUNES; RINAUDO, 2015).

A B-quitina € mais soluvel e mais reativa em relacdo aos seus isomorfos;
também é mais suscetivel ao intumescimento do que a a-quitina e pode ser
convertida na forma a-quitina por tratamento alcalino. O arranjo das cadeias na
conformacdo B-quitina resulta de uma estrutura monoclinica e seu
empacotamento possui menor densidade, dificultando o estabelecimento de
ligacdes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias de lamelas adjacentes
(IOELOVICH, 2014; KAYA et al., 2017; KUMIRSKA et al., 2010).

Uma terceira forma é y-quitina, que parece ser uma combinacdo das
formas a e B; € uma variante do arranjo a, pois as cadeias de duas lamelas em
disposicéo paralela sédo intercaladas por camadas com cadeias antiparalelas
(KAYA et al., 2017; ROY et al., 2017).

Muitos métodos foram propostos na literatura para extracao da quitina. No
entanto, nenhum método padréo foi adotado devido a diversidade da matéria-
prima (MOURA et al., 2015; YOUNES; RINAUDO, 2015).

A extracdo da quitina em geral ocorre por processos de desproteinizacéo
e desmineralizacdo e podem ser realizados utilizando tratamentos quimicos ou
enzimaticos, iniciando pela desmineralizacdo ou pela desproteinizacdo da
quitina ou ainda as reacdes podem ser realizadas ao mesmo tempo, de maneira
simultanea (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; POKHREL; YADAV;
ADHIKARI, 2015; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Independentemente do tratamento selecionado, a extracdo da quitina
comeca com a selecdo da matéria-prima. No caso desse trabalho, as cascas de
camarédo foram escolhidas, limpas, secas e moidas. Especificamente, para os
camardes, a parede da casca € mais fina, portanto o isolamento da quitina €
mais facil se comparado as carapacas de outros crustaceos, como o caranguejo
e o siri (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; YOUNES; RINAUDO, 2015).
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Diversos processos sao relatados na literatura (Tabela 1) para a extragao
da quitina por métodos quimicos, que em sua maioria envolvem trés etapas:
desmineralizacdo, desproteinizacdo e descoloracdo. Para a desmineralizacéo
solugcbes de &cido cloridrico sdo preferidas para remover o0s constituintes
minerais como o carbonato de calcio e fosfato de célcio entre outros, em curto
tempo de reacéo. Na etapa da desproteiniza¢cdo da quitina € realizado tratamento
alcalino, sendo as solucbes de hidroxido de sodio as mais utilizadas para a
remocdo de proteinas. Alguns autores ainda relatam a necessidade de uma
etapa de descoloracdo para obter um produto branco conforme a espécie da
matéria-prima e o objetivo pretendido, utilizando solventes organicos
(ABDULKARIM et al., 2013; AL-MANHEL; AL-HILPHY; NIAMAH, 2018; EL
KNIDRI et al., 2018; HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; KUMARI et al.,
2015; QU et al., 2015).

As condicbes das reacdes no processo de desmineralizacdo e
desproteinizacdo podem variar consideravelmente em cada estudo, conforme o
tamanho da particula, tempo de extracdo, temperatura, propor¢do massa de
produto em relagdo ao volume de solugdo e conforme a concentragédo do
solvente utilizado e o método adotado (ABDULKARIM et al., 2013; AL-MANHEL;
AL-HILPHY; NIAMAH, 2018; EL KNIDRI et al., 2016; KUMARI et al., 2015;
YOUNES et al., 2012; ZVEZDOVA, 2010).

A extragdo da quitina foi realizada pela primeira vez, fazendo uso de
radiacdo de micro-ondas, por Knidri et al., (2016), em substituicdo a extracao
convencional. Todas as etapas, desde a extracdo da quitina até a sintese de
quitosana, foram realizadas por meio de radiacdo de micro-ondas, obtendo
excelentes resultados. A etapa de desmineralizacdo (Equagéo 1) consiste na
remocao de minerais, principalmente do carbonato de calcio pela formacao de
sais minerais solGveis em agua e liberac&o do &acido carbonico (GOMEZ-RIOS;
BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA, 2017).

Equacédo 1 — Reac¢do de desmineralizacéo

CaC0; + 2 HCI - CaCl, + CO, + H,0 Equacéo 1



Tabela 1 — Comparativo de condi¢des de extragdo de quitina.
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Desmineralizacéo

Desproteinizacao

Fonte PQ* Proporgao T t Proporgao T t Autores
HCI** NaOH**
(m:v)** °C) (h) (m:v)e* 0 (h)
Escamas de peixe C 1 1:20 20 2 0,5 1:20 20 18 (KUMARI et al., 2015)
Concha de mexilhdo C 0,68 1:10 20 6 0,62 1:10 20 16 (ABDULKARIM et al., 2013)
Casca de camarao C 0,9 1:10 20 24 0,25 1:10 60 24 (ZVEZDOVA, 2010)
Casca de camaréo C 3 1:10 75 2 0,25 1:10 80 2 (EL KNIDRI et al., 2016)
(AL-MANHEL;
Casca de camaréo C 3 1:15 20 6 12,5 1:10 50 6
AL-HILPHY; NIAMAH, 2018)
Casca de camaréo C 0,75 1:30 20 1 15 1:30 70 1 (OLIVEIRA et al., 2016)
Casca de camaréo C 15 1:10 50 6 1,25 1:10 80 4 (YOUNES et al., 2012)
Casca de camarao C 15 1:10 20 48 2,5 1:10 80 72 (ABREU et al., 2013)
Casca de camaréo C 2 1:40 50 4 5 1:30 80 2 (NOURI et al., 2016)
(BIROLLI; DELEZUK;
Casca de camaréo C 0,05 1:20 60 2 3 1:20 80 2
CAMPANA-FILHO, 2016)
Casca de camarao M 2,5 1:10 100 0,06 1,25 1:10 100 0,1 (EL KNIDRI et al., 2019)

*Processo Quimico: Convencional por aquecimento em banho de 6leo e sistema de refluxo acoplado (C) ou por radiagdo de micro-ondas (M).

**Concentra¢cdo molar(mol.L-1.)

***Propor¢do (m:v) entre massa de quitosana e volume de solucéo



42

Outros constituintes minerais da matéria-prima também podem reagir com
a solucdo acida, formando sais sollveis em agua por meio de uma reacdo de
dupla troca, a exemplo da Eg. 1. (EL KNIDRI et al., 2018; HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016; YOUNES; RINAUDO, 2015; ZVEZDOVA, 2010).

A etapa da desproteinizacdo compreende a remocdo de proteinas
obtendo a quitina purificada e ocorre simultaneamente em duas etapas (Figura
3). A etapa A mostra a sintese de quitosana diretamente, em conjunto com a
reacdo de desproteinizacdo em meio basico. Ja a etapa B mostra a etapa de
desproteinizacdo, apenas, com formacéo de quitina pura.
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Figura 3 — Reacdo de desproteinizacdo de quitina. Fragdo azul representa a proteina, e
a fracdo vermelha representa a quitina. Fonte: Autor

O processo de desproteinizacdo representa a etapa mais critica para
extracdo da quitina purificada devido a ruptura das ligacdes quimicas entre a
quitina e as proteinas. O rompimento dessas ligacfes em geral é realizado de
forma heterogénea (YOUNES; RINAUDO, 2015) usando produtos quimicos
basicos (NaOH, Na2COs, NaHCOs, KOH, K2COs, Ca(OH)2, etc), que podem
despolimerizar o biopolimero. A remocdo completa das proteinas €
especialmente importante para aplicacbes biomédicas, uma vez que uma
porcentagem da populacdo humana é alérgica a moluscos, sendo o principal
culpado o componente proteico (EL KNIDRI et al., 2018; YOUNES; RINAUDO,
2015). Nessa etapa, com o uso de NaOH, ocorre também, inevitavelmente, a
desacetilagcdo parcial da quitina (sintese de quitosana) e a hidrdlise do

biopolimero diminuindo seu peso molecular; por isso € necessario trabalhar em
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condigbes controladas nessa etapa, a fim de evitar estas consequéncias
(ABDULKARIM et al., 2013; EL KNIDRI et al., 2018, HAMED; OZOGUL;
REGENSTEIN, 2016).

Quitosana

A quitosana € um polimero linear (Figura 4) sendo constituido por unidades de
B(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e B(1—4)-2-acetoamido-2-desoxi-D-
glicopiranose interligadas entre si dependendo do grau de desacetilagdo (GD) e
da massa molar viscosimétrica (M,) (MATHUR; NARANG, 1990; ROBERTS,
1992; YOUNES; RINAUDO, 2015).

NH,

Y, o 5 Ho

Oﬁ/ OH

Figura 4 — Quitosana evidenciando as unidades poliméricas e 0s grupos acetamida e
amina.

A estrutura da quitosana, representada na Figura 4 permite evidenciar a
presenca de quatro grupos funcionais caracteristicos, grupamentos hidroxila
primarios e secundarios, bem como grupos amina e acetamida. Esses grupos
funcionais permitem a quitosana sofrer modifica¢cdes quimicas e fisicas, sendo o
grupo amina responsavel pela solubilidade do polimero em meio acido (EL
KNIDRI et al., 2018; MUXIKA et al., 2017; YOUNES; RINAUDO, 2015).

A quitosana foi descoberta por Rougeut em 1859. Ao adicionar uma
amostra de quitina a uma solucado de hidroxido de sodio quente, obteve um
derivado soltvel. No entanto, as pesquisas com o biopolimero somente tiveram
inicio no século seguinte. O termo quitosana foi dado ao composto da quitina
desacetilada, em 1894, por Hoppe-Seyler (MATHUR; NARANG, 1990;
RINAUDO, 2006; SIGNINI; CAMPANA FILHO, 1998).

A producdo de quitosana pode ser feita por método quimico ou
enzimatico. O tratamento quimico é o mais utilizado pela possibilidade de
producdes em alta escala e pelo baixo custo (YOUNES; RINAUDO, 2015). A
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remocao dos grupamentos acetil ocorre no processo de desacetilagéo da quitina
desproteinizada e desmineralizada (ou seja, quitina purificada), e se refere a
despolimerizagcdo com quebra das ligacbes de hidrogénio presentes do grupo
acetil (N—H--O e O—H--0), desestabilizando o polimero. A massa molecular é
reduzida nesta etapa, em meio alcalino, sob condi¢des severas de concentracao
e temperatura (ROBERTS, 1992; ROY et al., 2017).

A reacao geral de desacetilacdo alcalina da quitina desmineralizada e

desproteinizada pode ser observada na Figura 5, adaptado de Barbosa (2011).

Etapa 1
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Figura 5 — Esquema da reacdo de desacetilacdo alcalina da quitina.

Areacdo de desacetilagcdo (Figura 5) ocorre pela hidrélise basica da amida
em meio aquoso em que a hidroxila da base ataca a carbonila do grupo
acetamida, ao mesmo tempo em que rompe uma das ligacdes duplas ao
oxigénio (=0), gerando o anion (—O"). O carbono tetraédrico do grupo acetamida,
por sua vez torna-se vulneravel a sofrer uma fissédo, ocorre 0 rompimento da
ligacdo com o nitrogénio, que atua como base de Lewis, na ligacdo com o
hidrogénio da agua formando o grupo amino e, dando origem a quitosana. O
acido acético é formado ao final da reacgéo e hidroxido de sédio que atuou como
catalisador é recuperado (GOMEZ-RIOS; BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA,
2017; SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).
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A quitosana é caracterizada principalmente pelo grau de desacetilacdo
(GD) e a massa molar viscosimétrica (M,,). Esses parametros afetam diretamente
as propriedades funcionais (biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade,
etc.) e as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da quitosana (solubilidade,
hidrofilicidade, cristalinidade, etc.) e, variam conforme varia a fonte da matéria-
prima utilizada na sintese da quitosana (RINAUDO, 2006; ZVEZDOVA, 2010).
(CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; EL KNIDRI et al., 2018).

O grau de desacetilagdo € empregado basicamente para diferenciar a
quitina da quitosana, e a presenca de grupos amino confere melhor solubilidade
a quitosana em solucdes acidas (BUMGARDNER; JENNING, 2016; YOUNES;
RINAUDO, 2015).

A relacado glicosamina/N-acetilglicosamina, aumenta conforme a quitina é
convertida em quitosana. Portanto, quando a porcentagem de grupamentos
amina livres presentes (glicosamina) € maior que a dos grupos acetamida (N-
acetilglicosamina) o composto € chamado quitosana (EL KNIDRI et al., 2018;
HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016; MATHUR; NARANG, 1990; MUJTABA
et al., 2019; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Para o grau de acetilagdo (GA) maior que 50% o polimero é chamado de
quitina, e quando for inferior a 50%, o polimero é chamado quitosana desde que
apresente solubilidade em solu¢cbes levemente acidas (ABDULKARIM et al.,
2013; CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; EL KNIDRI et al., 2018; RINAUDO;
MILAS; LE DUNG, 1993; YOUNES; RINAUDO, 2015; ZHUANG; ZHONG;
ZHAO, 2019).

O grau de desacetilacdo superior a 50% melhora a solubilidade da
quitosana devido a presenca dos grupos amina protonados que determinam
repulsdes eletrostaticas entre a cadeia da quitosana (intra e inter-cadeias) e as
ligagdes de hidrogénio com a solugéo, resultando na solubilidade em solug¢des
acidas (ROY et al., 2017; YOUNES; RINAUDO, 2015).

O aumento do grau de desacetilagéo acarreta a diminuicdo no tamanho
do polimero de quitosana conforme relata Roy et al., (2017). A solubilidade
também é influenciada pela massa molar do polimero, pelo pH acido do meio e
pelo efeito da forga ibnica e temperatura (ROY et al., 2017).

Em meio acido, 0s grupos amino no esqueleto de quitosana aumentam a

ionizacdo, formando o cation —NHs* que aumenta a capacidade de efetuar
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ligacdes de hidrogénio como o solvente. J& em pH mais alto (> pH 6,0) o
polissacarideo precipita (BEMILLER, 2006; CZECHOWSKA-BISKUP et al.,
2012; ROY et al., 2017; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Além do grau de desacetilacdo a massa molar viscosimétrica também
influéncia nas alteracbes conformacionais e na solubilidade da quitosana. A
solubilidade da quitosana em pH acido aumenta com a diminuicdo do peso
molecular. Além das ligacdes de hidrogénio, as interacdes hidrofobicas e forcas
de Van der Waals também auxiliam na solubilidade da quitosana (GONSALVES
et al., 2011; KUMARI et al., 2015; MOURA et al., 2011; YOUNES; RINAUDO,
2015).

As caracteristicas da quitosana diferem conforme a fonte, a espécie da
matéria-prima e o método de extracdo. Autores relatam que 0S processos
quimicos que usam alta temperatura, aumentam o grau de desacetilacdo e
consequentemente a solubilidade, mas pode ocorre a degradacdo térmica da
quitosana e decompor as cadeias poliméricas, diminuindo sua massa molecular
(EL KNIDRI et al., 2018; KUMARI et al., 2015; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Na literatura uma infinidade de processos quimicos ja foi relatada para a
desacetilacdo da quitina purificada. Geralmente, a quitina € suspensa em
solugcbes aquosas concentradas de hidréxido de sddio (40 — 60%), durante
diferentes tempos (horas ou dias) e temperaturas relativamente altas em banho
de 6leo e sistema acoplado a refluxo (50 — 140 °C) acarretando alto consumo
energético, devido a demora da reacdo. A alta temperatura, a concentracao
elevada da solugéo de hidréxido de sédio, o longo tempo de duragédo da reacao
e consumo de energia sao desvantagens impactantes no processo (ABREU et
al., 2013; ALISHAHI et al., 2011; EL KNIDRI et al., 2016, 2018, 2019).

Na literatura podemos verificar nos diversos trabalhos publicados no que
tange a desacetilagdo da quitina, e nos diversos métodos utilizados, que a
desacetilagdo da quitina ndo é um processo tdo simples ou facil, devido as
variabilidades da matéria-prima e dos métodos utilizados. A probleméatica da
sintese se d4 quando se busca por uma quitosana com alto grau de
desacetilagédo, que é um dos principais parametros de qualidade e de aplicagédo
do produto final, ndo sendo um método de facil reprodutibilidade (EL KNIDRI et
al., 2018; SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012; ZHAO et al., 2019a).
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A literatura revela a quitina e a quitosana sendo obtidas por processo de
aguecimento convencional como método quimico e por processos biologicos.
Pesquisadores vém estudando uma grande variedade de técnicas como
eletroquimica, fotoquimica, sonoquimica, enziméatica e método de sintese por
micro-ondas ou radiofrequéncia, para encontrar um meétodo alternativo de
extracdo de quitina e sintese de quitosana, que seja eficiente, rapido e mais
amigavel ao meio ambiente, de acordo com o principios da Quimica Verde
(BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; EL KNIDRI et al., 2018;
FIAMINGO et al., 2016; MUJTABA et al., 2019; SEDAGHAT etal., 2017; SURAT,
JAUHARI; DESAK, 2012).

A utilizacdo da radiacdo de micro-ondas tem apresentado excelentes
resultados na sintese de quitosana e pode ser usada como uma alternativa aos
processos quimicos convencionais em escala industrial. As principais vantagens
do processo de extracdo por micro-ondas sao a alta qualidade dos produtos e o
menor custo frente aos processos quimicos convencionais (EL KNIDRI et al.,
2019; NOURI et al., 2016; ZHAO et al., 2019a; ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A tecnologia de micro-ondas pode ser usada como uma excelente
alternativa ao aquecimento térmico convencional, pois oferece taxas de reacao
aumentadas, tempos de reacdo mais curtos, rendimentos mais altos, economia
de energia e reducdo de reacdes paralelas (EL KNIDRI et al., 2016; SURAT;
JAUHARI; DESAK, 2012; ZHAO et al., 2019a).

Micro-ondas sdo uma forma de energia eletromagnética localizada no
espectro eletromagnético entre 300 e 300.000 MHz; uma regido que fica entre o
infravermelho e as radiofrequéncias. Fornos de micro-ondas domésticos operam
a uma frequéncia de 2,45 GHz ou cerca de 900 MHz (BANIK;
BANDYOPADHYAY; GANGULY, 2003).

O aquecimento por micro-ondas é baseado na habilidade de alguns
liguidos e solidos possuem em transformar energia eletromagnética em calor e
revolucionou o cozimento e a quimica. O aquecimento micro-ondas pode,
portanto, ser descrito como uma forma de converséo de energia em vez de uma
forma de aquecimento; a medida que a energia eletromagnética € convertida em
calor (BANIK; BANDYOPADHYAY; GANGULY, 2003; BARBOZA et al., 2001;
SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012).
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Barboza et al. (2001) descreve em seu estudo, a taxa de aquecimento no
micro-ondas de diferentes solventes que apresentam comportamento térmicos
diferentes de acordo com seu momento dipolo e a capacidade calorifica.

A producédo de calor € afetada pela quantidade de calor produzido e,
portanto, depende da constante dielétrica, do tamanho da molécula e da
viscosidade. No entanto, a dissipacao de energia, que leva a producéo de calor
também varia com a temperatura e com a frequéncia da micro-onda utilizada
(BARBOZA et al., 2001; SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012).

A radiagcdo por micro-ondas substituiu o aquecimento convencional
usando 0 aquecimento tridimensional da massa; ocasionando em
transformacdes quimicas, em minutos ao invés de horas ou dias (EL KNIDRI et
al.,, 2016, 2019; HAYES; HAYES, 2015; SEBASTIAN et al., 2019; SURAT;
JAUHARI; DESAK, 2012).

Diversos estudos revelam que a tecnologia de micro-ondas € uma
tecnologia mais barata, mais ecoldgica e rentavel para a sintese de quitosana
em larga escala. Estudos demonstram diferentes condi¢des reacionais, variando
a concentracao da solugéo de NaOH (30-70%), a razdo soluto e solvente (m:v),
o tempo de reacdo e a poténcia de radiacédo aplicada (EL KNIDRI et al., 2016,
2019; ZHAO et al., 2019a).

A radiacao de ultrassom também vem sendo pesquisada e utilizada para
a sintese de quitosana. O ultrassom € uma onda de pressdo sonora oscilante
com uma frequéncia maior que o limite superior da faixa de audicdo humana (>
20 kHz). O uso do ultrassom, com baixa e alta poténcia (20-100 kHz), ja foi
aplicado nos campos de alimentos e biotecnologia, na extracdo e ajuste das
caracteristicas fisicas e quimicas dos materiais, bem como na atividade de
enzimas (CHANDRAPALA et al., 2012; SORIA; VILLAMIEL, 2010).

A sintese de quitosana foi realizada com o uso da radiagéo do ultrassom
por diversos autores. Entretanto, eles relatam que o ultrassom causa um impacto
na massa molar viscosimétrica e no grau de desacetilacdo da quitosana devido
a despolimerizacdo da molécula e confirmam em seus estudos que a exposi¢cao
prolongada de solucbes contendo macromoléculas a radiacdo de ultrassom
diminui a viscosidade das solugcdes como resultado dos processos de
despolimerizacdo (BIBI et al., 2018; COSTA et al.,, 2021; CRAVOTTO et al.,
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2005; DELEZUK et al., 2011; DUONG; NGHIA, 2017; KUMIRSKA et al., 2010;
WU et al., 2008).

A desacetilacdo da quitina assistida por radiacdo de ultrassom de alta
intensidade foi relatada como um processo eficiente para produzir quitosana, em
gue nédo ocorreu despolimerizagcédo da quitosana. Os autores demonstram que
mesmo realizando a reacdo em menor tempo e temperatura mais baixa foi
possivel manter a qualidade da quitosana, com alto grau de desacetilacéo e alta
massa molar média (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; FIAMINGO
et al., 2016; ZHU et al., 2018).

A acdo da radiacdo ultrassénica pode melhorar a eficiéncia da reacéao,
aumentando a acessibilidade aos sitios reativos através do fendmeno da
cavitacdo que aumenta a area de superficie da particula em decorréncia da
energia liberada e do impacto das violentas colises que provoca (FIAMINGO et
al., 2016).

A sonicacdo pode melhorar a eficiéncia da reacdo, aumentando a
acessibilidade aos sitios reativos através do fendmeno da cavitagdo que
aumenta a area de superficie da particula em decorréncia da energia liberada e
do impacto das violentas colisdes que provoca, o que facilita a taxa de reacéo e
reduz significativamente o tempo (ALMEIDA; DELEZUK; CAMPANA-FILHO,
2019).

A radiacdo do ultrassom é capaz de aliviar a gravidade das condicdes da
reacao (temperatura, tempo, produtos quimicos), melhorar a qualidade dos
produtos, além de reduzir os custos (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO,
2016; DUONG; NGHIA, 2017; FIAMINGO et al., 2016). Do ponto de vista da
quimica verde, o método de extracdo quimica convencional por refluxo para a
sintese de quitosana desperdica energia relativamente em comparacéo a outros
métodos, tais como via radiacdo de micro-ondas e ultrassom. Nesse sentido, a
utilizacdo de micro-ondas foi impulsionada pela facilidade do uso e
reprodutibilidade do método, capacidade de producdo em alta escala, entre
outras vantagens, para o desenvolvimento de abordagens mais ecoldgicas e
econdmicas para a producéo de quitosana (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017;
BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; EL KNIDRI et al., 2018, 2019;
FIAMINGO et al., 2016; ZHU et al., 2018).
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Atualmente, na busca de eficiéncia e baixo consumo energético, a
tecnologia com uso de radiacdo de micro-ondas e de ultrassom tem sido aplicada
para sintese de quitosana em condi¢cdes de reacdo diversas e até similar as
condigbes reacionais do meétodo convencional e os resultados tém sido
satisfatorios. A diferenca entre os meétodos de sintese da quitosana esti
resumido na Tabela 2.

Todos os autores relatam que a quitosana obtida passa por filtracdo e
lavagem até pH neutro com &gua destilada e posterior secagem em estufa (40-
80°C) por 24 a 72h (Tabela 2).

Podemos observar a relagdo existente entre as condi¢cdes reacionais na
desacetilacdo e da fonte da matéria-prima de quitina. No método convencional,
quando utilizou-se alta concentracdo da solucao de hidroxido de sodio (25 mol.L-
1), tempo de 20h e temperatura de 75° C, obteve-se %GD de 60%, quando a
fonte da quitina purificada eram conchas de mexilhdo (Tabela 2). Porém quando
a fonte da quitina purificada eram as escamas de peixe foi obtido praticamente
0 mesmo (%GD) usando a metade da concentragdo de solugéo de hidroxido de
s6dio (12,5 mol.L1), com aumento da temperatura e, reducdo do tempo de
reacao para 6h.

As condicbes reacionais (tempo, temperatura, tamanho de particula,
método) e a fonte da quitina influenciam diretamente no grau de desacetilacao
(GD) e na massa molar viscosimétrica média (M), que sdo os principais
parametros para avaliar a qualidade da quitosana e sua perspectiva futura de
aplicacéo.

Em geral, os autores utilizaram condi¢cdes semelhantes para a solugéo de
hidroxido de soédio entre (10-15mol.Lt) e a temperatura (80-140°C), variando o
tempo de reacéo, a razdo da (quitina/solucdo de NaOH), o método de reacéo e
0 %GD obtido. Maiores valores de %GD foram obtidos pelo método de micro-
ondas (89,3%) e pelo ultrassom (88%), no entanto o método com uso do
ultrassom necessitou do dobro de tempo para manter praticamente o mesmo

rendimento do método com micro-ondas (Tabela 2).
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Fonte da quitina

Desacetilacdo da quitina purificada

Autores
purificada Método*  NaOH (mol.L1)  T(°C) t(h)y  Razdo” (mv) (GD)%
Escamas de peixe C 12,5 120 6,0 1:20 61,0 (KUMARI et al., 2015)
Conchas de mexilhdo C 25,0 75 20,0 1:10 60,0 (ABDULKARIM et al., 2013)
Casca de camaréo C 12,5 80 8,0 1:30 79,8 (ZVEZDOVA, 2010)
Casca de camarao C 12,5 100 2,5 1:20 81,5 (EL KNIDRI et al., 2016)
Casca de camardo C 12,5 100 5,0 1:10 75,0 (AL-MANHEL; AL-HILPHY; NIAMAH, 2018)
Casca de camaréo C 12,5 140 4,0 1:10 78,0 (YOUNES et al., 2012)
Casca de camarao MO 12,5 120 0,5 1.5 77,0 (ABREU et al., 2013)
Casca de camaréo MO 12,5 120 0,5 1:30 89,3 (NOURI et al., 2016)
Casca de camarao MO 12,5 120 0,4 1:20 82,7 (EL KNIDRI et al., 2016)
Casca de camaréo MO 10,0 120 0,2 1:20 76,6 (EL KNIDRI et al., 2019)
Casca de camarao U 10,0 80 1,0 1:10 88,0 (FIAMINGO et al., 2016)
Casca de camaréao U 10,0 90 1,0 1:20 78,0 (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016)
Casca de camarao U 15,0 100 1,0 1:10 74,2 (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017)

* Método de sintese C (convencional), MO (micro-ondas) e U (ultrassom). ** Raz&o (m:v) — razdo de massa de quitina purificada em relagdo ao volume

de solucao de hidroxido de sodio
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As principais vantagens do processo de sintese de quitosana por micro-
ondas relatadas na literatura sdo o menor tempo de reacao, a alta qualidade dos
produtos, menor custo quando comparado aos processos quimicos
convencionais, além de ser de facil reprodutibilidade e implementacgéo, portanto,
respeita os principios de Quimica Verde (ABREU et al., 2013; EL KNIDRI et al.,
2016, 2019; NOURI et al., 2016). Logo, a tecnologia de micro-ondas pode ser
usada como uma excelente alternativa ao aquecimento térmico convencional,
com excelentes resultados. Nesse contexto pode realizar transformacdes
quimicas em minutos, em vez de horas ou dias (ALISHAHI et al., 2011; EL
KNIDRI et al., 2016, 2018, 2019; SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012; ZHANG et
al., 2020; ZHAO et al., 2019a), sendo que essas transformacdes podem
modificar ou melhorar as propriedades funcionais, fisico-quimicas e bioldgicas
da quitosana (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017; CRAVOTTO et al., 2005;
DELEZUK et al., 2011; SORIA; VILLAMIEL, 2010; ZHU et al., 2018).

Diante da problematica do tempo de extracdo da quitina e sintese de
quitosana, o desenvolvimento de novos métodos alternativos que sejam mais
rapido, seguros, reprodutiveis, eficientes e sustentaveis tém atraido grande
interesse. No entanto os autores destacam a necessidade de uma padronizacao
da amostra comercial mediante sua caracterizacdo, além de um maior
detalhamento quanto a matéria-prima de partida e outras propriedades
(FONSECA, 2016; HACKBART, 2017; KUMARI et al., 2015; MUXIKA et al.,
2017). A quitosana produzida industrialmente pode ser adquirida conforme o
grau de desacetilagdo (GD) desejado, variando entre 70 e 95% e conforme sua
massa molecular, entre 10* e 10 g.moll. Em geral, o fabricante apresenta a
ficha de especificacdo indicando, além do grau de desacetilacdo e massa
molecular, a fonte da matéria-prima e propriedades como densidade (SIGMA-
ALDRICH, 2019).

Propriedades dos polimeros de quitina e quitosana e caracterizacdes

Andlises fisico-quimicas sdo muito aplicadas para acompanhar a
eficiéncia do processo de extracdo de quitina e sintese de quitosana, como por
exemplo, umidade, cinzas e nitrogénio (ABDULKARIM et al., 2013; AL-MANHEL;
AL-HILPHY; NIAMAH, 2018; ALISHAHI et al., 2011; COCOLETZI et al., 2009;
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GOMEZ-RIOS; BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA, 2017; HOSSAIN; IQBAL,
2014; KUMARI et al., 2015; MAREI et al., 2016; NOURI et al., 2016; POERIO et
al., 2020; SOON et al., 2018; TRUNG et al., 2020; YOUNES et al., 2012).

A viscosimetria, embora seja um método ndo absoluto, € um dos
processos mais utilizados para a determinacdo da massa molar de polimeros.
As medidas sédo feitas com base no tempo de escoamento do solvente e das
solugcbes diluidas do polimero, utilizando-se um viscosimetro (SANTOS;
SOARES; DOCKAL, 2003).

A massa molar viscosimétrica média (M;,) geralmente é calculada a partir
da viscosidade intrinseca (menor impacto de pequenas fracdes de agregados)
usando a relacdo de Mark-Houwink. Os parametros K, a e a M, podem ser
determinados por diversos métodos, como o uso de dispersédo de luz (DLS),
cromatografia de permeacdo em gel (GPC), no entanto o resultado obtido
geralmente pode estar superestimado devido a alta sensibilidade e a formacéo
de agregados. Essas desvantagens podem ser omitidas, por exemplo, pela
utilizacdo de uma solucéo tampéo de acido acético 0,3 mol.L-Y/acetato de sédio
0,2 mol.L* (pH = 4,5) como solvente que ndo forma agregados (RINAUDO;
MILAS; LE DUNG, 1993; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Rinaudo (2006) relata em seu artigo que o tempo de armazenamento e a
temperatura ambiente influenciam diretamente na viscosidade das solucdes
acidas de quitosana. O sistema solvente adotado de solucédo de &cido acético
0,3 mol.L e acetato de s6dio 0,2 mol.Lt (1:1 v/v) (pH = 4,5) foi utilizado por
diversos autores (ABREU et al., 2013; BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO,
2016; FIAMINGO et al., 2016; FONSECA, 2016; KUMARI et al., 2017; NOURI et
al., 2016; ZHAO et al., 2019a).

A técnica de viscosimetria capilar € a mais simples, de baixo custo,
acessivel e pode ser o método de determinacéo mais preciso (RINAUDO, 2006;
YOUNES; RINAUDO, 2015). No entanto existem outras técnicas para a
determinagdo da massa molar viscosimétrica média (M,,) a partir da viscosidade
intrinseca, sendo que as principais técnicas estdo resumidas na
Tabela 3.

A variacdo da massa molar viscosimétrica média (M) observada nos
diversos estudos (Tabela 3), pode ser causado pela diferenca no grau de

desacetilagédo ou pelas diferentes fontes de quitina. Além disso, diversos fatores
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decorrentes do processo de extracdo da quitina e sintese de quitosana, tais
como varia¢des: no tratamento prévio da quitina, na fonte de energia empregada,
na temperatura de tratamento, na concentracao do alcali e no tempo de reacéao,

podem influenciar na massa molar viscosimétrica média (M,).

Tabela 3 — Principais técnicas utilizadas para a determinacdo da M;, e métodos adotado
para a sintese de quitosana.

Sintese Técnica Referéncias

33 kDa (ABREU et al., 2013); 48,2 kDa (FONSECA, 2016);
21,2 kDa (ANTONINO, 2007); 36,8 (HACKBART, 2017);

2 Viscosimetria 47,7 kDa (GOMEZ-RIOS; BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA, 2017);
§ capilar 62,2 kDa (KUMARI et al., 2017); 45 kDa (MA; XIN; TAN, 2015);
% 105 kDa (HOSSAIN; IQBAL, 2014); 40 kDa (ZHU et al., 2018);
gf 109 kDa (SEBASTIAN et al., 2019).
GPC? (161 — 451) kDa (TRUNG et al., 2020).
DLS? 165 kDa (EL KNIDRI et al., 2016).
- 41,3 kDa (ABREU et al., 2013); 37,4 kDa (ALISHAHI et al., 2011);
2 V'SCOS'_mema 80,6 kDa (NOURI et al., 2016); 128 kDa (SEBASTIAN et al., 2019)
§ caplar 33 kDa (ZHAO et al., 2019a).
DLS? 165 kDa (EL KNIDRI et al., 2016); 165 kDa (EL KNIDRI et al., 2019).
110 — 200 kDa (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016);
g Viscosimetria 150 — 400 kDa (ZHU et al., 2018); 392 kDa (DUONG; NGHIA, 2017).
§ capilar 900 — 1200 kDa (FIAMINGO et al., 2016);

40 kDa (WU et al., 2008); 40 kDa (DELEZUK et al., 2011).

! — Cromatografia de permeagéo em gel
2 — Técnica de espalhamento dinamico de luz

Trung et al., (2020) sintetizaram quitosana por método convencional, em
diferentes condicdes, e, além disso, avaliaram a eficiéncia de um pré-tratamento
com solucao de acido cloridrico que antecede a limpeza das cascas de camaréo
com o intuito de preservar a matéria-prima por maior tempo durante o fluxo de
uma producédo em grande escala de quitosana. A massa molar viscosimeétrica
média (M) da quitosana foi determinada por GPC, obtendo-se resultados de M,
na faixa de (161 — 451 kDa).

A sintese de quitosana obtida via radiacdo de ultrassom apresentou 0s
maiores resultados para My, entre os estudos mais recentes (FIAMINGO et al.,

2016). O estudo descreve que, 0 uso da radiacdo de ultrassom em trés etapas



55

intermitentes, é possivel obter alta massa molecular média (Tabela 3). O
equipamento de ultrassom necessita que a amostra fique acondicionada em um
reator de vidro cilindrico de parede dupla com controle de temperatura e pressao.
Nesse sentido, representa esse método se caracteriza por ser o mais elaborado
e de maior custo quando comparado aos demais. Estudos vém demonstrando
gue a sintese de quitosana assistida por micro-ondas pode ser um excelente
método de escolha para a producdo de quitosana com massa molar
viscosimétrica média (M,) média e alta (ABREU et al., 2013; EL KNIDRI et al.,
2016; SEBASTIAN et al., 2019), além das outras vantagens relativas ao uso da
radiacdo do micro-ondas (ALISHAHI et al., 2011; EL KNIDRI et al., 2019; NOURI
et al., 2016; SEBASTIAN et al., 2019).

Outra propriedade importante para polimeros de quitosana € grau medio
de desacetilacdo (GD), permite evidenciar parametros como solubilidade,
viscosidade, hidrofilicidade, caracteristicas estruturais e opticas. O %GD
desempenha um papel importante na avaliacdo da aplicacdo de quitina,
quitosana e seus derivados, e 0 grau varia de acordo com o método de
preparacdo e a fonte da qual a quitina foi extraida. As principais técnicas
reportadas na literatura para determinacdo do %GD de quitosana sintetizada por
diferentes métodos de sintese estéo resumidos na Tabela 4.

Autores que compararam resultados de %GD obtidos por meio de titulag&o
acido-base aos obtidos por ressonancia magnética nuclear (RMN de *H) e por
FT-IV observaram que n&o houve diferencas significativas nos resultados
obtidos (ANTONINO, 2007; CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; ZHANG et al.,
2005).

Assim, a titulagcdo potenciométrica pode ser considerada um método
simples, barato e bastante confiavel para a determinacdo do %GD de amostras
de quitosana (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; CZECHOWSKA-
BISKUP et al., 2012; EL KNIDRI et al., 2018; RINAUDO, 2006), desde que as
amostras de quitosana sejam totalmente sollveis na solucéo aquosa de acido
cloridrico previamente padronizada (GARCIA, 2020; GONSALVES et al., 2011;
RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993).

O principio béasico das titulagcbes potenciométricas consiste na

neutralizacéo do acido da solucéo seguida da neutralizagéo de protons do grupo
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amino presentes na quitosana (BAXTER et al., 1992; CZECHOWSKA-BISKUP
et al., 2012; FONSECA, 2016).

Tabela 4 — Principais técnicas utilizadas na determinaco do %GD e métodos de sintese
de quitosana.

Sintese

Técnica

Referéncias

DSconvencionaL

Titulac&o

79,80% (ZVEZDOVA, 2010); 82,00% (NOURI et al., 2016);
64,00% (COCOLETZI et al., 2009); 89% (ANTONINO, 2007);
76,65% (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012);

81,50% (EL KNIDRI et al., 2016); 74% (FONSECA, 2016);
76,50% (FRICK et al., 2018); 85,2% (ZHANG et al., 2017);
89% (GOMEZ-RIOS; BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA, 2017);
81% (SOON et al., 2018); 91,2% (POERIO et al., 2020);
88,10% (ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019); 76,2% (GARCIA, 2020);
81,24% (HOSSAIN; IQBAL, 2014); 94,5% (MA; XIN; TAN, 2015);
78% (ZHANG et al., 2005); 45% (KUMARI et al., 2015)

FT-IV

60,69% (ABDULKARIM et al., 2013); 87,80 (TRUNG et al., 2020);
76,61% (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012);
61% (KUMARI et al., 2015); 78% (KUMARI et al., 2017);

RMN

79,72% (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012);
89,6% (ANTONINO, 2007); 86,4% (ZHANG et al., 2005)

DSwicro

Titulacéo

77% (ABREU et al., 2013); 82,73% (EL KNIDRI et al., 2016);
87,5% (ALISHAHI et al., 2011); 88,6% (NOURI et al., 2016);

FT-1IV

81% (ABREU et al., 2013); 80,2% (EL KNIDRI et al., 2019);
92,8% (ALISHAHI et al., 2011);

RMN

81% (EL KNIDRI et al., 2019);
89,1% (ALISHAHI et al., 2011)

DSuLTrA

Titulacéo

81,8% (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016);
81,4% (ZHU et al., 2018)

FT-IV

73% (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017);
82,9% (ZHU et al., 2018)

RMN

78% (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016);
80% (FIAMINGO et al., 2016);

A desvantagem na titulacdo potenciométrica estd no tempo gasto na

coleta de dados durante a titulagdo. O GD obtido pelo método de titulagdo

potenciométrica é bastante confiavel quando as solucdes de HCI 0,1 mol L e

NaOH 0,1 mol L?! estdo padronizadas e as amostras de quitosana estdo
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totalmente soliveis (CZECHOWSKA-BISKUP et al.,, 2012; FONSECA, 2016;
FRAGUAS et al., 2015; GARCIA, 2020).

Assim, M, e %GD séo indicadores importantes para avaliar a quitosana.
A quitosana com alto grau de desacetilacdo pode se dissolver melhor em acido
e sua alta massa molar viscosimétrica média facilita a formacéao de filmes. Outras
caracterizacdes de material polimérico incluem analises estruturais, morfologicas
e térmicas.

A espectroscopia de infravermelho (IR) € uma das técnicas analiticas mais
importantes e amplamente utilizadas por cientistas em diversas areas, para
diferentes produtos, assim como € amplamente utilizado nos estudos da quitina
e quitosana. A andlise se baseia nas vibracdes dos atomos de uma molécula
(SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

Uma das grandes vantagens da espectroscopia de infravermelho é que
pode ser estudada qualquer amostra, em qualquer estado fisico. A literatura
comtempla amostras liquidas, em solucao, pastas, pés, filmes, hidrogel, entre
outras, no entanto a amostra examinada deve passar por uma escolha criteriosa
de amostragem (BARBOSA, 2007).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-1V)
melhorou drasticamente a qualidade dos espectros infravermelhos e minimizou
0 tempo necessario para obter dados. Atualmente, o espectro total € analisado
por um processo de interferéncia e convertido em frequéncia ou faixa de
nameros de onda por meio de um processo matematico conhecido como
transformada de Fourier (BARBOSA, 2007; WROBEL; BHARGAVA, 2018).

O espectro infravermelho é comumente obtido pela passagem da
radiacdo eletromagnética infravermelha através de uma amostra que possui um
momento dipolo induzido ou permanente, sendo que € determinada qual fracdo
da radiacdo incidente € absorvida em uma determinada energia. A energia de
cada pico (banda) em um espectro de absor¢céo corresponde a frequéncia de
vibracdo de uma parte da molécula, permitindo assim a identificacdo qualitativa
de certos tipos de ligacbes na amostra. Assim, um espectrometro de
infravermelho geralmente registra a energia da radiacdo eletromagnética que &
transmitida através de uma amostra em fungéo do niumero de onda ou frequéncia
(BISPO; MANSUR; MANSUR, 2009; SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).
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A espectroscopia na regido do infravermelho é uma das técnicas
utilizadas para acompanhamento da eficiéncia do processo de extracdo da
quitina e da sintese da quitosana, devido a possibilidade de identificar as
principais bandas na regido do infravermelho que caracterizam estes
biopolimeros (EL KNIDRI et al., 2016, 2019; KUMARI et al., 2015, 2017; MAREI
et al., 2016).

A técnica de FT-IV também permite identificar modificacbes estruturais
ocasionadas na estrutura da quitosana pela adicao de reticulante como TPP e
glutaraldeido (FRICK et al., 2018; GABRIEL PAULRAJ et al., 2017; SHENVI;
ISMAIL; ISLOOR, 2014; SHENVI et al., 2013), ou pela insercdo de outros
compostos ao filme ou gel de quitosana (BHATT et al., 2017; CHUYSINUAN et
al., 2020; MOHAMMADZADEH PAKDEL; PEIGHAMBARDOUST, 2018;
NASRIN et al., 2017; TASHAKKORIAN et al., 2020).

Como observado anteriormente, o grau de desacetilacdo de quitina e
quitosana pode ser determinado pela técnica de FT-IV (CZECHOWSKA-BISKUP
et al., 2012; EL KNIDRI et al., 2019; KUMARI et al., 2017). Outra técnica pode
ser utilizada para determinar o grau de desacetilacéo € a espectroscopia de UV-
Vis (CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; NOSAL et al., 2005).

Como certos grupos funcionais presentes em moléculas organicas
absorvem luz em comprimentos de onda caracteristicos na regido do UV-Vis,
essa técnica € aplicada qualitativamente para identificar a presenca desses
grupos nas amostras e dar suporte a informacées estruturais obtidas de outros
meétodos espectroscopicos (KUMIRSKA et al., 2010).

A Espectroscopia de Absor¢do Molecular na Regido do Ultravioleta e
Visivel (UV-vis) estuda o comportamento da matéria quando exposta a radiacao
eletromagnética na faixa em torno de 100 a 400 nm (ultravioleta) e 400 a 750 nm
(visivel) (SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

A técnica se baseia em medidas de transmitancia ou absorbancia,
principalmente de compostos em solucdo, e possui grande aplicacdo em
determinacdes quantitativas de uma grande variedade de espécies organicas e
inorganicas (HOUSECROFT; SHARPE, 2013; SKOOG; HOLLER; NILMAN,
2009).

A espectroscopia de ultravioleta visivel (UV-Vis) & util como técnica

analitica principalmente por duas razdes: pode ser usado para identificar certos
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grupos funcionais em moléculas e pode ser usado para ensaios quantitativos. A
espectroscopia de UV-Vis envolve a absorcdo de radiacdo eletromagnética na
faixa de 200—-800 nm e a subsequente excitacdo de elétrons para estados de
energia mais elevados (HOUSECROFT; SHARPE, 2013; SKOOG; HOLLER;
NILMAN, 2009).

A absorcéo da luz ultravioleta visivel por moléculas organicas é restrita a
certos grupos funcionais (cromoéforos) que contém elétrons de valéncia de baixa
energia de excitagdo, sendo possivel investigar transferéncias de elétrons entre
orbitais ou bandas de &tomos, ions e moléculas existentes nas fases gasosa,
liquida e sélida (SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

O espectro UV-Vis € complexo e pode aparecer como uma banda de
absorcdo continua porque a sobreposicdo de transicdes rotacionais e
vibracionais nas transigbes eletronicas fornece uma combinagdo de linhas
sobrepostas (SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

Os espectros de UV-Vis de quitosana sdo geralmente registrados em
solucdo aquosa acida (acido acético, acido cloridrico, entre outros), em uma
célula de quartzo de 1,0 cm e a temperatura ambiente. Com esta técnica é
possivel caracterizar as intera¢cdes dos polimeros quitina e quitosana com outros
compostos alvo (KUMIRSKA et al., 2010; NOSAL et al., 2005; POERIO et al.,
2020; SHAHID-UL-ISLAM; BUTOLA; VERMA, 2019), tais como ions aquosos de
cobre(ll) (ANBINDER et al., 2019) e de cobalto(lll) (WANG, 2018).

A determinacao de ions metalicos € possivel pois pequenas particulas de
metal (ou nanoparticulas), a exemplo de cobre, exibem absorcdo de ondas
eletromagnéticas visiveis pela oscilacdo coletiva de elétrons de conducdo na
superficie o que permite a caracterizacao do compdsito (NITHYA et al., 2017;
TIWARI et al., 2013; WANG et al., 2014a).

A molécula da quitosana apresenta 0s grupos cromoéforos, N-acetil-
glucosamina e glucosamina, como resultado, seus coeficientes de extingéo para
comprimentos de onda menores que aproximadamente 225 nm sédo diferentes
de zero. Como esses residuos cromoforos ndo mostram nenhuma evidéncia de
interacao intra-cadeia, as unidades de monémero contribuem de uma maneira
simples e aditiva para a absorbancia total desses polimeros em um comprimento
de onda particular. Os espectros de UV somente do residuo N-acetil-

glucosamina sao bastante semelhantes aos espectros de quitosana, sendo que



60

o0 comprimento de onda maximo (Amax) € evidenciado em 201 nm, em solucéo de
HCI 0,1 M (KUMIRSKA et al., 2010; NOSAL et al., 2005).

Em geral, as técnicas espectroscopicas citadas anteriormente sdo muito
Uteis e importantes na analise estrutural de quitina, quitosana e seus derivados,
embora seja necessario mencionar que existem muitos outros métodos
analiticos espectroscOpicos e nao espectroscopicos que sao amplamente
usados, a exemplo da titulacdo potenciométrica e medicdo de viscosidade,
citados anteriormente, além de analises térmicas como termogravimetria
(TGA/DTA), difracdo de raios X em p6 (DRX), microscopia de forca atdmica
(AFM), microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de dispersao
eletrbnica (EDS), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourrier
(FT-1V), espectroscopia de ultravioleta (UV-Vis), Analise Mecanico dinamica
(AMD).

A andlise termogravimétrica consiste em acompanhar uma quantidade de
massa de determinada uma amostra, sob atmosfera controlada, com registro
continuo em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura é
aumentada (geralmente linearmente com o tempo). Ao final da andlise é obtido
um gréafico de massa ou porcentagem de massa em funcédo do tempo, chamado
de termograma ou curva de decomposicao térmica (SHRIVER; ATKINS, 2008;
SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

Autores relatam que as amostras de quitina apresentam diferentes
temperaturas de degradacao térmica maxima, conforme a organizacao estrutural
da quitina. A temperatura de degradacdo maxima da a-quitina € geralmente
superior a 350° C, enquanto o valor de para B-quitina € geralmente inferior a 350°
C (KAYA et al., 2017; POERIO et al., 2020).

Estudos sobre a estabilidade térmica da qutina comparada a quitosana,
indicam que a quitina tem maior estabilidade térmica do que a quitosana
correspondente, devido a formacdo de interacdes moleculares intra e inter-
cadeias (ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008; ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI,
2019; ISA et al., 2008; KUMARI et al., 2015).

A analise dos termogramas (TGA/DTA) de uma quitosana obtida
comercialmente, em geral, apresenta dois estagios, o primeiro estagio térmico
aponta para uma perda de massa, na faixa de (25-250° C) devido,

principalmente, a perda de agua livre e da agua ligada na quitosana, mais
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precisamente, ligada aos grupos aminos, por meio de ligacdes de hidrogénio. O
segundo estagio térmico, na faixa de (250-400° C) corresponde a perda de
massa devido a clivagem da cadeia principal da quitosana obtendo taxas de
perda de massa de entre 40 e 60%, para uma amostra proveniente da casca de
camardo e com alto grau de desacetilacdo (ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008;
ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI, 2019; FRICK et al., 2018; KUMARI et al.,
2015; MA; XIN; TAN, 2015; NITHYA et al., 2017).

A caracterizacdo estrutural por difracdo de raios X (DRX) € um método
pratico e conveniente para a identificagdo de compostos cristalinos, determina
as posicdes dos atomos e ions que constituem um composto iénico ou molecular,
descreve suas estruturas detalhando por exemplo o comprimento de ligacéo,
planos de difracdo, angulos e posi¢cdes dos &tomos presentes em uma amostra
monocristalina. Os dados estruturais séo interpretados em termos de raio
atdbmicos e ibnicos, o que permite prever estruturas e explicar as tendéncias em
muitas propriedades (SHRIVER; ATKINS, 2008; SKOOG; HOLLER; NILMAN,
2009). Cada substancia cristalina gera um padréao Unico de DRX, em termos de
posicoes e intensidades de reflexdes observadas, em que cada fase cristalina
presente contribui para o padrdo de difracdo com seu préprio e Unico conjunto
de linhas, e as intensidades relativas dos conjuntos de linhas da mistura
dependem das quantidades presentes e da capacidade das estruturas de
espalharem os raios X (SHRIVER; ATKINS, 2008).

A cristalinidade de um polimero define suas propriedades fisicas e
quimicas. A determinacdo da razao cristalino-amorfo por meio da difracdo de
raios X em po consiste em usar métodos quantitativos levando em conta, tanto
a altura do pico de difracdo quanto a area do pico para calcular o percentual de
cristalinidade de um material (CANEVAROLO, 2007). loelovich (2014) sugere
que a avaliacdo das caracteristicas estruturais de quitina e quitosana, em termos
de conteido da fase cristalina para céalculo grau médio de cristalinidade (X) é
duvidoso quando se leva em conta apenas o indice de cristalinidade (I.z) com
base no calculo da razédo da intensidade dos picos, dado pela Equacdo 1, em
qgue I, é a intensidade do pico cristalino e I,,, é a intensidade do espalhamento

amorfo.
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Equagédo 2 — Determinagéo do indice de cristalinidade

[o - Iam

Icg = [ ] x 100 Equacéo 2

[

O Iz mostra o conteudo comparativo da fragcao cristalina de uma amostra
e indica o quédo alto ou baixo € a cristalinidade do material, mas ndo esta de
acordo com o conceito de grau de cristalinidade, que se refere a massa da fracao
cristalina no polimero, por isso o Iz leva a resultados de cristalinidade
inconclusivos para a quitina e quitosana.

Algumas condi¢des essenciais para um resultado adequado da analise
quantitativa da cristalinidade de quitina e quitosana, por meio de difratogramas
de raios X foram identificadas por loelovich (2014): a amostra deve estar na
forma de po, o background deve ser extraido, a correcédo do difratograma deve
ser feita separando as areas de espalhamento relacionadas aos dominios
cristalinos e amorfo, e a intensidade integrada (area) do espalhamento cristalino
e amorfo deve ser usada para calcular o grau de cristalinidade. O grau de
cristalinidade (X) representa a fracdo cristalina presente na amostra apés
correcdes (Equacao 3), onde I, é a intensidade total do difratograma corrigido
depois da subtracdo do background; Iz € a intensidade do espalhamento
cristalino; F-; € a area do espalhamento cristalino; F,,,, € a area do espalhamento

amorfo (loelovich, 2014).

Equacéo 3 — Determinacéo do grau de cristalinidade

X=[lrdb/[ lIod0 = Fep/(Fcg + Fam) Equacao 3

Poucos estudos envolvendo DRX calculam o grau de cristalinidade, tendo
em vista a complexidade do célculo, em geral, apresentam apenas o indice de
cristalinidade (Icz) com base nos calculos da razéo da intensidade dos picos. O
indice de cristalinidade pode indicar quem tem maior ou menor cristalinidade,
comparando amostras entre si (FONSECA, 2016; IOELOVICH, 2014).

A literatura (EL KNIDRI et al., 2016, 2019; KAYA et al., 2017; KUMARI et
al., 2017; MAREI et al., 2016; POERIO et al., 2020; SOON et al., 2018; ZHANG
et al., 2017, 2005; ZHAO et al., 2019a; ZHU et al., 2018) trata os conceitos de

grau de cristalinidade e indice de cristalinidade de forma um tanto confusa, pois
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relatam a determinagao do grau de cristalinidade e no entanto para isso, usaram
os dados da intensidade dos picos, 0 que é um equivoco. Em contraponto, ha
autores que relatam DRX para amostras de quitina e quitosana moidas com
determinacao do grau de cristalinidade adequadamente, com base na relacéo
entre a intensidade da areas integradas dos dominios cristalino e amorfo
(FONSECA, 2016; IOELOVICH, 2014; LARBI et al., 2018; NOURI et al., 2016).

A analise de DRX para amostras de quitina e quitosana mostram a relacéo
inversa entre o grau de desacetilagédo e o indice de cristalinidade, isto é, quanto
maior o indice de cristalinidade menor sera o grau de desacetilacdo, ja que &
caracteristica das quitinas possuirem elevado grau de cristalinidade
(IOELOVICH, 2014; ZHANG et al., 2005), o que é atribuido a existéncia de
dominios cristalinos maiores e em maior nUmero para a quitina em comparacao
com a quitosana (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; EL KNIDRI et
al., 2016, 2019; LARBI et al., 2018). Outra analise usual realizada em polimeros
é a microscopia de forca atdmica (AFM). E uma técnica versatil que consiste em
analisar a estrutura da superficie de materiais e tornou-se um dos equipamentos
mais adequados para o estudo de materiais em micro e nano-escala (BHATT et
al., 2017; SAZANOVA et al., 2016; VICARO et al., 2002). A Tabela 5 destaca
algumas das principais caracteristicas da técnica de AFM.

A técnica de AFM é um método adequado para pesquisa de polimeros,
ndo apenas devido a alta qualidade das resoluc¢des, mas também por que seus
dados combinados a softwares especificos, que permitem a obtencédo de
informac@es tridimensionais quantitativas sobre a topografia de superficie
(qualitativa) como: rugosidade, altura, coeficientes de assimetria e curtose,
angulo de inclinacdo de estruturas topograficas entre outros parametros, além
de permitir a avaliacdo da estrutura da superficie quantitativamente (HULUBEI
et al., 2014; STOICA et al., 2013).
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Tabela 5 — Principais caracteristicas da técnica de AFM.

N&o requer preparo de amostra
Realiza medidas em ar e em meio liquido
Amostra sélida ou fixada quimicamente
Andlise de estruturas na escala nanométrica
Vantagens Custo operacional baixo
N&o causa dano ao filme em estudo
Resultados em formato digital permitindo tratar os dados posteriormente
Permite analise quantitativa e qualitativa

Imagens de alta resolucéo

Associa¢cdo com outras técnicas e softwares
Desvantagens ] ) )
Necessidade de analista treinado ao uso do software

A rugosidade pode ser caracterizada por varios parametros como, por
exemplo, os de amplitude RMS, rugosidade quadratica média e Ra rugosidade
média, espacamento e hibridos (area, volume, inclinacdes), sendo os
parametros de amplitude mais significativos (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016;
BHATT et al., 2017; MUNZ, 2013; SAZANOVA et al., 2016; STOICA et al., 2013).

A entropia, embora seja um dos termos da equacéo termodinamica para
a energia livre, em termos de superficie ela é discutida separado da energia,
visto que a termodindmica descreve sistemas em equilibrio, no entanto estudos
descrevem experimentos de tracdo de molécula Unica a fim de demonstrar que

a entropia nao é bem descrita pela equacéo da energia livre:
Equacéo 4 — Energia livre

AG = AH —T X AS Equacéo 4

Onde, (AG) é a energia livre, (AH) é a variacdo da entalpia e (T x 45) é o
produto da variacao da entropia pela temperatura).

A entropia dos polimeros diminui progressivamente conforme eles se
movem livres em solucdo por meio de ligacdes covalentes para a sintese de
mondmeros ou na unido de mondmeros para formar oligbmeros e polimeros
maiores (cadeia polimérica) (HANSMA, 2010; THOMPSON et al., 2002).

O tratamento dos dados da andalise de AFM sao 0s requisitos basicos
durante o estudo da topografia da superficie de um material, em geral a literatura

reporta estudos relacionados a filmes composto por diversos materiais
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(CHOLANT et al., 2020; MORI, 2014; PITHAN, 2011; ZHUANG; ZHONG; ZHAO,
2019).

A estrutura da superficie de filmes a base de quitosana € amplamente
estudada com o intuito de prever propriedades operacionais do polimero. A
amplitude, os parametros estatisticos e espaciais, incluindo perfis de imagem em
linha, 2D e 3D das superficies de filmes de quitosana preparados com poli-(alcool
vinilico) (PVA) e reticulado com glutaraldeido foram examinados por AFM
(BHATT et al., 2017).

Além disso, filmes de quitosana, com diferentes graus de desacetilacéo e
concentracdo, foram preparados usando o sistema de pulverizacao eletrostatica
e caracterizados por AFM, sendo que a rugosidade dos filmes foi examinada e
comparada a analise obtida por MEV (ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A determinagdo dos parametros de amplitude da rugosidade, como, a
altura maxima, coeficiente de assimetria e de curtose e o parametro espacial de
entropia, séo realizados por meio da analise dos perfis de linha, imagens 3D e
2D da superficie dos materiais, em diferentes areas de varredura (BAJPAI,
BHATT,; KATARE, 2016; BHATT et al., 2017; MUNZ, 2013; SAZANOVA et al.,
2016; STOICA et al., 2013).

Em complementacéo, estudos de AFM sé&o descritos para amostras com
metais, tais como particulas magnéticas revestidas com hidrogel a base de
quitosana (PEREIRA et al., 2020). Além disso, a literatura também destaca
hidrogel a base de quitosana usado na remocéo de cobre e caracterizado por
AFM (MILOSAVLJEVIC et al., 2011) e a avaliac8o da estabilidade da superficie
em  copolimeros de quitosana, por meio de métodos de estatisticos
(SAZANOVA; OTVAGINA; VOROTYNTSEYV, 2018).

Nesse contexto, técnicas como a AFM séo ferramentas fundamentais
para realizacdo de analise complexa da morfologia e das propriedades
estruturais em micro e nano-escala. Esta técnica tem sido amplamente utilizada
no estudo de polimeros, por fornecer informagcdes que ndo eram possiveis de se
obter com o uso apenas de MEV, como a obtencdo de imagens de superficie
sob condic¢des variadas (ar, vacuo e em meio liquido) e por ndo requerer preparo
de amostra, o que diminui o custo operacional (KLAPETEK; NECAS;
CHRISTOPHER, 2020; YACOOT; KOENDERS, 2008).
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A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) é uma importante técnica
utilizada na caracterizacéao de superficies, sozinha ou em complementacédo com
a técnica de AFM. A MEV permite avaliar a morfologia da superficie de um
material a partir de imagens de alta resolucdo com base na topografia da
superficie ou diferencas de composicao quimica entre regides de uma mesma
amostra (EL KNIDRI et al., 2016; MAREI et al., 2016; SHRIVER; ATKINS, 2008;
SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

Estudos recentes relataram que a morfologia da superficie da quitina e
seus derivados obtidos de caranguejo, camarao, insetos e fungos séo bastante
diferentes (EL KNIDRI et al., 2016; KAYA et al., 2017; KUMARI et al., 2015, 2017;
MAREI et al., 2016; POERIO et al., 2020; ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).
Esses estudos apontam cinco tipos de morfologias da superficie de quitina e
quitosana: superficie aspera e dura sem poros e nanofibras, estrutura apenas
com nanofibras, estrutura com poros e nanofibras, estrutura com dois tipos de
poros e com nanofibras e estrutura apenas poros.

A morfologia da superficie de diferentes fontes de quitina como o
caranguejo (a), moluscos (B) e casulo de mariposa (y) foram caracterizadas,
sendo que a morfologia da superficie da y-quitina foram observadas e discutida
pela primeira vez (KAYA et al., 2017). Esse estudo relata que a y-quitina
apresenta microfibras longas, enquanto a superficie de a-quitina e B-quitina séo
compostas de nanofibras claramente visiveis e nanofibras visiveis com menor
definicdo, respectivamente. Neste caso, a AFM foi utilizada como um método
complementar a MEV e, como esperado, permitiu uma visdo melhor e mais clara
das diferentes amostras de quitina.

A andlise de MEV da superficie de quitina extraida de uma espécie de
cigarras exibiu uma morfologia rugosa, numa organizacao lamelar intercalada
com algum material granular, provavelmente devido a presenca de minerais e
proteinas. A superficie granulada tende a diminuir conforme ocorre a extracao e
purificacdo da quitina, permanecendo apenas uma estrutura lamelar plana. Esta
modificacdo da estrutura pode indicar a eficiéncia da remocdo de minerais e
proteinas da matéria-prima (POERIO et al., 2020).

A MEV tem sido utilizada para caracterizar a morfologia de superficie
durante o processo de sintese de quitosana, obtida a partir de diferentes fontes
de quitina, como: cigarras (Cicada orni) (POERIO et al., 2020), larvas de
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besouros (SOON et al., 2018), escamas de peixes (KUMARI et al., 2015), cascas
de camardo (ZHAO et al., 2019; KNIDRI et al., 2016; KUMARI et al., 2017) e
fontes diversas (ZHUANG et al., 2019; MAREI et al., 2016), relatam a observacao
de estrutura superficial composta de nanofibras densas para quitosana de
camardo, gafanhoto e besouro e superficie dspera e dura para quitosana de
abelha melifera.

Tanto amostras solidas de p6 de quitosana quanto filmes de quitosana
podem ter sua superficie avaliada. Assim, a literatura também relata filmes de
quitosana reticulados ou puros investigados por MEV, antes e depois da ligag&o
ao metal, com intuito de observar mudancas na morfologia (EL KNIDRI et al.,
2016; MAREI et al., 2016; POERIO et al., 2020; ZHUANG; ZHONG; ZHAO,
2019).

Outra analise interessante para amostras solidas é a EDS, geralmente
realizada acoplada a MEV. Essa técnica espectroscopica permite realizar uma
microandlise qualitativa e semiquantitativa de elementos quimicos presentes na
amostra, como uma microanalise elementar. Um feixe de elétrons ao interagir
com a amostra, desloca elétrons das camadas mais internas dos atomos,
ionizando-o0s. Os elétrons, ao voltarem para o estado fundamental, emitem raios
X caracteristicos e, assim, é possivel identificar a composi¢cdo elementar do
material (SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

A EDS tem sido utilizada amplamente para observar a presenca de
elementos quimicos caracteristicos da composicdo quimica da quitina e da
quitosana, apresentando um percentual qualitativo para cada composto
identificado (EL KNIDRI et al., 2016; POERIO et al., 2020). Assim, essa técnica
€ reportada na literatura, entre outras demandas, para comprovar a reticulacao
ocorrida na estrutura da quitosana (arcaboucos) e para confirmar a presenca de
metal ou outras moléculas organicas adsorvidas e/ou ligadas a superficie de
quitosana (p6 ou filme) (ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI, 2019; BORBA DA
CRUZ et al., 2016; WANG, 2018).

A literatura reporta inimeras pesquisas que estudam a possibilidade de
substituir as embalagens plasticas convencionais originadas do petréleo, por
exemplo, por embalagens biodegradaveis, comestiveis o0 que resolveria a
guestao ambiental de acumulo e poluicdo (FONSECA, 2015; MUJTABA et al.,
2019; NATARAJ et al., 2018). Nesse contexto, o estudo das propriedades
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mecanicas dos filmes pode fornecer informacgdes valiosas a respeito da interacao
dos materiais, e mostrar o comportamento dos filmes relativo a sua resisténcia
mecanica e térmica (MUJTABA et al., 2019).

A andlise mecénico-dinamica (AMD) € uma técnica sensivel e versétil, que
avalia as propriedades mecanicas de um material e determina sua capacidade
de medir o modulo de elasticidade, resisténcia com controle de parametros como
o tempo, a frequéncia de oscilacdo e a temperatura durante a analise
(HOUSECROFT; SHARPE, 2013; SKOOG; HOLLER; NIMAN, 2002).

As propriedades mecanicas de filmes de quitosana modificados ou n&o
sdo amplamente estudados, para avaliar os efeitos das modificacdes na
melhoria das propriedades operacionais do filme e seu potencial para prever
propriedades operacionais de um produto polimérico (NATARAJ et al., 2018).
Ensaios de resisténcia a tracdo foram realizados com filmes de quitosana e
polimeros sintéticos, como poliacrilonitrila e poliestirenos (SAZANOVA;
OTVAGINA; VOROTYNTSEYV, 2018); Filmes que quitosana com diferentes grau
de desacetilacdo foram reticulados com glicerol (ZHUANG; ZHONG; ZHAO,
2019), glutaraldeido (FRICK et al., 2018), galactomanana (ALMEIDA; DELEZUK;
CAMPANA-FILHO, 2019).

ModificagOes na estrutura da quitosana

A quitosana pura é soltvel somente em solugéo &cida diluida, o que limita
suas amplas aplicacbes. Além disso, varias desvantagens, como baixa
resisténcia mecanica, baixa resisténcia térmica e baixa seletividade de adsorcao,
também dificultam seu uso pratico e justificam as modificacdes estruturais (QU;
LUO, 2020; SIVASELVI; GHOSH, 2017).

A gquitosana possui cadeia polimérica constituida pelos grupos funcionais
aminos e hidroxilas, que sdo os sitios reativos e permitem diferentes
modificacdes na molécula. Esses sitios sdo bastante versateis para
modificacdes quimicas, por meio da insercdo de novos grupos funcionais,
conferindo aos seus derivados as caracteristicas desejadas para as aplicacdes
de interesse (MUXIKA et al., 2017; NATARAJ et al., 2018).

O processo de reticulagdo das cadeias poliméricas de quitosana, também

denominado de reacéao de entrecruzamento, € um tipo de modificacdo quimica
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gue visa unir suas cadeias poliméricas, ou ainda, ligar suas cadeias as de outros
polimeros gerando redes poliméricas (FRICK et al., 2018; SIVASELVI; GHOSH,
2017).

A modificacdo da quitosana pode ocorrer por reacdes quimicas ou por
interacgdes fisicas, e tém sido bastante utilizadas na funcionalizagéo da molécula
para a obtencdo de novos materiais (MUJTABA et al., 2019). A quitosana pode
ser modificada quimicamente ou fisicamente por reacdo enzimatica ou quimica
e copolimerizagdo (POON; WILSON; HEADLEY, 2014; WANG et al., 2016;
YOUNES; RINAUDO, 2015).

Os grupos funcionais da quitosana podem facilitar as reacdes entre os
segmentos de uma mesma cadeia ou entre cadeias poliméricas vizinhas
destacando as reacoes de formacao de base de Schiff (ANTONY et al., 2013;
DEMITRI et al.,, 2016) e as reagbOes de reticulagdo (FRICK et al., 2018;
GONSALVES et al., 2011; SHENVI et al., 2013; SIVASELVI; GHOSH, 2017).

A quitosana pode ser modificada de diferentes maneiras, tanto fisica
quanto quimicamente. A partir da literatura, pelos resultados satisfatérios na
reticulacdo da quitosana pode-se perceber que se destacam entre os demais
sdo: o glutaraldeido (FRICK et al.,, 2018; SHENVI et al., 2013; SIVASELVI;
GHOSH, 2017), Tripolifosfato de soédio penta hidratado (TPP) (GABRIEL
PAULRAJ et al., 2017; SHENVI; ISMAIL; ISLOOR, 2014; WANG et al., 2014b),
epicloridrina (ECH) (DANG; GUO; TAN, 2012; SANTOS, 2004, VIEIRA, 2008), o
glicerol (MENEZES et al., 2020; PRIYADARSHI et al., 2018), e a gelatina
(AGARWAL et al., 2016; HOSSEINI et al., 2015; TYLINGO et al., 2016).

A possibilidade da quitosana modificada formar filmes torna essa
caracteristica importante num grande conjunto de aplicagdes. Cada aplicacdo
requer um tipo de filme com propriedades fisico-quimicas e biologicas
especificas, incluindo propriedades térmicas, mecanicas, de solubilidade e,
antimicrobiana (FARIAS, 2009; FRICK et al., 2018; MUJTABA et al., 2019).

Os grupamentos amina (NH2) da quitosana por serem altamente reativos
permitem diferentes aplicacbes e modificagcbes a molécula. As aminas alifaticas
primérias podem reagir com o 4cido nitroso gerado in situ, através da reagao de
diazotacdo para levar ao sal de diazénio (BECK; HORNER; DITTMANN, 20009;
BLANK; HIRDES; SANTOS, 2019; HORNER et al., 2004; PARAGINSKI et al.,
2016; SANTOS et al., 2014, 2016, 2019).
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A diazotacdo de aminas alifaticas primérias pode ser facilmente usada
para gerar carbocation em agua, acido acético e outros solventes (BARBOSA,
2011; SOLOMONS; FRYHLE, 2006).

Sais de diazdnio acoplados com diversos compostos aromaticos ou
alifaticos dao origem aos azocompostos que sdo compostos que apresentam em
sua estrutura a unidade (-N=N-). Eles sdo normalmente coloridos e constituem
uma parte importante da industria de corantes (BARBOSA, 2011). Ja sais de
diazdnio acoplados a grupos amina e hidroxiaminas origina, respectivamente,
triazenos (-N=N-N(H)-) e hidroxitriazenos (-N=N-N(OH)-) (BECK; HORNER,;
DITTMANN, 2009; HORNER et al., 2004, PARAGINSKI et al., 2016; SANTOS et
al., 2014, 2016).

Da Li e colaboradores (2021) em estudo recente, revisaram uma série de
exemplos de funcionalizagdo de nanoparticulas, entre elas, nanoparticulas de
quitosana funcionalizadas por sais de diazénio foram usadas para diferentes
aplicacdes biomédicas, como: entrega de drogas, biossensores, imagens e
antibacterianas. E destacaram que os sais de diazonio permitem o enxerto de
uma grande variedade de nanoparticulas em biomoléculas.

Quitosana reticulada com &cido polilatico serviu como um revestimento
para nanoparticulas de 6xido de ferro funcionalizadas com sais de diazénio, e 0s
resultados superaram a qualidade da amostra sem quitosana, devido ao
aumento da estabilidade das nanoparticulas e da capacidade de carga do
farmaco, prolongando sua liberacdo e melhorando a citotoxicidade in vitro do
farmaco (DI MARTINO et al., 2017).

Quitosana e grafeno foram funcionalizados por sais de diaz6nio para
avaliacéo biologica, obtendo maior atividade antimicrobiana do que a quitosana
pura (HUANG; YIN; WU, 2020).

Pereira (2016) descreve modificagbes estruturais feitas na cadeia lateral
da quitosana modificada (bases de Schiff) acoplado a diferentes sais de diazdnio
produzindo uma nova classe de compostos poli-azdicos a partir da quitosana,
para investigar a influéncia de diferentes substituintes na complexacdo de
metais.

A quitosana tem sido considerada um polimero multifuncional, devido a
sua versatilidade, biocompatibilidade, completa biodegradabilidade, baixa

toxicidade aliado ao baixo custo, o que justifica sua aplicagdo em um vasto
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namero de reacdes de modificagdo estrutural A quitosana modificada pode
apresentar-se em diferentes conformacfes tais como: fibras, pos, filmes,
esponjas, microesferas, solugdes, géis entre outros. Diversos artigos de revisao
discutem as mais variadas areas de aplicagdo em que o biopolimero modificado
€ empregado, desde &rea ambiental até biomédica (BAKSHI et al., 2020; EL
KNIDRI et al., 2018; MUJTABA et al., 2019; MUXIKA et al., 2017; QU; LUO, 2020;
YOUNES; RINAUDO, 2015). Algumas aplicacfes de quitosana modificada s&o
reportadas na literatura Tabela 6.

O processo de reticulagdo das cadeias poliméricas de quitosana, também
denominado de reacéo de entrecruzamento, € um tipo de modificacdo quimica
gue visa unir suas cadeias poliméricas, ou ainda, ligar suas cadeias as de outros
polimeros gerando redes poliméricas (FRICK et al., 2018; SIVASELVI; GHOSH,
2017). Estudos acerca de modificagbes fisicas em quitosana demonstram
diferentes formas, tais como: flocos ou granulos (WANG, 2018), membranas ou
matrizes (ANBINDER et al., 2019; WANG et al., 2014a), nanoparticulas ou
nanocompaosito (BIBI et al., 2018; MUJTABA et al., 2020; NITHYA et al., 2017;
TIWARI et al., 2013), hidrogel (CHUYSINUAN et al., 2020; MOHAMMADZADEH
PAKDEL; PEIGHAMBARDOUST, 2018; PEREIRA et al, 2020), filmes
(MUJTABA et al.,, 2019; NATARAJ et al., 2018; ZHUANG; ZHONG; ZHAO,
2019), sempre com base na consideragdo da estrutura ideal necesséria para a

aplicacédo especifica.
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Tabela 6 — Aplicacdes de quitosana e quitosana modificada.

Area Exemplo de aplicagéo Referéncia
(DEMITRI et al., 2016); (HOMEZ-JARA et al., 2018);
] Embalagens,
Alimentos o (SIVASELVI; GHOSH, 2017); (HARISH PRASHANTH,;
bactericida
THARANATHAN, 2007)
Farmacéutico Farmacos (MORAN et al., 2018);

Biomaterial

Microesferas

(DENG et al., 2020; HULUBEI et al., 2014;
MONTEIRO et al., 2015; ZENG et al., 2015; ZHANG et
al., 2020)

Téxtil

Nanoparticulas

(DE OLIVEIRA CRUZ et al., 2020; SHAHID-UL-
ISLAM; BUTOLA; VERMA, 2019; WANG et al., 2014b)

Biomedicina

Suportes poliméricos

(FRANK et al., 2020; MUJTABA et al., 2019; PILLAI;
PAUL; SHARMA, 2009; SIVASELVI; GHOSH, 2017;
WANG et al., 2016; ZHU et al., 2018)

Agricultura

Defensivo

(DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; MUJTABA et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2018; QU; LUO, 2020; RAMOS
BERGER et al., 2018; ZENG; LUO; TU, 2012)

Cosméticos

Hidrogel

(AGARWAL et al., 2016; CHUYSINUAN et al., 2020;
ESCOBAR-SIERRA et al., 2017; PEREIRA et al.,
2020; THONGCHAI et al., 2020)

Industrial

Tratamento de

efluentes

(MOHAMMADZADEH PAKDEL;
PEIGHAMBARDOUST, 2018; QU; LUO, 2020;
SARODE et al., 2019; UPADHYAY et al., 2021; WAN
NGAH; TEONG; HANAFIAH, 2011)

Remocé&o de metais

(GEROMEL-COSTA et al., 2018; HUSSEIN et al.,
2012; KYZAS; KOSTOGLOU, 2015; MARQUES et al.,
2019; VAKILI et al., 2019; ZHANG; ZENG; CHENG,
2016; ZIA et al., 2020)

Quitosana e sua atividade antifangica

A producédo de frutas climatéricas sdo um desafio pois sdo altamente

pereciveis, como por exemplo, a goiaba, manga e mamao, e portanto, S40 muito

suscetiveis a infec¢des fangicas pos-colheita, e afetam negativamente a
qualidade, vida util e valor de mercado (DOS PASSOS BRAGA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2018).

A antracnose é uma das infec¢des fungicas pos-colheita mais frequentes

em frutas tropicais,

levando a grandes perdas econbmicas causadas
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principalmente por espécies de Colletotrichum (ESPANA et al., 2017; KONG et
al., 2010; LIU et al., 2001).

O Colletotrichum gloeosporioides € o principal microrganismo causador
da antracnose na goiaba, mamao, manga entre outras frutas. Para o controle do
fungo e preservacgédo dessas frutas tradicionalmente conta com a aplicacéo de
fungicidas sintéticos (KERCH, 2015; KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020).

Os fungicidas sintéticos trazem preocupacfes biologicas, quanto aos
efeitos indutores de resisténcia sobre fungos patdgenos e os efeitos prejudiciais
a saude humana. No entanto, existe uma perspectiva mais ecoldgica e saudavel
da populacéo atual, buscando por produtos organicos (sem agrotoxicos). Essas
demandas reforcam a Os fungicidas sintéticos trazem preocupacdes bioldgicas,
quanto aos efeitos indutores de resisténcia sobre fungos patdgenos e os efeitos
prejudiciais a saide humana. No entanto, existe uma perspectiva mais ecolégica
e saudavel da populacdo atual, buscando por produtos organicos (sem
agrotoxicos). Essas demandas reforcam a necessidade de estratégias
alternativas de controle de fitopatdgenos (DOS PASSOS BRAGA et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2018).

Muitos pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de filmes de
quitosana associados a substancias naturais ndo téxicas, como os oOleos
essenciais e 0 acido citrico, para o revestimento de frutas como uma tecnologia
viavel para a preservacao do fruto pois retardam a decomposicdo apds a
colheita, inibem da antracnose, uma das infec¢des fungicas pos-colheita mais
frequentes em frutas tropicais, causadas principalmente por espécies de
Colletotrichum em frutas minimamente processada e ainda reduzem o uso de
fungicidas sintéticos (DE OLIVEIRA et al., 2017, 2020; DOS PASSOS BRAGA
et al., 2019; GOY; DE BRITTO; ASSIS, 2009; MAHDY SAMAR et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018).

Por ser biocompativel, biodegradavel e nao téxico e por ter alta
capacidade de formar filmes, a quitosana foi aprovada como aditivo alimentar
pela Food and Drug Administration dos EUA e € amplamente utilizada como
cobertura de frutas (MAHDY SAMAR et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2020;
PAL et al., 2021).

A constante busca por preservar frutas minimamente processadas,

diversos métodos ja foram estudados, incluindo o uso de radiacao ionizante,
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cloreto de calcio e o revestimentos comestiveis (amido, quitosana, celulose e
proteina do leite) destacando-se entre as demais, por ser uma das tecnologias
mais populares para reduzir as perdas pods-colheita (ESPANA et al., 2017;
KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020; MUJTABA et al., 2019; NASCIMENTO et
al., 2020).

A literatura tem mostrado a eficiéncia de filmes de quitosana como
revestimentos e Oleos essenciais na inibicAio e no desenvolvimento da
antracnose em diversas frutas (BAKSHI et al., 2020; KUMAR; MUKHERJEE;
DUTTA, 2020; MAHDY SAMAR et al, 2013; MUJTABA et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2020). Filmes de quitosana como revestimento associado
a substancias naturais (ecoldgicas) foram aplicados no controle de
Colletotrichum gloeosporioides, como tecnologias alternativas e emergentes
para proteger a fruta de infec¢des por fungos patdgenos pos-colheita(HAGGAG,
2010; KERCH, 2015).

Diversas formulacbes de quitosana sdo relatadas na literatura por
atuarem contra a antrachose em goiabeiras: quitosana e &cido citrico
(NASCIMENTO et al., 2020) e quitosana e 6leos essenciais, tais como de capim
limdo (DE OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2018). Formulacdes de
guitosana contra antracnose em outras frutas também séo relatadas: em mamao
(DOS PASSOS BRAGA et al., 2019) e em manga (DE OLIVEIRA et al., 2017
OLIVEIRA et al., 2018).

O uso desses revestimentos pode reduzir a quantidade de fungicidas
sintéticos usados no controle de doencas pds-colheita, aumentam a vida util dos
frutos, além de outras vantagens tecnolégicas como aparéncia melhorada,
efeitos antimicrobianos e antioxidantes e propriedades atoxicas (DE OLIVEIRA
etal., 2020; DOS PASSOS BRAGA et al., 2019; KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA,
2020; MAHDY SAMAR et al., 2013; MUJTABA et al., 2019).

Quitosana modificada como suporte para o catalisador de paladio em sintese

organica

O paladdio é muito util para reagbes de substituicbes arométicas, que
representam uma classe de reacdo muito importante para as industrias de

quimica fina, agroquimica e farmacéutica principalmente na pesquisa durante o


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016308437#bib1
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desenvolvimento de produtos (DAS; LINERT, 2016; DEVENDAR et al., 2018;
TORBORG; BELLER, 2009).

A reacdo de Suzuki catalisado por paladio é uma das ferramentas
sintéticas mais versateis e bem-sucedidas para formar liga¢cdes carbono-carbono
e carbono-heteroatomo, extremamente importantes na sintese organica durante
as Ultimas décadas, visto que emprega como reagentes organometalicos
derivados de organoboro que ndo sao toxicos, sao tolerantes ao ar e a umidade
e amplamente disponiveis em grande variedade e com custo razoavel (DONG et
al., 2021; MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014).

Como um exemplo industrializado, a reacdo de Suzuki catalisada por
paladio foi aplicada com sucesso na producédo de compostos da Merck, um anti-
hipertensivo como o losartan, (DEVENDAR et al., 2018; LIU et al., 2012;
TORBORG; BELLER, 2009).

E evidente na literatura a diversidade de estudos para melhorar o
desempenho e a eficiéncia da reacdo Suzuki-Miyaura, principalmente na busca
por condi¢des de reacdo amigaveis ambientalmente (JOO et al., 2020; SHAIKH;
PAMIDIMUKKALA, 2021).

Nesse contexto, o paladio (Pd) tém sido frequentemente empregado em
sistemas cataliticos heterogéneos na forma de catalisador suportado, e ja foram
utilizados uma variedade de suportes, por exemplo, em combinagcdo com silica
porosa, polimeros, biomateriais, zedlitos, 6xidos e materiais a base de carbono
e utilizados para catalisar reacfes de acoplamento Suzuki-Miyaura (DAS;
LINERT, 2016; JOO et al., 2020; LIU et al., 2012; MCCARTHY; BRADDOCK;
WILTON-ELY, 2021).

Entre os diversos biopolimeros usados como suporte para estabilizar o
paladio, a quitosana provou ser um suporte eficiente e ecolégico para o sistema
de catalisador de paladio devido a sua ocorréncia natural, baixo custo,
abundancia e facil interagdo com solventes ecoldgicos, atoxicos (SHAIKH;
PAMIDIMUKKALA, 2021).

Os biopolimeros funcionalizados sao designados como suportes, por que
criam mais locais de ancoragem para capturar o paladio para a preparacao de
catalisadores altamente eficientes. Nesse sentido, a quitosana tem se destacado

pela sua versatilidade e capacidade de ser facilmente modificado e explorado
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como uma matriz eficaz para produzir os catalisadores heterogéneos (DONG et
al., 2021; SHAIKH; PAMIDIMUKKALA, 2021).

Matrizes de ligantes baseados em nitrogénio tem muitas vantagens e tém
sido empregados com sucesso em reacdes de Suzuki-Miyaura, Pankaj et al.
(2016) relata em seu estudo de revisdo, dentre os ligantes baseados em
nitrogénio, destaca os avancos na aplicacdo de ligantes de base de Schiff em
reacoes de Suzuki-Miyaura catalisadas por Pd, em substituicdo das fosfinas,
principalmente pela possibilidade de modificagdo na estrutura nos grupos
funcionais aminas e aldeidos e por estabilizar metais em varios estados de
oxidacao.

As caracteristicas do suporte exercem um papel crucial no desempenho
de um sistema catalitico na catalise heterogénea. A literatura traz uma infinidade
de novos catalisadores heterogéneos de Pd suportados em quitosana, por
exemplo, catalisadores de Pd para a reacdo de acoplamento Suzuki-Miyaura ja
foram preparados como nanoparticulas de paladio suportado em nanotubos de
carbono modificados com quitosana-piridina (JOO et al., 2020); como
nanoestruturas suportado em quitosana magneética (SHAIKH;
PAMIDIMUKKALA, 2021); imobilizado em quitosana funcionalizada com vanilina
e base de Schiff (DONG et al., 2021); suportado em quitosana funcionalizada
com vanilina e base Schiff do tipo imidazol (ALKABLI et al., 2021);
nanocomposito de amido-quitosana (biopolimero duplo) magnética (VEISI et al.,
2021); suporte de quitosana funcionalizada com bases Schiff magnéticas
(NAGHIPOUR; FAKHRI, 2016).

Contudo, mesmo apoés as Ultimas décadas, o avanco no desenvolvimento
de uma abordagem altamente eficiente para o sistema de catalisador de Pd para
melhorar o desempenho e a eficiéncia da reacdo Suzuki-Miyaura, ainda € um
desafio. No que tange a uma perspectiva mais limpa, da quimica verde, o
desenvolvimento de catalisadores de paladio heterogéneo ainda se faz
necessario, principalmente na busca por agentes quimicos e suportes mais
ecologicos com o intuito de tornar as condi¢cdes reacionais mais amigaveis
ambientalmente (DAS; LINERT, 2016; DEVENDAR et al., 2018; MCCARTHY;
BRADDOCK; WILTON-ELY, 2021).

Portanto, a busca por novos catalisadores continua ser o foco de pesquisa

cientifica, o desenvolvimento de métodos sintéticos ambientalmente benignos,
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curtos e eficientes sdo necessérios frente aos métodos tradicionais de produgéo

que utilizam a fosfina na reacdo de Suzuki-Miyaura.

Quitosana como adsorvente de cobre (II) e cobalto (I1)

A problemética da contaminac¢do por metais pesados é originada do uso
de varias tecnologias, como médicas, agricolas e industriais, que agravaram a
poluicdo por metais no meio ambiente, juntamente com seus impactos negativos
para a comunidade. Os ions metalicos langados no meio ambiente constituem
uma das principais causas da poluicdo ambiental e entram no corpo humano
através da cadeia alimentar e ingestdo de agua contaminada. Os metais se
acumulam no corpo e ambiente pois ndo sdo biodegradaveis causando graves
problemas de saulde. Assim, a necessidade de sua remocgdo -efetiva
(despoluicdo) torna-se cada vez mais crucial (ANUSH; CHANDAN;
VISHALAKSHI, 2019; NITHYA et al., 2017).

Os principais exemplos de metais pesados que causam impactos
negativos sdo: mercurio, cadmio, cromo, chumbo, cobalto, ferro, cobre e niquel
(ANBINDER et al., 2019; BIBI et al., 2018; KYZAS; KOSTOGLOU, 2015;
MARQUES et al., 2019; SOUZA; ZAMORA; ZAWADZKI, 2010; VARGHESE;
DAS; DAS, 2016; WANG, 2018).

Embora uma concentracdo minima de alguns desses metais (cobre, ferro,
cobalto, cromo) seja necessaria para o corpo, exceder os limites € nocivo aos
seres humanos. O grau de toxicidade desses metais depende de alguns fatores
como: a rota de entrada e sua forma hidrofilica ou hidrofébica, o tempo de
exposicao aos metais e a dose absorvida dos metais (AL-SAYDEH; EL-NAAS;
ZAIDI, 2017; HOUSECROFT; SHARPE, 2013; UPADHYAY et al., 2021).

A legislacdo ambiental em vigor define um valor méximo permitido apenas
para o cobre de 2,0 mg/L. No entanto, cita que a exposi¢cao ocupacional ao cobre
e cobalto representam riscos a saude com potencial para desenvolver doencas
de trato respiratorio, digestivo graves (BRASIL, 2017).

Estudos apontam relacdo de contaminacédo por cobre e cobalto a doencas
neuroldgicas degenerativas (AL-SAYDEH; EL-NAAS; ZAIDI, 2017; LEGGETT,
2008; Ll et al., 2020; SQUITTI et al., 2017; ZHENG et al., 2021).
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O cobre e o cobalto sdao amplamente utilizados na industria na
galvanoplastia, eletroeletrénicos, téxtil, catalisadores, mineracao, entre outras. O
cobalto ainda é utilizado na fabricacdo de baterias, materiais magnéticos,
pigmentos, e ainda como radioisétopos (%°Co), nas usinas nucleares e na
medicina nuclear. Portanto, se descartados de maneira incorreta, s&o
encontrados em aguas residuais e no meio ambiente (ARAMESH; BAGHERI;
BILAL, 2021; QAMAR et al.,, 2020; SHETH et al., 2021; ZHANG; ZHUANG,;
WANG, 2020).

Estudo recente revisa o comportamento biol6gico do cobalto inorgéanico
em humanos e animais, suas aplicacdes e destaca a preocupacdo mundial com
o potencial poluidor do cobalto, representando uma ameacga ao meio ambiente e
a saude humana. E ressalta a importancia, do desenvolvimento de métodos
eficazes para remover cobalto de aguas residuais, mas ainda considera um
grande desafio para um futuro proximo (ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020).

Extensas investigacfes sao encontradas na literatura sobre a tecnologia
de remocdo de metais pesados em solugbes aquosas. Os métodos mais
relatados na literatura para remocdo de ions de metais sdo: coagulacéo,
precipitacdo quimica, evaporacao, adsorcao, filtracdo por membrana, eletrélise,
oxidacdo, tratamento bioldgico, troca ibnica, fotocatélise e adsorcdo (PAL et al.,
2021; QAMAR et al.,, 2020; QU; LUO, 2020; SARODE et al., 2019;
SEENUVASAN; SAROJINI; DINESHKUMAR, 2020; TANG et al., 2021;
UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019).

Dados da literatura mostram que o método de adsor¢cao tém sido o mais
conveniente para o tratamento de aguas e seus efeitos promissores nos ultimos
anos ganhou popularidade, por ser considerado o mais eficiente, ter facil
emprego, bem como devido sua capacidade de neutralizar os efeitos nocivos e
téxicos dos poluentes, produzindo efluentes tratados de alta qualidade com
menor custo operacional (UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019; ZHANG
et al., 2017).

Nesse sentido estudos que envolvem o desenvolvimento de adsorventes
baratos, eficazes, amigaveis ao meio ambiente e reprodutiveis tem sido o foco
de vérios pesquisadores (MARQUES et al., 2019; MUJTABA et al., 2020; QU;
LUO, 2020; UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019; VARGHESE; DAS;
DAS, 2016). A adsorcdo € um processo de separacdo de equilibrio bem
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conhecido; é um método eficaz, eficiente e econémico ndo so6 para o tratamento
de agua, mas também para técnicas de separacdo analitica em pequena e
grande escala (VIDAL; MORAES, 2019).

A adsorcdo é uma técnica ja reconhecida, como conveniente para o
tratamento de aguas assim como a quitosana como um eficiente adsorvente para
remocao de metais pesados, tendo destaque principalmente por seu baixo custo,
praticidade, eficacia e ambientalmente amigavel. Nesse sentido, diversas
revisdes recentes sdo reportados na literatura com foco no desenvolvimento de
adsorventes a base de quitosana (SARODE et al., 2019; SEENUVASAN;
SAROJINI; DINESHKUMAR, 2020; UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019;
VIDAL; MORAES, 2019).

Segundo o estudo de Upadhyay e colaboradores (2021), a quitosana tem
seu destaque com adsorvente na remocdo de metais pesados de &aguas
residudrias. O estudo discute ainda o desempenho de adsorventes derivados e
modificados de quitosana para a remocéo de ions metdalicos e destacam que
entre varios métodos, a reticulacédo e o enxerto sdo os métodos mais populares
para a preparacao de adsorventes. A quitosana ja € amplamente utilizada para
purificacdo de agua, no entanto, ainda ha avancos para torna-la mais eficiente
no processo de remocédo. Pode ser usado como floculante e coagulante, como
adsorvente para remover contaminantes como metais pesados, corantes,
pesticidas, antibiéticos, contaminantes biol6gicos de aguas residuais (PAL et al.,
2021).

A adsorcdo é uma técnica ja reconhecida, como conveniente para o
tratamento de aguas assim como a quitosana como um eficiente adsorvente para
remocao de metais pesados, tendo destaque principalmente por seu baixo custo,
praticidade, efichcia e ambientalmente amigavel. Nesse sentido, diversas
revisdes recentes sao reportados na literatura com foco no desenvolvimento de
adsorventes a base de quitosana (SARODE et al., 2019; SEENUVASAN;
SAROJINI; DINESHKUMAR, 2020; UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019;
VIDAL; MORAES, 2019).

Segundo o estudo de Upadhyay e colaboradores (2021), a quitosana tem
seu destaque com adsorvente na remoc¢do de metais pesados de aguas
residuarias. O estudo discute ainda o desempenho de adsorventes derivados e

modificados de quitosana para a remocéo de ions metalicos e destacam que
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entre varios métodos, a reticulacédo e o enxerto sdo os métodos mais populares
para a preparacao de adsorventes.

A quitosana ja € amplamente utilizada para purificacdo de agua, no
entanto, ainda ha avangos para torna-la mais eficiente no processo de remocéao.
Pode ser usado como floculante e coagulante, como adsorvente para remover
contaminantes como metais pesados, corantes, pesticidas, antibidticos,
contaminantes biologicos de aguas residuais (PAL et al., 2021).

A quitosana € reconhecida como um biopolimero catiénico que possui a
capacidade de se ligar a macromoléculas carregadas negativamente para formar
flmes e na quelacdo de ions metalicos (SEENUVASAN; SAROJINI;
DINESHKUMAR, 2020). A quitosana tem sido amplamente estudada como
adsorvente de ions metalicos devido ao seu alto potencial de adsorcao, o que
pode estar relacionado a sua alta hidrofilicidade em decorréncia da presenca de
grupos funcionais (-OH e —NHz2), que atuam como sitios ativos com comprovada
afinidade aos metais, além de ser um polimero biodegradavel, barato e de
estrutura flexivel (ROY et al., 2017; UPADHYAY et al., 2021; VAKILI et al., 2019).

No entanto, a quitosana solubiliza em meio &cido, sendo essa sua
principal desvantagem pois dificulta sua aplicacdo direta. Nesse sentido varias
técnicas de modificac6es podem potencializar o desempenho da quitosana como
adsorvente, diversas pesquisas bem sucedidas tém sido realizadas com a
quitosana (BEGUM et al., 2021; QU; LUO, 2020; RUBINA et al., 2020;
UPADHYAY et al., 2021; VIDAL; MORAES, 2019; ZENG et al., 2015; ZIA et al.,
2020).

Autores destacam que a reticulagdo pode aumentar a estabilidade da
quitosana, mas pode diminuir a capacidade de adsorcdo. A complexacao € o
principal mecanismo pelo qual a quitosana funciona como um adsorvente, devido
a presenca preferencialmente do grupo amina mas também do grupo hidroxila
(SARODE et al., 2019; UPADHYAY et al., 2021).

Os grupamentos amina (NHz) e hidroxila (OH) servem como locais de
coordenacao na formacdo de complexos com varios ions de metais pesados
removendo-os de forma eficaz, o que torna a quitosana um excelente adsorvente
natural. Porém, o grupamento amina € destacado como sitio ativo preferencial
(ANBINDER et al., 2019; GUIBAL, 2004; PAL et al., 2021; SARODE et al., 2019;
ZHANG et al., 2021b).
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Em quitosana modificada pela insercdo de cadeias de nitrogénios no
grupo amino da quitosana, tais como azo compostos do tipo triazenos, espera-
se uma complexacdo de cations metalicos justamente no grupo (-N=N-N-)
desprotonado tal como descrito na literatura (BECK; HORNER; DITTMANN,
2009; HORNER et al., 2004; PARAGINSKI et al., 2016; SANTOS et al., 2014,
2016). Adsorventes na forma de filmes de quitosana tém destaque na literatura
devido a facilidade de remocéo apés tratamento comparado a outras formas
disponiveis, evitando processos de separagdo adicionais (uso de flocos, pés,
esponjas, fibras) além de melhorar a capacidade de adsor¢éo, dependendo das
suas propriedades mecéanicas também poder ser reutilizado (FAJARDO et al.,
2012; HUO et al., 2021; MARQUES et al., 2019; VIEIRA, 2008).

Filmes de quitosana modificado com &lcool polivinilico (PVA) foram
aplicados para a adsorcao de cobre (II) em solugdo aquosa em diversos estudos.
A eficiéncia da adsorcéo de cobre em filmes de quitosana foi superior ao carvao
ativado (SAHEBJAMEE et al., 2019). Além disso, a literatura destaca a eficiéncia
de remocéo de cobre da solugédo e a capacidade de adsorcéo de filmes de
quitosana/PVA (KARAER; KAYA, 2017) e de filmes de quitosana sem
modificacdo (KULKARNI et al.,, 2020). Em adicdo, o efeito dos ions cobre
adsorvidos na microestrutura dos filmes de quitosana foi avaliado e a interacao
entre os ions metalicos e os grupos funcionais da quitosana séo discutidos na
literatura (ANBINDER et al., 2019).

Filmes de quitosana foram aplicados como sorventes modificados com
glicina e com acido cloroacético na remocédo de cobre e cobalto de solucdes
aquosas e os resultados de adsorcdo foram satisfatérios comparados ao filme
de quitosana puro. A eficiéncia de remocdo dos ions em diferentes pH foi
avaliada (NEGM et al., 2015).

Islam et al. (2018) investigaram informagdes atualizadas sobre o uso de
adsorventes para ions Co (Il) da agua ambiental, no entanto a quitosana nao foi
citada como adsorvente. Na literatura ainda existem poucos estudos, sobre a
adsorcdo de cobalto em aguas, que utilizaram filmes ou outras formas de
guitosana modificada como adsorvente, quando comparado ao cobre (Il), apesar
do destaque atribuido ao cobalto (II) como potencial poluidor ambiental, em

diversos estudos de revisdo sobre tratamento de agua e remocédo de metais
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pesados (BEGUM et al., 2021; SARODE et al., 2019; UPADHYAY et al., 2021;
VAKILI et al., 2019).

O cobalto (Il) foi removido da solugdo aguosa com filmes de quitosana
modificados com Montmorilonita (MMT) e o seu desempenho de adsorcao foi
avaliado (WANG et al., 2014a). A remocao de Co (Il) foi realizada usando
quitosana magnética modificada com cianoetil e a capacidade de adsorc¢ao foi
estudada (ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020). Autores revelam que o grupo
amino da quitosana desempenha papel importante na absorcdo de cobre e
cobalto e os estudos MEV e EDS contribuiram para confirmar a formacédo do
complexo metalico com o grupo amino (-NH2). Entretanto, o grupo hidroxila
também tem sua participagdo como sitio ativo (ANBINDER et al., 2019;
KULKARNI et al., 2020; SARODE et al., 2019; WANG et al., 2014a; ZHANG,;
ZHUANG; WANG, 2020).

A capacidade de adsorcédo do adsorvente a base de quitosana modificada
sofre forte influéncia do pH da solucdo na remocao de ions metalicos, cobre (1)
e cobalto (Il), e estudos relatam um ajuste acerca de pH = 7,0 para evitar
modificacdes estruturais devido a diferentes protonagfes na quitosana em meio
acido, principalmente ao trabalhar com testagem de mais de um ion (ANBINDER
et al.,, 2019; NITHYA et al., 2017; WANG et al., 2014a; WANG, 2018). Varios
artigos de revisdo que envolvem adsor¢cdo de metais destacam a necessidade
de explorar mais mecanismos precisos auxiliam em uma compreensado completa
do processo real que esta ocorrendo no nivel molecular, além de servir como
suporte em pesquisas futuras, elaboracdo de lei, comercializacdo e etc (AL-
SAYDEH; EL-NAAS; ZAIDI, 2017; BEGUM et al., 2021; SHETH et al., 2021,
UPADHYAY et al., 2021; VIDAL; MORAES, 2019).
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CAPITULO 1

Processamento de casca de camarao, extracdo de quitina, sintese de quitosana
por metodologias diversas, caracterizacdo estrutural e avaliacdo de atividade

antifngica em amostras de quitosana
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1.1 INTRODUCAO

A quitina é o segundo polimero mais comum depois da celulose na terra,
e as cascas de camarédo, sdo uma das principais fontes entre os crustaceos. As
cascas do camardo contém cerca de 20-40% de quitina, além de 30-40% de
proteinas, 30-50% de carbonato de célcio e fosfato na sua composicéo
(KUMIRSKA et al., 2010), mas a composicao varia conforme a fonte, a espécie
e 0 método de extracdo da quitina (EL KNIDRI et al., 2018; KAYA et al., 2017).

Nesse contexto, o0s rejeitos do camardo-rosa (Farfantepenaeus
brasiliensis) utilizados nesse estudo como fonte de quitina para a sintese de
quitosana representam um recurso potencial de alto valor agregado. A quitina é
extraida em geral, por método quimico com um tratamento acido seguido de
tratamento alcalino para eliminacdo de carbonatos de célcio e proteinas,
respectivamente (EL KNIDRI et al., 2019; KUMARI et al., 2017; SOON et al.,
2018).

O processo de extracdo da quitina e a sintese de quitosana pode ser
realizado por método bioldgico, porém em geral apresentam longo tempo de
reacdo e elevado custo, o que torna o método quimico mais utilizado
(HASSAINIA; SATHA; BOUFI, 2018; KACZMAREK et al., 2019; SEDAGHAT et
al., 2017; YOUNES et al., 2012).

O processo de sintese de quitosana parte da quitina purificada e consiste
na conversao da quitina em gquitosana pela remoc¢ao do grupo acetila. A reacao
de desacetilacdo via método quimico utiliza bases fortes e pode ser empregada
de diferentes formas, em geral por aguecimento em banho de 6leo acoplado a
um sistema de refluxo sob um longo tempo reacional (AL-MANHEL; AL-HILPHY;
NIAMAH, 2018; EL KNIDRI et al., 2016; NOURI et al., 2016).

A desacetilagédo € a principal etapa envolvida no processo de sintese de
quitosana, durante o qual os grupos acetil sdo removidos da quitina para produzir
a quitosana. A sintese de quitosana € geralmente realizada por tratamento com
solucdo aquosa e concentrada de hidroxido de sédio a temperatura elevada.
Apés a reacgdo, o material produzido € lavado varias vezes com agua destilada
até a neutralidade e, em seguida, seco em estufa por 18 — 24 h (AL-MANHEL;
AL-HILPHY; NIAMAH, 2018; KUMARI et al., 2017; TRUNG et al., 2020).
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A quitosana é geralmente sintetizada por processo convencional, método
quimico, usando um aquecimento convencional, que consome muito tempo e
energia. Esse método convencional utiliza o aguecimento em banho-maria
acoplado a um sistema de refluxo, &lcalis altamente concentrados, alta
temperatura e longo tempo de reacgéo (EL KNIDRI et al., 2019; GOMEZ-RIOS;
BARRERA-ZAPATA; RIOS-ESTEPA, 2017; SEBASTIAN et al., 2019).

A sintese de quitosana a partir da quitina purificada pelo método
convencional € amplamente discutido na literatura, no entanto, a diversidade de
quitina (fonte, origem, espécie) disponivel utilizada como matéria-prima, dificulta
sua reprodutibilidade mantendo os parametros de qualidade da quitosana
satisfatérios (AL-MANHEL; AL-HILPHY; NIAMAH, 2018).

Nesse contexto, o camardo foi utilizado como matéria-prima para
obtencao de quitina e sintese de quitosana pelo método convencional, e a reacdo
de desacetilacdo ocorreu nas seguintes condi¢cdes: NaOH 12,5 mol.L' & 100 °C
por 5 h (AL-MANHEL; AL-HILPHY; NIAMAH, 2018); J4 Knidri et al. (2016) utilizou
as mesmas condicdes e obteve excelentes resultado com 2,5 h de reacao;
Temperatura mais baixa foi utilizada por Zvezdova (2010), 80 °C e NaOH 12,5
mol.L por 8 h de reacéo. Maior concentracéo relatada foi de 18 mol.L-1 e maior
tempo de reacéo, 24 h em temperatura ambiente e 7 h a 90 °C (MA; XIN; TAN,
2015).

Nesse sentido, muitos autores abordam a problemética das severas
condicBes reacionais para encontrar métodos alternativos de sintese de
quitosana mais ecoldgico, mais eficiente, com reducdo de custos e tempo de
reacao e que produza quitosana de qualidade (EL KNIDRI et al., 2018; MUXIKA
et al., 2017; NOURI et al., 2016).

A tecnologia de radiacdo de micro-ondas nao foi apenas utilizada em
sintese organica, mas mais recentemente penetrou em varios campos, como
ciéencias de materiais, sintese de polimeros, nanotecnologia e processos
bioquimicos. Geralmente, esta técnica pode ser muito Gtil para sintetizar boas
propriedades funcionais da quitosana com quimica rapida, segura e verde (EL
KNIDRI et al., 2018; SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012).

O uso do micro-ondas para sintese de quitosana no emprego de método
quimico tém atraido grande interesse, por ser um método facil, de baixo custo e
rapido, atendendo a requisitos da Quimica verde (EL KNIDRI et al., 2018, 2019).
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Além disso, esse método de sintese pode ser utilizado para melhorar a
funcionalidade da quitosana, promover modificacdes quimicas e controlar melhor
suas propriedades fisico-quimicas (SURAT; JAUHARI; DESAK, 2012; ZHAO et
al., 2019b).

Knidri et al. (2016) substituiu 0 método convencional por micro-ondas em
todas as etapas de extracao e purificacdo da quitina e sintese da quitosana. No
entanto a radiacdo de micro-ondas foi mais utilizada no final do processo de
sintese da quitosana, especificamente na etapa de desacetilacdo (ABREU et al.,
2013; ALISHAHI et al., 2011; NOURI et al., 2016; SEBASTIAN et al., 2019).

A preferéncia pela solucdo de hidroxido de sédio para a reacdo de
desacetilacdo da quitina em diferentes concentracdes € evidente na literatura. A
destilacao foi realizada nas mesmas condicdes desse estudo, em micro-ondas
doméstico, com NaOH 12,5 mol.L™* foi utilizado para a reacédo de desacetilacdo
em com poténcia de 350 W por 8 minutos (EL KNIDRI et al., 2016); Nouri et al.
(2016) utilizou a mesma concentracao por 20 minutos com uma poténcia de 720
W; Poténcia de 400 W por 30 minutos na mesma concentracao (ALISHAHI et al.,
2011).

A extracdo assistida por micro-ondas é um método reprodutivel, pois os
resultados obtidos sdo excelentes, além de ser muito eficaz na remocao de
carbonatos de calcio, proteinas e na desacetilagcdo da quitina, em tempos de
reacao muito curtos (EL KNIDRI et al., 2016, 2019).

Na reacdo de desacetilacdo promovida por radiacdo de micro-ondas os
reagentes sdo ativados e se ligam diretamente as moléculas de toda a mistura
de reacdo, levando a um rapido aumento da temperatura (SURAT; JAUHARI;
DESAK, 2012).

Portanto, o uso da extracao assistida por micro-ondas com altas poténcias
leva a uma reducdo drastica no tempo de desacetilacdo e na conservagédo de
energia, ao contrario do método convencional em que os reagentes sao ativados
lentamente por uma fonte de calor externa convencional (EL KNIDRI et al.,
2019).

O principio por tras do aquecimento em forno de micro-ondas é devido a
interacdo da particula carregada do material de reacdo com o comprimento de
onda eletromagnético de determinada frequéncia (BANIK; BANDYOPADHYAY;
GANGULY, 2003). As ondas eletromagnéticas da radiacdo por micro-ondas
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atuam diretamente na maioria das moléculas que possuem momento dipolar ou
condutividade ibnica, levando a um rapido aumento na temperatura (HAYES;
HAYES, 2015).

A aceleracdo das reac¢des quimicas resulta das interacdes entre o material
e campo eletromagnético levando aos efeitos térmicos e ndo térmicos
(ALISHAHI et al., 2011; EL KNIDRI et al., 2019; HAYES; HAYES, 2015; SURAT;
JAUHARI; DESAK, 2012).

Na perspectiva de melhorar o método de extragdo assistido por micro-
ondas, bem como, para a sua aplicagdo em laboratorio ou em escala industrial
as potencialidades do método foram estudadas do ponto de vista da eficiéncia,
reprodutibilidade e facilidade de implementacdo para a extracdo de quitina e
sintese de quitosana (EL KNIDRI et al., 2019; NOURI et al., 2016; SEBASTIAN
et al., 2019; ZHAO et al., 2019b).

A tecnologia de radiacdo de micro-ondas também pode ser muito eficaz
na despolimerizacéo de quitosana, celulose e outros biopolimeros, podendo ser
usada como método promissor para a geracdo de quitosanas de baixo peso
molecular podendo ser despolimerizada a partir da quitosana de alto peso
molecular sob irradiacdo de micro-ondas (SEBASTIAN et al., 2019; ZHAO et al.,
2019b).

As vantagens mais destacadas na literatura para uso de radiacdo de
micro-ondas sao reacfes rapidas, alta pureza dos produtos, menor produtos
colaterais, rendimentos aprimorados, maior eficiéncia  energética,
reprodutibilidade e seguro. Como desvantagem, ressaltam, dificuldade de
controle da forca de calor, evaporacao de dgua e a impossibilidade de utilizar um
recipiente fechado em um micro-ondas comum, porque pode estourar (SURAT;
JAUHARI; DESAK, 2012).

Além da radiagdo de micro-ondas, no contexto de uma sintese verde, a
utilizacdo do ultrassom, também conhecida como sonicacdo, surge como
promissor. O ultrassom de alta intensidade tem se destacado como um processo
eficiente para realizar modificacbes em quitosana e na producdo de
nanomateriais a base de quitina e quitosana (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN,
2017; BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; FIAMINGO et al., 2016).

O mecanismo do ultrassom fundamenta-se nas ondas de alta energia que

criam cavitacbes na solucdo liquida, e € versatil por que as condi¢cdes de
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sonicagdo podem ser alteradas conforme as caracteristicas do sistema,
manipulacdo do ciclo de trabalho das ondas, tempo de exposicdo, pulsacao,
amplitude e poténcia acustica do sistema ultrassénico (ALMEIDA; DELEZUK;
CAMPANA-FILHO, 2019; DUONG; NGHIA, 2017).

A acédo da radiagao ultrassbnica pode melhorar a eficiéncia da reacéo,
aumentando a acessibilidade aos sitios reativos através do fendmeno da
cavitacdo que aumenta a area de superficie da particula em decorréncia da
energia liberada e do impacto das violentas colises que provoca (CRAVOTTO
et al., 2005).

Relatos sobre a sintese de quitosana assistida por radiacdo de ultrassom
de alta intensidade demonstram que a eficiéncia do método e a reducdo do
tempo estd diretamente ligada as caracteristicas da sonda do ultrassom
(ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017; CRAVOTTO et al., 2005).

Estudos utilizaram um ultrassom de alta intensidade com uma frequéncia
de 24 kHz, e sonda de ultrassom com 22 mm de diametro e 100 mm de
comprimento acoplada a um reator em sistema fechado o que difere desse
trabalho (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; DELEZUK et al., 2011,
FIAMINGO et al., 2016). No entanto, o método para radiacdo de ultrassom desse
estudo resulta de uma adaptacédo de Birolli et al. (2016) e Delezuk et al. (2011)
a nossa realidade, em sistema aberto.

Na literatura ndo foi evidenciado estudos de sintese de quitosana em
sistema aberto, no entanto as condicdes experimentais do ultrassom sé&o
recorrentes, em geral, irradiacao intermitente, amplitude de irradiacao alta (75%)
e pulso de 1 segundo (IP =1 s) (ANWAR; ANGGRAENI; AMIN, 2017; BIROLLI;
DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; DELEZUK et al., 2011; FIAMINGO et al.,
2016).

A reacao de desacetilagao da quitina por radiacdo de ultrassom de alta
intensidade foi utilizada por Fiamingo et al. (2016) com NaOH 10 mol.L1
produzindo quitosana com alto grau de desacetilacéo e alto peso molecular em
temperatura de 80 °C por 1 h; Birolli et al. (2016) e Delezuk et al. (2011) utilizaram
as mesmas condicbes para produgdo de quitosana com excelentes
propriedades.

O objetivo geral desse estudo, no Capitulo 1, foi extrair quitina de cascas
de camaréo obtidos na Colbnia Z3 de Pelotas-RS como residuos de pesca e,
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partir disso, sintetizar quitosana em reacdo de desacetilacdo pelo método
convencional com aguecimento e sistema de refluxo (DSen), com uso de radiacéo
de micro-ondas (DSwmicro) € com uso de radiagdo ultrassom (DSuLtra). AS
amostras de quitosana sintetizadas devem apresentar qualidade de uma
amostra obtida comercialmente, em relacdo as suas propriedades fisicas e
quimicas, por isso a comparacao também é objetivada. Por fim, objetivou-se a
avaliacao antifungica das amostras de quitosana contra estruturas vegetativas e
reprodutivas do fungo Colletotrichum gloeosporioides, causador da doenca

antracnose em goiabeiras.
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1.2 METODOLOGIA

O procedimento experimental desse trabalho inicia com a sintese de
quitosana obtida da quitina extraida a partir da casca de camardo-rosa
(Farfantepenaeus brasiliensis) provenientes da Colbnia Z3 da cidade de
Pelotas/RS, seguido da caracterizacdo quimica e fisica das amostras obtidas,

bem como de sua avaliacdo antifungica.

1.2.1 Reagentes

Os reagentes quimicos de grau analitico (PA) foram utilizados sem
tratamento prévio. A agua utilizada no preparo de solu¢cdes e nas analises
quimicas foi obtida a partir de um destilador tipo pilsen, marca Marte e/ou
deionizador por osmose reversa da marca Quimis Q342.

Foram utilizados os seguintes reagentes: acetato de sédio, brometo de
potassio, hidroxido de aménio, hidroxido de aménio, verde de bromocresol,
vermelho de metila, sulfato de potassio, iodeto de potassio (Synth); acido
sulfarico, acido acético, Acido cloridrico Hidréxido de sodio (Vetec); quitosana de
meédio peso molecular lote ST9F3507 (Sigma-Aldrich).

A quitosana comercial da marca Sigma-Aldrich® foi utilizada como
referéncia para comparagcdo com a quitosana sintetizada no LASIR. As
especificacdes da quitosana comercial constam na Tabela 7, conforme consta

em sua ficha técnica.

Tabela 7 — Especificagdes da quitosana Sigma-Aldrich®

Propriedade Especificacdo
Cinzas totais <1,0%
Umidade < 10,0%
Densidade 0,15- 0,30 g.cm?
Solubilidade 10 mg.mL* em acido acético 1 Mol.L*
pH 6,3
Grau de desacetilagédo 75 — 85%
Massa Molar 190 — 310 kDa

Fonte: (SIGMA-ALDRICH, 2019)
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1.2.2 Sintese de quitosana por diferentes métodos

O procedimento para extracao de quitina a partir de cascas de camarao e
para a sintese de quitosana esta baseado em diversos trabalhos descritos na
literatura e, no entanto, € preciso uma adaptacdo do método conforme as
necessidades do laboratorio e caracteristicas da matéria-prima disponivel.
(ANTONINO, 2007; BERGER, 2013; EL KNIDRI et al., 2018; FONSECA, 2016;
KUMARI et al.,, 2015; MUXIKA et al., 2017; SANTOS, 2004; YOUNES;
RINAUDO, 2015).

No processo realizado neste trabalho, a meta era sintetizar amostras de
quitosana com grau médio de desacetilagdo (GD) adequadas a proporcionar
solubilidade em acido acético 1%, em solucéo tampé&o de &cido acético 0,3 mol.L
/acetato de sédio 0,2 mol.L (pH~4,5) e em solucéo aquosa de acido cloridrico
0,1 mol.L't, que seriam as solucdes de trabalho, de maneira equivalente a

amostra comercial da marca Sigma-Aldrich. O processo de extracdo da quitina

e sintese da quitosana passou pela seguinte sequéncia, apresentada na Figura
6:

Cascas de

Pré-tratamentt
camarao

DM DP DS ( Quitosana

Figura 6 — Fluxograma do processo de obtencao da quitina e quitosana.

A etapa de pré-tratamento (Figura 7) compreendeu as etapas de limpeza
manual das cascas com agua potavel para retirada de areia e residuos, seguido
de secagem em estufa, em bandejas de inox, a 60 °C, por 24 h. sendo

posteriormente moidas em liquidificador e dispostas em dessecador.

Figura 7 — Pré-Tratamento das cascas: catacao e limpeza (a), cascas secas (b) e cascas
trituradas (c)
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Na etapa da desmineralizacdo (DM), 60 g de casca secas e moidas foram
suspensas em 1,8 L de solucdo aquosa de éacido cloridrico 1,6 mol.L, na
proporcao 1:30 (m/v). O sistema foi mantido a temperatura ambiente sob
agitacao constante por 1 h. O rendimento desta etapa foi de 44% a partir da
casca limpa. Os equipamentos utilizados foram béquer de vidro e agitador

magnético, como mostra a Figura 8.

2> 1:30 (m:v)

T - Filtragao

-> Secagem 60°C/24 h
> R=44%

HCI 1,6 mol.L""

(Tamb ~ 25 °C)
1 h; Agitagcao

60 g casca triturada

Quitina desmineralizada (DM)

Figura 8 — Extracéo da quitina desmineralizada (DM). R = rendimento.

Para a etapa da desproteinizacdo (DP) pesou-se 60 g de quitina
desmineralizada e adicionou-se 1,8 L de solucdo aquosa de NaOH 0,75 mol.L,
na proporgao 1:30 (m/v). O sistema foi mantido a uma temperatura de 70 £ 5 °C,
sob constante agitacao por 1 h. O rendimento desta etapa foi de 68% a partir da
quitina desmineralizada. Os equipamentos utilizados foram béquer de vidro,
termbmetro e agitador magnético com aquecimento, como mostra a Figura 9.

Nesse estudo a quitosana foi sintetizada a partir da quitina purificada, por
diferentes métodos quimicos (Figura 10), buscando um método alternativo ao
aguecimento convencional, mais ecoldgico e eficiente, com menor custo e tempo
de reacdo e de facil reprodutibilidade, que produzisse quitosana de qualidade
comparativa a quitosana obtida comercialmente da marca Sigma-Aldrich. O
ponto final de cada reacao era identificado pela solubilidade das amostras nas

solucdes aquosas de acido acético 1% e de acido cloridrico 0,1 mol.L™.
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> 1:30 (m:v)
- Filtracdo
-> Secagem 60°C/24 h
> R=68%
NaOH 0,75 mol.L-"|
(T~70°C)
1 h; Agitagédo
-~ NS
AN

Quitina purificada (DP)

Figura 9 — Extracdo da quitina purificada (DP). R = rendimento

NAOH 60% . .
Sintese de Quitosana

DSgp; DSyicro; DSuitra

Quitina purificada (DP) Quitosana sintetizada (DS)

Figura 10 — Sintese de quitosana por diferentes métodos.

A descricdo dos métodos de sintese de quitosana empregados estédo
apresentados na Tabela 8 e as fotos das reacdes de desacetilacdo na Figura 11.
Dentre as trés metodologias, a mais complexa foi a com uso da radiacao de
ultrassom. O béquer foi acoplado em um banho-maria contendo alcool etilico
95%, que foi disposto no interior da caixa de isolamento acustico do equipamento
de ultrassom. A sonda do ultrassom utilizada possui 9 mm de didmetro e 100
mm de comprimento. A sonda foi imersa na suspensao de beta-quitina com 2/3
submerso na solucdo e submetida a irradiacdo intermitente de ultrassom,
amplitude de irradiacéo alta (75%) e pulso de 1 segundo (IP =1 s). Ao final, a
reacdo foi interrompida vertendo o meio reacional em béquer (contendo gelo
moido) imerso em banho.

O procedimento da reacao de desacetilacdo via radiacao de ultrassom foi
adaptado de Birolli et al. (2016) e Delezuk et al. (2011).
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Tabela 8 — Descricao da sintese de quitosana por diferentes métodos quimicos

Sintese de quitosana a partir da quitina purificada

Descri¢éo
DSen DSwicro DSuLtra
Baldo de vidro em
Vidrarias banho de dleo, Béquer de plastico Béquer de vidro

termoémetro

Equipamentos

Sonic Vibra Cell VCX
130 Mod.130 W,

Micro-ondas Eletrolux
(doméstico) ME28S

Agitador magnético
com aquecimento e

sistema de refluxo 900 W v=60 Hz v=20 kHz
Temperatura (°C) 120 (controlada) 120 (medida) 90 (medida)
Poténcia (W) 1100 360 130
Reagentes Solugdo aquosa de NaOH 15 mol.L (60%)
Condic¢des 1:30 (m/v) de quitina: solugdo de NaOH 15 mol.L?, (solugdes
reacionais preparadas com antecedéncia e deixadas em overnight)
M inicial
@ 0 z
Tempo de reagédo 9h 1lh e 15 min 2h

Filtracdo e Funil de Bichner acoplado a bomba de vacuo e lavagem com agua
Lavagem destilada até pH 7
Secagem Estufa de secagem a 45 °C por 48 h

Rendimento a

partir da DP (%) 545 64 58
Rendimento
global a partlr das 13 19 17
cascas limpas e
trituradas (%)
Local da sintese Lasir/UFPel Lasir/UFPel Unipampa/Bagé

Figura 11 — Sintese de quitosana por diferentes métodos quimicos. (a) DSoh. (b) DSwmicro.

(c) DSuLTrA.
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1.2.3 Caracterizagbes

Todas as amostras obtidas em cada etapa do processo de extracdo da
quitina e sintese de quitosana foram caracterizadas com o intuito de avaliar o
desempenho e eficiéncia das etapas e manter a reprodutibilidade do processo
(Tabela 9).

Tabela 9 — Caracterizacdes, equipamentos e referéncias utilizadas para a analise das
amostras.

Caracterizacao Equipamentos Amostras® Referéncia

Estufa Solab SL 100/150; (AOAC n° 935,28,

Umidade Balanca analitica 1995)
Shimadzu AUW220D
Forno Mufla Jung
Cinzas Mod.2310; Balanga (AOAC n°923.03,
analitica Shimadzu Casca, DM, DP, 1995)
AUW?220D DSon, DSwmicro,
Nitrogénio Total Bloco Dige;tsor Solab SL DSuLtra € DScom (AOAC n° 920.87,

(Kjeldahl)

Destilador Solab SL 74

Granulometria

Peneiras e agitador
Bertel; Balanga analitica
Shimadzu AUW220D

1995)

(FONSECA, 2016)

Massa Molar
Viscosimétrica

Viscosimetro de Ostwald
n° 250

DSoh, DSwmicro,
DSuLtra € DScom

(FONSECA, 2016)

Grau de desacetilagéo

Phmetro Quimis Q450A

DSoh, DSwmicro,
DSuLtra € DScom

(CZECHOWSKA-
BISKUP et al.,
2012)

Espectroscopia de
Infravermelho (FT-1V)

Shimadzu — IRAffinity-1

Casca, DM, DP,
DSon, DSwmicro,
DSuLtra € DScom

(EL KNIDRI et al.,
2016; FRICK et al.,
2018)

Termogravimetria
(TGA/DTA)

Shimadzu — TA-60WS

Casca, DM, DP,
DSon, DSwmicro,
DSuLtra € DScom

(HOMEZ-JARA et
al., 2018; KUMARI
et al., 2015)

Difra¢éo de Raio X (DRX)

Rigaku — Modelo
ULTIMA IV

Casca, DM, DP,
DSon, DSwmicro,

(EL KNIDRI et al.,
2019; IOELOVICH,

DSuLtra € DScom 2014)
(BHATT et al.,
Microscopia de Forga Agilent Technologies Casca, DM, DP, 2017; SAZANOVA;
Atomica (AFM) modelo 5500 DSsn, DSwicro, OTVAGINA;
DSuLtra € DScom VOROTYNTSEV,
2018)

Microscopia Eletronica de
Varredura/ Espectroscopia

de Energia Dispersiva
(MEV/EDS)

Jeol, JSM - 6610LV

Casca, DM, DP,
DSon, DSwmicro,
DSuLtra € DScom

(EL KNIDRI et al.,
2016; POERIO et
al., 2020)

a Quitina desmineralizada (DM), quitina desproteinizada (DP), quitosanas sintetizadas (DSen,
DSwicro, DSuLtra) € quitosana comercial (DScom).
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1.2.3.1 Determinagéo do teor de umidade

Os cadinhos de aluminio foram previamente tarados em estufa por 5 h, a
100 + 5° C e pesados (P1). Pesou-se aproximadamente 0,05 g das amostras,
(Pa), em seguida, os cadinhos contendo as amostras foram secos em estufa por
4 ha 100 £ 5° C e depois acondicionados em dessecador até atingir temperatura
ambiente. Na sequéncia, os cadinhos foram pesados em intervalos de 1 h até a
massa permanecer constante (P2). Todas as analises de umidade foram
realizadas em triplicata, no LASIR - UFPel. Os calculos foram realizados de

acordo com a Equacgéo 5.

Equagéo 5 — Célculo do teor de umidade

P, =P x
U= <T) X 100 Equacao 5
a

Onde: U é a porcentagem de umidade presente na amostra; P1 representa
a massa do cadinho; P2, a massa do cadinho contendo a amostra apos a

dessecacdo em estufa, e Pa, a massa da amostra inicial.

1.2.3.2 Determinacao do teor de cinzas

Pesou-se aproximadamente 0,06 g das amostras em cadinhos de
porcelana previamente pesados e tarados em mufla, a 550 + 2° C, durante 4 h.
Inicialmente, as amostras, nos cadinhos de porcelana, foram carbonizadas até
formar uma massa carvao, usando um macarico no interior da capela de
exaustdo. Em seguida, esses cadinhos foram colocados na mufla durante 5 h a
550 + 2° C. Na sequéncia, os cadinhos foram retirados e colocados em
dessecador até que atingissem a temperatura ambiente. Todas as andlises de
cinzas foram realizadas em triplicata no LASIR — UFPel. Os caélculos foram

realizados de acordo com a Equacéo 6.

Equacéo 6 — Célculo do teor de cinzas

P, =P «
U= ( P ) x 100 Equacéo 6

a
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Onde: C é a porcentagem de cinzas residuais; P1 representa a massa do
cadinho; P2, a massa do cadinho contendo a amostra apds a incineragdo em

mufla; e Pa, a massa da amostra.

1.2.3.3 Determinagéo de nitrogénio total

O método de micro-Kjeldahl foi empregado, onde aproximadamente 0,2 g
de amostra foram pesadas no tubo de micro-Kjeldahl. Adicionou-se ao tubo 1,0
g de mistura catalitica (sulfato de potassio e sulfato de cobre (II) pentahidratado
na proporgdo 10:1 m/m) e 5 mL de &cido sulfdrico concentrado. Os tubos foram
aguecidos lentamente em bloco digestor, aumentando gradativamente 100° C a
cada hora até que atingissem 400° C, onde permaneceram por mais 1 h. O ciclo
de digestéo foi finalizado quando o nitrogénio foi convertido a sulfato de aménio
(reacbes 1-4 da Tabela 10), e a amostra no tubo mostrava-se sem residuos. Os
tubos foram retirados do bloco digestor e aguardou-se atingir temperatura
ambiente para adicionar 10 mL de agua destilada em cada.

Em seguida, os tubos contendo as amostras digeridas foram adaptados
ao destilador de nitrogénio, onde se adicionou 10 mL de solucdo aquosa de
hidroxido de sédio 50%. As amostras foram destiladas por arraste a vapor, sendo
gue o destilado foi coletado em erlenmeyer contendo 10 mL de acido bérico 4%
e 3 gotas de indicador misto 0,1% (verde de bromocresol e vermelho de metila
2:1 m/m em &lcool etilico 95%) até o volume aproximado de 100 mL. O nitrogénio
foi destilado na forma de hidroxido de aménio e coletado na forma de borato de
amonio no erlenmeyer (reacfes 5-7 da Tabela 10).

Para a quantificacdo do teor de nitrogénio total, as amostras foram
tituladas com acido sulfdrico 0,05 mol.L? previamente padronizado com
carbonato de sédio 0,05 mol.L até a viragem do indicador, isto é, até que a
coloracdo do meio de reacdo mudasse de verde para violeta, indicando a
formacao de sulfato de amoénio e liberagéo de acido bdrico (reacdo 8 da Tabela
10).

As analises de nitrogénio total foram realizadas em triplicata, incluindo a
prova em branco, ou seja, a analise realizada apenas com o0s reagentes. Estas
analises foram realizadas nos Laboratérios de Ensino de Quimica da Unipampa

no campus. Os calculos foram realizados de acordo com a Equacéo 7.
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Tabela 10 — Reacdes de digestdo da matéria organica (1-4), reacdes de destilagao (5-7)
e reacao de titulacdo (8)

Etapas Reacdes
1 Massa inicials) — SO2(g) + CO2(g) + H20() + R-NH2 (aq) + R-CONH2(aq)
R-NH2(@aq) + H20¢) — R-OHag) + NH3(g)
R-CONHz(@qg) + H20() — R-COOHaq) + NH3(g)

2 NHsg) + H2SO4(ag) — (NH4)2SO4(aq)

(NH4) 2SOu4(aq) + 2 NaOH(ag) — 2 NH4OH@ag) + Na2S04aq)

NH4OH@ag) — NH3(g) + H20q)
3 NHz(g) + H3BO3(ag) — (NH4)3BOs3(aq)
(NH4)3BO3(aq) + H2SO4(ag) — H3BO3(ag) + (NH4)2S04(aq)

0 N o o~ WD

Equacédo 7 — Determinagdo de nitrogénio total

_ (V;) x F x N x 0,014 x 100

NT
P

Equacéo 7

Onde: NT é a porcentagem de nitrogénio total; Vg € o volume de solucéo
de &cido sulfdrico gasto na titulacdo; F € o fator de correcéo da solugéo de acido
sulfarico; N corresponde a normalidade tedrica da solucao de acido sulftrico (ou
seja, molaridade multiplicada por 2); 0,014 € o valor do miliequivalente grama do

nitrogénio e Pa € a massa da amostra em gramas.

1.2.3.4 Granulometria

A analise granulométrica foi realizada por peneiramento para identificar a
distribuicdo percentual do tamanho da particula para a casca do camarao, quitina
desproteinizada (DP), quitosanas sintetizadas (DSon, DSwmicro, DSuLtrA) €
quitosana comercial. Para a quitina desmineralizada (DM) n&o foi realizado
ensaio granulométrico visto que o foco € a comparacdo de tamanho das
particulas de casca, quitina purificada e quitosana,

Para esta caracterizacao fisica foi utilizado um jogo de peneiras (2,00;
1,00; 0,500; 0,250; 0,106 mm), agitador de peneiras localizado no laboratorio
Labmequi — UFPel. A massa de 5 g de amostra foi transferida para a peneira de
2,0 mm, acoplada as demais peneiras e presa ao agitador. O tempo de agitacédo
foi de 30 minutos numa intensidade de 5 vibracdes (reostato). Com base na
Equacao 8 foi possivel calcular o percentual em massa das fragdes separadas

pelas peneiras. O calculo foi efetuado para 6 faixas: maior que 2 nm, menor que
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2 nm e maior que 1 nm, menor que 1 nm e maior que 0,5 nm, menor que 0,5 nm
e maior que 0,25 nm, menor que 0,25 nm e maior que 0,106 nm, menor que
0,106 nm.

Equacéo 8 — Percentual de amostra retida na peneira

Myetida ~
(%) = —— x 100 Equacéo 8

inicial
Onde: (%) € a porcentagem de particula na faixa de tamanho especifico
entre cada peneira, m,..;;4,€ @ massa retida na peneira € m;,;.i;; € @ massa seca

inicial utilizada para o ensaio.

1.2.3.5 Determinacao da massa molar viscosimétrica média

Para determinacdo da viscosidade intrinseca [n], foi utilizado um
viscosimetro capilar do tipo Cannon-Fenske (Ostwald) e em seguida foi
calculada da massa molar viscosimétrica média.

As medidas viscosimétricas das amostras de quitosana comercial e
quitosanas sintetizadas (DSoh, DSwmicro, DSuitra) foram determinadas
imediatamente apds as amostras serem solubilizadas e, com os resultados foram
plotadas as curvas viscosimétricas.

Optou-se pela utilizagdo da solucdo tampéo de acido acético 0,3 mol.L/
acetato de sédio 0,2 mol.L! (1:1 v/v; pH = 4,5) pois esse solvente ndo forma
agregados de quitosana de acordo com a literatura (RINAUDO; MILAS; LE
DUNG, 1993; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Foram adicionados 0,25 g de amostra em 100 mL da solucdo tampéo. As
solucdes foram filtradas em papel qualitativo e as diluicbes foram preparadas de
forma seriada, tal que suas viscosidades relativas, nrel, fossem superior a 1,2 e
inferior a 1,6 (Tabela 12) (RINAUDO; MILAS; LE DUNG, 1993).

As medi¢cdes iniciaram pelo escoamento da solucdo tampao e na
sequéncia as solugbes diluidas iniciando a partir da solucdo de menor
concentracéo para a solugcao de maior concentracao de cada amostra. O tempo
de escoamento foi medido com auxilio de um cronémetro a temperatura
ambiente controlada de 25 + 1° C. Foram feitas no minimo quatro leituras para o
calculo da média do tempo de escoamento de cada solu¢do para o célculo das

médias. As andlises realizadas no LASIR — UFPel.
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Os termos sobre viscosimetria capilar e suas respectivas equagoes estao
apresentados na Tabela 11. Conforme as definicbes e equacbes detalhadas
foram determinadas a viscosidade relativa, especifica, reduzida, inerente e
intrinseca de cada amostra. A massa molar viscosimétrica foi obtida utilizando a
Equacao 9, sendo as constantes a e K utilizadas, as mesmas daquelas obtidas
por Roberts e Domszy (1982), uma vez que foi utilizado o mesmo sistema de
solventes e condicdo de temperatura (RINAUDO; MILAS; LE DUNG, 1993;
ROBERTS; DOMSZY, 1982; YOUNES; RINAUDO, 2015).

Equacdo 9 — Calculo da massa molar viscosimétrica (Mark-Houvink)

Ml =k.MZ Equacéo 9

Onde: [n] é a viscosidade intrinseca; Mv é a massa molar média
viscosimétrica, a = 0,76 e k = 0,074 sao constantes que dependem do sistema
solvente-polimero adotados neste trabalho (RINAUDO; MILAS; LE DUNG,
1993).

Tabela 11 — Defini¢cdes das viscosidades calculadas

Viscosidade  Simbolo Unidade Formula Definicédo
Mede o quanto a viscosidade da solugéo é
. . . maior do que a viscosidade do solvente
Relativa Nrel adimensional Nrel = t/to ~
puro (t e to sdo o tempo de escoamento da
solucdo e do tampao respectivamente).
Mede o quanto a diferenca de viscosidade
Especifica Nesp adimensional nesp=nrei-1 entre a solucéo e o solvente é maior do que
a viscosidade do solvente puro.
. 1 Indica o ganho de viscosidade promovido
Reduzida Nred [c1] =dL/g Mred = Nesp/C por unidade de concentracdo do polimero.
Permite que variagcbes pequenas e muito
. grandes da viscosidade da solucdo possam
Inerente Ninh [cY =dL/g =In(r:;r::|)/C Ser expressas em um mesmo eixo em
relagdo ao solvente. e In é logaritmo
neperiano.
[N] = Nred Indica a faixa de viscosidade quando nred €
Intrinseca [n] [c1] =dL/g (C—0) e ninn ninh tendenciam a concentragdo a zero
(C—-0). (C—-0).

Fonte: Adaptado de FONSECA, 2016
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1.2.3.6 Determinagéo do grau médio de desacetilagéo

A titulacdo potenciométrica foi utilizada para a determinacdo do grau de
desacetilagido (GD) para amostras de quitosana comercial (DScow) e quitosanas
sintetizadas (DSonh, DSmicro € DSuLTRA).

Optou-se por realizar a titulacdo potenciométrica, pois em experimentos
anteriores foi observado que ambas titulacdes potenciométrica e condutimétrica
apresentam desempenho semelhante. O procedimento para determinagcdo do
GD foi adaptado de Raymond e colaboradores (1993), sendo que ja foi
empregado por outros autores (ANTONINO, 2007; COCOLETZI et al., 2009;
FONSECA, 2016; GARCIA, 2020; HACKBART, 2017; KUMARI et al., 2015).

A solucdo aquosa de acido cloridrico (aproximadamente 0,1 mol.L?)
(diluente) foi previamente padronizada com solucdo aquosa de carbonato de
s6dio 0,05 mol.Lt. A solucdo aquosa de hidroxido de sédio (aproximadamente
0,1 mol.L?) (titulante) foi previamente padronizada com uma solugéo aquosa de
acido cloridrico 0,1 mol.LL.

Para a titulacao foram dissolvidas 25 mg de quitosana em 5 mL de solugéo
acida de HCI 0,1076 mol.L?, sob agitacdo constante e lenta. Em seguida, a
solucéo viscosa foi diluida com 10 mL de 4gua deionizada e titulada com uma
solucdo aquosa de NaOH 0,099 mol.Lt. No decorrer da titulagdo manteve-se
constante a agitacéo e a temperatura ambiente controlada (25 + 1° C).

As variacdes de pH foram coletadas ao longo da titulacdo. Os dados foram
utilizados para construcao das curvas de titulacéo: pH versus o volume gasto de
titulante. O célculo do grau de desacetilacdo GD foi obtido a partir da Equacéo

10 e o grau de acetilagio (GA) a partir da Equacéo 11 apresentadas abaixo:
Equacao 10 — Calculo do grau de desacetilacdo

16,1 X [Mpase] X (V, — V;) X 100
m

%GD = Equac&o 10

Equagédo 11 — Célculo do grau de acetilagédo

%GA = 100% — GD Equacéo 11
Onde:%GD é o grau médio de desacetilacdo; 16,1 é a fracdo molar da

quitosana relacionada ao volume em mL; Vi € o volume em mL de base

necessario para neutralizacdo somente da solugcéo de acido cloridrico; V2 € o
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volume em mL de base necessario para neutralizacdo do polimero em solucao
acida; (V2 — Vi) € o volume necessario para neutralizar os grupos amino
presentes na quitosana e € obtido entre os dois pontos de equivaléncia na curva
de titulac&o; Mbase corresponde a molaridade da solucdo de NaOH 0,099 mol.L*
(titulante), m é a massa em gramas da amostra e%GA é o grau médio de
acetilacao.

Para validagéo estatistica dos dados coletados durante a titulacao e para
minimizar os erros (operador, equipamento, etc) que possam ter ocorrido no
experimento optou-se por utilizar o estudo das derivadas das curvas e o método
dos minimos quadrados para a titulacdo potenciométrica cujas variacoes de pH
(ApH) foram coletadas. A projecdo dos pontos obtidos na primeira derivada
(ApH/AV), relacionando variagcdes de pH e de volume de titulante foi avaliada
pela formacédo de picos, onde 0s maiores picos apontam para 0S pontos de
equivaléncia (V1 e V2), evidenciando assim os resultados com maior precisao.

A projecao dos pontos obtidos na segunda derivada da curva [A(ApH/AV)]
relacionam a variagdo da primeira derivada e permite confirmar os pontos de
equivaléncia.

O método dos minimos quadrados ajusta com maior precisao o volume
de titulante gasto no ponto de equivaléncia, na tentativa de minimizar os erros
obtidos por aproximacdes e medidas. Utilizou-se este método para encontrar as
equacles da reta y = ax + b, sendo que a e b podem ser obtidos pelos pontos
maximos e minimos, respectivamente, indicados na projecdo da segunda
derivada da curva. Conforme a literatura este € um método de baixo custo e
eficiente, no entanto o tratamento dos dados é necessario.(MENDHAM et al.,
2002; SKOOG; HOLLER; NIMAN, 2002). As analises foram realizadas no LASIR
- UFPel.

1.2.3.7 Espectroscopia ha regiao do Infravermelho (FT-1V)

Os espectros na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-1V) foram registrados em um intervalo de varredura de 400 a 4000 cm™ e
resolucdo de 4 cm™. As amostras, previamente seca em estufa a 40 °C por 12
h, foram trituradas e homogeneizadas em 100 mg de brometo de potassio (KBr),
previamente seco em estufa a 100° C por 12 h, na propor¢éo de 1:10 (massa de
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amostra:massa de KBr). Amostra e KBr foram homogeneizados em um gral de
agata com o auxilio de um pistilo. Em seguida, as pastilhas foram
confeccionadas com auxilio de uma prensa hidraulica Shimadzu. Essa analise
foi realizada na Central Analitica do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA), UFPel. Os dados foram plotados em

espectros de transmitancia (u.a.) versus numero de onda (nm).

1.2.3.8 Medidas Termogravimétricas (TGA/DTG)

A andlise termogravimétrica (TGA/DTG) foi realizada utilizando o
analisador TGA/DTA simultaneo usando massa de cada amostra em po (S, DM,
DP, DSoh, DSmicro, DSuLtra, DScom) entre 2,0 — 10 mg em cadinho de platina,
no intervalo de temperatura de 20° C a 500° C, razdo de aquecimento de 10°
C.min, sob atmosfera dinamica de nitrogénio gasoso (vazdo 50 mL.mint). Os
termogramas das amostras foram obtidos para verificar o perfil da decomposicao
e estabilidade térmica. Esta andlise foi realizada na Central Analitica do Centro

de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos (CCQFA), UFPel.

1.2.3.9 Difracédo de Raio X e determinacao do grau de cristalinidade

O grau de cristalinidade das amostras (S, DM, DP, DSoh, DSwmicro,
DSuLtra, DScom) foram avaliados por meio de difratogramas de raios X em po6
obtidos usando um difratdbmetro de raios X com radiacao da linha CuKa (A=1,54
A) e poténcia de 40kV/20mA. A geometria utilizada é foi a de Bragg-Brentano
com varredura em 26 no intervalo de 2° a 70° e tempo de integracdo de 1s com
passo de 0,05°. As medidas foram realizadas no Laboratério de Raios X (Grupo
Nanoestruturados — PPCEM) da Unipampa, campus Bagé.

O grau de cristalinidade (X) foi calculado utilizando a Equacdo 10 com
base na determinagdo da area definida pelas linhas de base nos difratogramas

das amostras ap0s a subtragdo do background e correc¢des (loelovich, 2014).

Equacéo 12 — Determinacéo do grau de cristalinidade

[ Icrd6

X =
[ 1,d6

= Fer/(Fer + Fam) Equacédo 12
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Onde: lo é a intensidade total do difratograma corrigido depois da
subtracdo do background; lcr € a intensidade do espalhamento cristalino; Fcr é a
area do espalhamento cristalino; Fam € a area do espalhamento amorfo
(loelovich, 2014).

As medidas foram realizadas no Laboratério de Raios X (Grupo
Nanoestruturados — PPCEM) da UNIPAMPA, campus Bagé.

1.2.3.10 Microscopia de forca atdmica (AFM)

Imagens topograficas de alta resolucéo foram obtidas por Microscopia de
Forca Atbmica (AFM), a temperatura ambiente e realizadas no modo contato
(Contact Mode), pontas PPP-Cont da Nanosensors. Constante de mola de 0,2
N/m foi utilizado para adquirir simultaneamente a topografia da superficie e
imagens de fase.

Fragmentos de cada amostra no estado solido: casca (S), quitina
desmineralizada (DM), quitina desproteinizada (DP) e quitosana (DSoen),
(DSwmicro), (DSuLtra) de tamanho 0,5 cm? foram fixados ao porta amostras
usando uma fita adesiva dupla face e limpos com alcool etilico (Figura 12).

A quitosana comercial (DScowm), por ser pulverizada, foi analisada com o
auxilio de uma lamina de mica como substrato. O pé da amostra DScowm foi
diluido com acido acético 3% e gotas da solucao formada foram gotejadas sobre
a mica clivada. A mica € usada por ser extremamente plana, com sua superficie
sendo composta por planos atdémicos, sendo Util na identificacdo de materiais
depositados sobre ela. ApGs a evaporacao da solucdo, a amostra foi analisada
por AFM.

A correcdo automatica do ruido linear foi aplicada durante a digitalizagao.
Para fins de verificacdo da reprodutibilidade as imagens AFM foram produzidas
em diferentes locais das amostras estudadas, digitalizando a area de varredura
da amostra em 100 ym? para cada amostra, sendo que as varreduras sdo
matrizes de dados com uma dimenséo de 512x512 pixels.

O software Picoview 1.14.4 permite o controle do microscopio, aquisi¢cao

e edicao dos dados digitalizados. Os dados da imagem topografica processados
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foram analisados posteriormente pelo software Gwyddion 2.54 com auxilio do
Origin 7.0.

Figura 12 — Foto do Microscopio de forga atdbmica (esquerda); preparo da amostra no
porta amostra (central); foto da ponteira visualizada pelo software acoplado ao AFM no inicio da
digitalizacéo (direita).

As caracteristicas morfolégicas e os parametros de textura da superficie
(parametros de amplitude, parametros espaciais) foram caracterizados para uma
melhor compreenséo das modificacfes que ocorrem na superficie das amostras
durante todo o processo, desde a extragdo da quitina até a sintese de quitosana
por diferentes métodos.

O tratamento de dados sao os requisitos basicos ao estudar a topografia
de uma superficie, para tal, nesse trabalho, 2 categorias foram organizadas: (1)
parametros de amplitude: rugosidade quadratica média da raiz (RMS), altura
maéaxima (Sz), coeficiente de assimetria (Ssk) e coeficiente de curtose (Sk); (2)
parametro espacial: entropia (H). A combinacdo de todos esses parametros é
capaz de descrever as principais propriedades funcionais da superficie de um
material, e para tal algumas definicbes sdo necessarias e sédo descritas a seguir.

Rugosidade média da raiz quadrada (RMS) compreende a média dos
desvios de altura medidos, dentro do comprimento de avaliacdo e medidos a
partir da linha média, ou seja, é o desvio padrao da distribuicdo das alturas da
superficie. RMS é uma medida que compreende medidas tanto dos picos quanto
dos vales que se afastam da média. Essa medida ndo define a forma das

irregularidades, pois sédo elevadas ao quadrado, no entanto melhora sua
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determinacdo, o que foi considerado mais significativo para esse trabalho,
comparado a rugosidade média (Ra). Resumindo, RMS €& a média das
irregularidades de altura de uma superficie, ja para calcular Ra usamos apenas
os parametros de amplitude (GADELMAWLA et al., 2002; KLAPETEK; NECAS;
CHRISTOPHER, 2020; YACOOT; KOENDERS, 2008).

Ainda analisando a categoria 1, a altura maxima (Sz) € o valor absoluto
entre 0s picos mais alto e mais baixo corresponde a altura maxima do perfil, ou
seja, é a medida de pico a pico em um vale. Ja o coeficiente de assimetria (Ssk)
mede a simetria do perfil da linha em relacdo a sua média e indica a porosidade
da superficie. A avaliacdo do Ssk representa o grau de simetria na distribuicéo
das alturas na superficie referente ao plano médio e suas especificacdes estédo
apresentadas abaixo na Tabela 12 (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016; KIM;
WHITE, 2004; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; MAHMOUDI et al.,
2020; MUNZ, 2013).

Tabela 12 — Especificacdes do coeficiente de assimetria (Ssk) conforme a distribuicao
das alturas na superficie. Por favor confere se as informagfes me verde na tabela estéo corretas,
se ndo estdo invertidas.

Coeficiente de Assimetria Distribuigcdo de altura da superficie
Ssk=0 Simétrica
Abaixo da média de simetria; mais picos do
S ue vales
Ssk >0 Assimeétrica - d - -
Apresenta picos altos projetados acima da
media
Acima da média de simetria; poucas
Ssk <0 Assimétrica ondulagdes

Vales predominam em um platé mais suave

Por fim, o Ultimo parametro a ser analisado na categoria 1 € o coeficiente
de curtose (Sk) que mede a pontualidade do perfil de linha e indica a textura da
area, ou seja, a distribuicdo das alturas e variacao dos graos na superficie pelo
valor 3. O parametro Sk foi investigado nesse trabalho porque é significativo para
indicar a presenca de defeitos de pico ou vale, que podem ocorrer em uma
superficie.

A Tabela 13 apresenta as caracteristicas das distribuicées na superficie
conforme o coeficiente de curtose (Sk) determinado (BHATT et al.,, 2017;
HULUBEI et al., 2014; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020).
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Tabela 13 — EspecificagBes do coeficiente de curtose (Sk) conforme a distribuicdo das
alturas na superficie

Coeficiente de Caracteristicas das distribuicdes nas e
. Classificacéo
Curtose superficies
Sk=3 Amplitude gaussiana Mesocurtica
Relativamente pouca area acima ou abaixo do
plano médio
Sk>3 Afunilada, mais alta Leptocurtica
Mais saliéncias espalhadas
Relativamente uniforme de alturas acima ou
abaixo do plano médio
Sk<3 Achatada (mais que a nhormal) Platicurtica
Vales largos (solavancos)
= . NC (N&o possui
Sk<0 Agrupamentos de graos, altamente irregular ( P

classificagcéo especifica.)

Na categoria 2, o parametro espacial, entropia (H) mede a complexidade
da estrutura determinante na morfologia que se inter-relaciona fortemente com
os graus de ordem ou desordem na distribuicdo da estrutura do grao. A entropia
embora seja um dos termos da equacao termodinamica para a energia livre de
Gibbs (AG) (Equacédo 13) (SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009), em termos de
superficie, € discutida separadamente, visto que a termodinédmica descreve
sistemas em equilibrio (THOMPSON et al., 2002).

Equacéo 13 — Energia livre

AG = AH —T X AS Equacéo 13

Onde: (AG) é a energia livre, (AH) é a variagdo da entalpia e (T x 4S) é o
produto da variacao da entropia pela temperatura).

Entropia (H) esté intimamente associado ao fator de rugosidade, que é
uma quantificacdo da complexidade do tamanho da forma. Quanto maior o valor
da entropia mais complexa e desordenada é a imagem. As entropias s&o
exibidas sem unidade, pois s&o quantidades logaritmicas (ANDRAUD;
BEGHDADI; LAFAIT, 1994; PIASECKI, 2000).

A topografia da superficie das amostras (Casca, DM, DP, DSoh, DSwmicro,
DSuLtra € DScowm), foram avaliadas nesse trabalho, conforme as 2 categorias
organizadas: (1) parametros de amplitude: rugosidade quadratica média da raiz
(RMS), altura maxima (Sz), coeficiente de assimetria (Ssk) e coeficiente de

curtose (Sk); (2) parametro espacial: entropia (H).
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As medidas foram realizadas no Laboratério de Microscopia de Forca
Atdmica (LabAFM) da UNIPAMPA, campus Bage.

1.2.3.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia
dispersiva (EDS)

Para a EDS, os filmes foram previamente preparados utilizando
"sputtering” de ouro (Denton Vacuum Desk V), para melhorar a condutibilidade;
foi utilizada uma corrente de 20 mA, por 120 s. A MEV foi realizada com uma
voltagem de aceleragdo de 10 kV e a faixa de magnificacdo variou de 30 a
300.000 vezes. As imagens (micrografias) foram obtidas com resolucdo de 512
x 384 pixels, tamanho de 0,24 um e uma ampliacdo de 2000x (CEME-SUL —
FURG).

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada para observar
a morfologia da superficie. A amostra foi previamente preparada utilizando
"sputtering” de ouro (Denton Vacuum Desk V), para melhorar a condutibilidade.
Foi utilizada uma corrente de 20 mA, por 120 s.

O espectrémetro de raio X de energia dispersiva (EDS), é um detector,
acoplado ao MEV, que possibilita a determinacdo da composicdo qualitativa e
semi quantitativa das amostras, a partir da emissédo de raios X caracteristicos
dos elementos presentes na regido atingida pelo feixe de elétrons.

A espectroscopia de EDS é uma medida rapida e versatil, visto que €
acoplado ao microscépio. A amostra € a mesma preparada previamente para o
MEV, que quando excitada por uma fonte de energia (feixe de elétrons do MEV)
dissipa parte da energia absorvida ejetando um elétron da camada central. O
elétron de camada externa de energia mais alta entdo prossegue para preencher
seu lugar, liberando a diferenca de energia como um raio X que tem um espectro
caracteristico baseado em seu atomo de origem. A posicdo dos picos no
espectro identifica o elemento, enquanto a intensidade do sinal corresponde a
concentracdo do elemento. Conforme a amostra é varrida pela sonda de
elétrons, raios x sdo emitidos e medidos, o espectro EDS registrado € mapeado
para uma posicao especifica na amostra, que pode ser escolhida durante a

analise do MEV (simultaneamente).
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1.2.3.12 Atividade antifangica

A Linhagem de Colletotrichum gloeosporioides foi obtida da colecdo de
microrganismos de interesse ao controle bioldégico de pragas, vinculada a
Embrapa Clima Temperado, com codigo de acesso CPACT 651, oriunda de
frutos de goiabeira infectados com antracnose. A colonia foi mantida em meio de
cultura BDA (batata, dextrose, agar), a 4° C até sua utilizacdo no ensaio em
guestao.

O potencial de toxicidade das solu¢des filmogénicas de quitosana (DSon,
DSwmicro, DSuLTrA) € quitosana comercial (COM) foi avaliado contra estruturas
vegetativas e reprodutivas do fungo Colletotrichum gloeosporioides, com base
em bioensaio in vitro destinado a avaliar o crescimento fungico e a esporulacéo
in vitro. Quitosana comercial (COM) foi utilizada para efeito comparativo, como
controle positivo antifingico, pois j4 € relatado na literatura seu potencial
antifngico (BAUTISTA-BANOS et al., 2003; EL GHAOUTH et al., 1994) e a
solucéo de acido acético 0,25% (AAc) foi considerado como controle negativo
antifangico.

A concentracdo de quitosana empregada nas avaliagdes foi previamente
definida na propor¢édo de 0,6% (m:v) em solucdo em &cido acético 0,25% (v:v)
(Frdguas et al., 2015). Tween 80 foi adicionado na propor¢cédo de 0,046% (v:v)
para melhor emulsificacéo, sob agitacado constante.

Para avaliacao do crescimento micelial fingico, procedeu—se a deposi¢céo
individual de aliquotas de 100uL de cada solucédo de quitosana preparada na
superficie de meio de cultura (BDA) solidificado contido em placas de Petri de 9
cm de diametro (Seixas et al., 2011). Agua esterilizada foi utilizada como controle
negativo. Os ensaios foram realizados em capela de fluxo laminar para
manutencao das condi¢des de assepsia. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, constituido de seis repeticbes, sendo cada
parcela representada por uma placa de Petri. Os dados foram comparados com
0 controle negativo e com a quitosana comercial.

Apos secagem da superficie do meio de cultura, um disco de micélio de 5
mm de diametro, obtido de col6nia de C. gloeosporioides cultivada no mesmo
meio de cultura em condi¢cfes de demanda bioquimica de oxigénio (BOD) por 20

dias, a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, foi depositado na por¢éo central de cada
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placa de Petri. Estas foram, a seguir, vedadas e mantidas em BOD, a 25 °C, sob
fotoperiodo diario de 12 horas.

As avaliacbes de cada placa foram realizadas por meio de medicdes
diarias do diametro das colénias em dois eixos ortogonais (média das duas
medidas diametralmente opostas), iniciadas apos 24 horas de incubacao, e
perduraram até o quarto dia, momento em que as colbnias fungicas em
desenvolvimento no controle negativo (dgua esterilizada) atingiram 2/3 da
superficie total do meio de cultivo.

No décimo oitavo dia de incubacao procedeu-se a avaliacdo da producgéo
de esporos por C. gloeosporioides em cada uma das placas. De cada placa,
foram retirados trés discos de micélio (5 mm de diametro) da regido periférica da
colénia fungica e eles foram transferidos para tubos contendo 9 mL de agua
estéril. ApoOs vigorosa agitacdo em vortex, a concentracao de esporos da solugéo
foi estimada em camara de Neubauer (MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA,
2004).

Para analise da atividade antifingica, foi ajustado um modelo linear para
representar o crescimento micelial esperado em cada solugdo de quitosana,
observando cada uma das seis repeticdes, durante o periodo de avaliacao.
Avaliou-se o coeficiente angular de cada reta, obtido pelo método dos minimos
quadrados. Na sequéncia, os resultados, foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e, nos casos onde o valor de F foi significativo, utilizou-se o
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para analise de esporulacdo do patdgeno, os resultados foram avaliados
pelo método ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, o qual pressupde que os dados
nado tém distribuicdo normal e a comparacao é baseada no ranking dos dados
(CAMPOS et al., 2012).
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

No sentido de obter um polimero de média massa molecular (10* g-mol?)
e alto grau de desacetilacdo (>70%), nesse estudo foi necessério adequar
procedimentos descritos na literatura a matéria-prima disponivel e as condicdes
laboratoriais existentes, mantendo a reprodutibilidade de todo o processo
quimico. As quitosanas sintetizadas (DSoh, DSmicro, DSuLTrA) apresentaram
solubilidade em solucdes aquosas levemente acidas como: acido acético 1%,
solucédo tampdo (pH ~ 4,5) (acido acético 0,3 mol.L* e acetato de sédio 0,2 mol.L
1) e &cido cloridrico 0,1 mol.L%. Neste caso. apresentando caracteristicas fisicas
e quimicas semelhantes a quitosana comercial da marca Sigma-Aldrich®.

A desacetilagdo assistida por micro-ondas desenvolvida neste estudo
parte de mesma quantidade de amostra que a reacdo convencional por
aguecimento e sistema de refluxo, sendo que obteve uma reducéo significativa
no tempo de desacetilacdo da quitina passando de 9 h de reacao para 1,25 h,
ou seja, reduziu 7,2 vezes o tempo de reacdo, esse método se demonstrou
eficiente para a extracdo do biopolimero quitosana a partir da quitina.
Comparado a extracdo convencional, a sintese por micro-ondas permitiu reduzir
drasticamente o tempo de reacdo, aumentando o rendimento. O rendimento da
reacao convencional foi de 13% enquanto o rendimento da reagdo por micro-
ondas foi de 19% aproximadamente.

A reacao com uso de ultrassom resultou em excelente rendimento (17%),
no entanto a baixa quantidade de amostra inicial, limitada pelo equipamento é
um fator que impediria reagbes em maior escala.

O rendimento das rea¢des de sintese de quitosana é demonstrado na
Tabela 14. A quitosana DSwmicro apresentou melhor rendimento global e parcial
gue as demais amostras.

A quitina foi extraida por processo quimico convencional a partir de reagéo
com solucdo acida a temperatura ambiente e com solucdo basica em
aguecimento de 70 °C. A etapa da desmineralizagdo da quitina (DM) teve um
rendimento 44% (partiu-se de 30 g de casca seca) e de 68% na etapa da
desproteinizagcdo da quitina (DP), resultando em um rendimento de 29,9% de
quitina purificada (DM e DP) a partir da casca. O rendimento de extracdo da

quitina foi excelente e de acordo com os rendimentos relatados por Younes et
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al., (2012) de 24,5% da matéria seca, 26,95% por Knidri et al. (2016) ou 17,36%
por Hossain e Igbal (2014).

Ja era esperado que reacdes de sintese de quitosana produzidas por
aguecimento por micro-ondas apresentassem um alto grau de desacetilacdo em
um menor tempo de reacgao, alto peso molecular e alta cristalinidade (KNIDRI,
2019; KNIDRI, 2016; KNIDRI, 2018; ABREU, 2013; SEBASTIAN et al., 2019;

ZHANG et al., 2019), o que foi comprovado nos experimentos desse trabalho.

Tabela 14 — Rendimentos totais e parciais para a sintese de quitosana,

Sintese de Rendimento (%)
guitosana
(Desacetilagéo)

Parcial @ Total® Rendimento/Referéncia
12,93® (AL-MANHEL et al., 2018);

DSon 54,5 13,00 15,14®) (ABDULKARIM et al., 2013)
18,47® (NOURI et al., 2016);
DSwmicro 64,0 18,86 17,8 (EL KNIDRI et al., 2019)
(@) ,
—_— o0 . 60,0® (BIROLLI et al., 2016);

63,71® (ANWAR et al., 2017)

3  Rendimento calculado a partir da quitina purificada;
b Rendimento calculado a partir da casca de camaréo.

Outro aspecto em destaque é que a reacao de desacetilacdo quimica da
quitina é extremamente perigosa, pois utiliza solucdo aquosa de hidroxido de
sédio com elevada concentracdo, sendo que a diminuicdo do tempo de reagao
com o0 uso da radiagdo por micro-ondas minimiza os riscos. A reacédo de
desacetilacdo com uso de micro-ondas, além da reducdo de tempo de reacéo,
também proporcionou diminuicdo da quantidade energética e dos custos, ja que
0 equipamento de micro-ondas utilizado era de uso doméstico.

A energia elétrica consumida durante a rea¢ao de desacetilagdo da quitina
purifica esta descrita na Tabela 15.

Os resultados relativos ao consumo energético comparativo aos
diferentes métodos de sintese de quitosana apresentados neste estudo estao de
acordo com os resultados apresentados por Sebastian e col. (2019) e Abreu
(2013) de que a radiagdo por micro-ondas reduziu 0 consumo energético
comparado ao método convencional, reforcando a eficiéncia do método frente

ao convencional.
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Tabela 15 — Consumo energético da reacao de desacetilagao

Parametros
DSon* DSwmicro* DSuLTrA**
E = (P xt)/1000
P - Poténcia (W) 1100 360 130
t - Tempo (h) 9 1,15 2
E - Energia (kWh) 9,9 0,45 0,26
Energia (kJ) 35640 1620 936

* Considerando-se 30 g de amostra de quitina inicial;
** Considerando-se 2 g de amostra de quitina inicial.

As amostras resultantes das etapas do processo de extragao da quitina e
sintese das diferentes quitosanas foram acompanhadas pelas seguintes
analises: determinacao do teor de umidade, teor de cinzas, teor de nitrogénio,
granulometria, determinacdo da mossa molar viscosimétrica por viscosidade e
determinacao do grau de desacetilacdo por titulagdo, espectroscopia na regido
do infravermelho, termogravimetria, difracdo de raios x em p0d, microscopia de
forca atdmica, microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia de energia

dispersiva (Tabela 9).

1.3.1 Determinacao do teor de umidade

A avaliacdo do teor de umidade garante a qualidade da amostra, ja que a
umidade pode ser um fator favoravel a degradacao por fungos ou bactérias.

O teor de umidade é uma andlise de baixo custo e tem relacdo com a
concentracédo de minerais na amostra, uma vez que a umidade aumenta quando
as concentracdes de materiais inorganicos na amostra sdo maiores. Também
apresenta relacdo com a capacidade do material em fazer ligacdes de
hidrogénio, como o caso da quitosana. Os grupos amino favorecem a hidratacao
pela formacéo de ligagbes de hidrogénio. A maior hidratagdo da quitosana
também pode ter relacdo com a insercdo de sais de sédio presentes nas etapas
de desproteinizagdo e desacetilacdo, que por consequéncia aumenta o teor de
umidade. Na Tabela 16 estdo apresentados os resultados obtidos na
determinacao do teor de umidade.
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Tabela 16 — Resultados obtidos na determinacdo do teor de umidade

Amostra Pcadinho (g) Pamostra (g) Prinal (g) % U Umidade (%)*
1,9389 0,0501 1,9861 5,79
Casca 1,9445 0,0501 1,9918 5,50 5,50 + 0,12
1,0372 0,0502 1,9846 5,58
1,0452 0,0503 1,0048 1,39
Quitina DM 1,9484 0,0507 1,083 1,58 1,58 + 0,11
1,9301 0,0504 1,0887 1,50
1,9507 0,0501 2,0001 1,40
Quitina DP 1,0515 0,0502 2,0011 1,20 1,20 + 0,12
1,9464 0,0503 1,961 1,19
_ 4,2754 0,0510 4,3244 3,92
ng%s;ma 4,2393 0,0504 4,2877 3,97 3,92 + 0,04
4,2933 0,0515 4,3428 3,88
_ 4,3134 0,0500 4,3615 3,80
Qgg‘:msciza 4,2743 0,0500 4,3224 3,80 3,80 £ 0,14
42186 0,0506 4,2674 3,56
_ 4,1986 0,0502 4,2457 6,18
Qg;sfiza 4,3467 0,0500 4,3937 6,00 6,00+ 0,10
4,1847 0,0501 4,2318 5,99
_ 1,9347 0,0501 1,0817 6,19
8321052?; 1,9377 0,0504 1,0849 6,35 6,30 £ 0,08
1,9450 0,0508 1,9926 6,30

*média das triplicatas

A quitosana DSuLTra apresentou teor de umidade préximo da quitosana
comercial. As amostras de quitosanas (DSon; DSmicro; DSuLTrA) €stéo de acordo
com a amostra comercial, cujo teor de umidade deve ser inferior a 10% (SIGMA-
ALDRICH, 2019). Além disso, o teor de umidade encontrado esta de acordo com
os teores de umidade que vem sendo reportados na literatura para quitosana
obtida a partir da casca de camardao, como para Al-Manhel et al., (2018) que
relata 7,84% de teor de umidade, 7,96% por Hossain e Igbal (2014) e 4,45% por
Gomez-Rios et al., (2017).

1.3.2 Determinacao do teor de cinzas

A andlise do teor de cinzas indica a eficiéncia da etapa de

desmineralizagdo da quitina. A composicdo mineral, principalmente, de
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carbonato de calcio (CaCO3) da casca do camarao varia conforme a espécie e
origem do camarao. Os resultados obtidos na determinac&o do teor de cinzas

estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados obtidos na determinacdo do teor de cinzas.

Amostra Pcadinho (g) Pamostra () Prinal (g) % Cinza Cinza (%)*
9,1877 0,0605 9,2033 25,79
Casca 8,7294 0,0600 8,7448 25,67 25,64 +£0,17
9,5268 0,0605 9,5422 25,45
o 8,2301 0,0601 8,2307 1,00
Qu[')u,\t,:na 8,1751 0,0603 8,1756 0,83 0,94+0,10
8,9789 0,0601 8,9795 1,00
Ouitina 10,4678 0,0605 10,4694 2,64
DP 9,9631 0,0602 9,9645 2,33 2,48+0,16
9,7390 0,0604 9,7405 2,48
_ 10,8041 0,0607 10,8046 0,82
ng%i?na 10,3443 0,0607 10,3449 0,99 0,88 £0,09
11,1661 0,0604 11,1666 0,83
_ 10,4330 0,0605 10,4336 0,99
Q[;J'Staiiza 11,1598 0,0604 11,1602 0,66 0,77+0,19
11,2940 0,0605 11,2944 0,66
Ouitosana 11,0272 0,0604 11,0275 0,50
DSuLTRA 10,8588 0,0601 10,8591 0,50 0,44+0,10
10,7095 0,0605 10,7097 0,33
. 11,4232 0,0603 11,4234 0,33
gggqojri?; 10,4989 0,0604 10,4992 0,50 0,50+0,17
10,9000 0,0600 10,9004 0,67

*média das triplicatas

A matéria inorganica esta presente em maior quantidade na casca do
camaréo e foi evidenciado no teor de cinzas de 25,64% para a casca, 0 que esta
de acordo com o relatado por Abdulkarim (2013), entre 20-30% e 33,2% por
Younes et al., (2012). Na etapa de desmineralizacdo (DM) o teor de cinzas
diminuiu consideravelmente para 0,94% evidenciando a eficiéncia da
desmineralizacdo. Ja a etapa de desproteinizacédo (DP) demonstra um aumento
no teor de cinzas, 2,48%, justificado pela utilizacdo de hidroxido de sédio na
reagcdo, 0 que indica a permanéncia de sbédio na amostra apl0s a

desproteinizacdo e sua interacdo com o0s grupos acetil da quitina.
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O teor de cinzas reduziu na etapa de desacetilacdo (DSonh; DSwmicro;
DSuLtra) ficando semelhante ao resultado da amostra de quitosana comercial
(0,50%), o que esta de acordo com a ficha técnica da quitosana comercial que
indica teor de cinzas inferior a 1% (SIGMA-ALDRICH, 2019). A literatura vem
apontando teores de cinzas muito semelhante ao resultado obtido neste trabalho
para quitosana sintetizada a partir da casca de camaréo, conforme reportado por
Al-Manhel et al., (2018) (0,75%), Trung et al. (2020) (0,73%) Younes et al., (2012)
(1.40%) e Cocoletzi et al., (2009) (1,40%).

1.3.3 Determinacao de nitrogénio

A determinacéo do teor de nitrogénio é uma analise que permite avaliar a
eficiéncia do processo de desproteinizacdo da quitina, na obtencdo de uma
amostra sem interferentes de proteinas e pigmentos nitrogenados. Na Tabela 18
estdo apresentados os resultados obtidos na determinacgéo do teor de nitrogénio.

Pode-se observar que a casca de camardo apresentou um teor de
nitrogénio de 4,92%, o que foi mais proximo ao valor de 5,32% obtido por Qu et.
al (2015). Outros valores para a casca de camarao foram obtidos por Cocoletzi
et al., (2009) (8,9%) e por Abdulkarim et al., (2013) (9,99%). Na analise destes
valores, deve-se levar em consideracdo, como dito anteriormente, a espécie e o
habitat do camaré&o, o que justifica a variacado dos valores em comparagcao com
a literatura. O baixo teor de nitrogénio da casca em comparacdo com as demais
amostras analisadas (DM, DP, DS) tem rela¢do com sua proporcdo no material,
assim na casca, a maior proporcdo é de minerais e consequentemente a
proporcao de nitrogénio é reduzida comparada com a de sais inorganicos nas
amostras de cascas.

A eficiéncia da etapa de desproteinizacdo (DP) da quitina pode ser
observada pela reducdo do teor de nitrogénio quando comparada a quitina
desmineralizada (DM), pela reducdo de 11,43% (DM) para 7,79% (DP). A
reducdo no teor de nitrogénio na purificacdo da quitina também foi relatada por
Antonino (2007).
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Tabela 18 — Resultados obtidos na determinacdo do teor de nitrogénio

Amostra Pamostra (g) Vgasto (mL) % N Nitrogénio (%)*

0,2000 7,5 4,86

Casca 0,1997 7,5 4,86 4,92 £0,10
0,2012 7,8 5,03
0,2008 17,60 11,43

DM 0,2005 17,40 11,42 11,43 +£0,10
0,2030 17,50 11,34
0,2006 12,00 7,83

DP 0,2020 11,80 7,64 7,79 0,14
0,2003 12,10 7,91
0,2000 12,30 6,32

DS 0,2002 12,20 6,26 8,03 £ 0,04
0,2001 12,30 6,43
0,2018 13,60 8,84

DSwicro 0,2004 13,80 9,03 8,90+0,11
0,2016 13,60 8,85
0,2026 13,70 8,87

DSuLtrA 0,2001 13,50 8,85 8,91 + 0,09
0,1079 7,50 9,00
0,2034 12,60 8,11

COM 0,2004 12,70 8,30 8,22+ 0,10
0,2003 12,60 8,24

*média das triplicatas

O teor de nitrogénio apresentou um aumento para a quitosana sintetizada
(DSon; DSwmicro; DSuLtrA) €M COmparagdo com a quitina purificada (DP), como
era esperado, devido ao processo de desacetilacdo, que subtrai da amostra
carbono, oxigénio e hidrogénio, ou seja, ocorre a substituicAo dos grupos
acetamida por grupos aminos na cadeia polimérica. Assim, a propor¢cao de
nitrogénio nas amostras (DSon; DSwmicro; DSuiLtra) aumenta. A subtracéo,
principalmente, de carbono e oxigénio no processo de desacetilagdo diminui a
massa total da molécula e, assim ,aumenta a proporcéo de nitrogénio. Soon et
al., (2018), Trung et al., (2020) e Abdulkarim et al., (2013) também relataram o
aumento no teor de nitrogénio apos a desacetilagao.

As amostras de quitosana sintetizadas (DSonh; DSwmicro; DSuLTrA)

by

apresentaram teor de nitrogénio semelhante a quitosana comercial. Esses
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resultados estéo de acordo ao teor de nitrogénio relatado por Soon et al., (2018)
que foi de 7,92% e por Antonino (2007), de 6,76 - 8,12% para quitosanas obtidas

a partir da casca de camarao.

1.3.4 Granulometria

A andlise granulométrica permitiu caracterizar o tamanho das particulas
(Tabela 19).

Tabela 19 — Avaliacéo granulométrica

Amostras Percentual retido (%)
Peneiras (mm) 2,00 1,00 0,500 0,250 0,106 Fundo
Casca 3,80 21,90 44,60 21,50 7,06 0,60
Quitina*
11,53 31,95 42,16 10,42 3,79 0,15
DM e DP
Quitosana
3,90 38,80 45,80 10,80 0,60 0,10
DSon
Quitosana
0 4,86 13,22 34,57 38,97 8,38
DSwicro
Quitosana
0 3,06 8,63 36,34 32,17 19,80
DSuLtrA
Quitosana
) 0 0,10 7,40 27,40 37,60 24,90
Comercial

*Quitina purificada = desmineralizada e desproteinizada.

A casca apresentou particulas na sua maioria de 1-0,250 mm, com 44,6%
da amostra com tamanho entre 1-0,5 mm. Ja ao finalizar os processos de
extracdo da quitina, com obtenc¢do de quitina purificada, observa-se um aumento
da proporcdo de particulas maiores, inclusive aumentando a proporcdo de
particulas maiores que 2,00 mm. Este aumento tem relacdo com sua
organizacdo polimérica e descompactacao resultante da retirada de minerais,
proteinas e pigmentos.

A amostra de quitosana comercial evidenciou particulas menores, em sua
maioria inferiores a 0,250 mm. A amostra DSon apresentou particulas maiores, o
gue deve ser resultante da etapa de trituragcdo da casca no inicio do processo.
Além disso, a andlise dessa amostra foi dificultada devido a interagbes

eletrostaticas que resultaram na formacao de aglomerados.
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As amostras DSmicro € DSuLtra apresentaram a maioria de suas
particulas de 0,250 — 0,106 mm. A amostra DSuLTtra apresentou 19,80% de
particulas inferior a 0,106 mm, o que esta de acordo com 0 esperado para o
processo de ultrassom, isto €, reduc¢do do tamanho da particula.

As amostras deste trabalho foram trituradas e ndo pulverizada, como a
quitosana comercial, visando a obtencdo de polimeros de quitosana de maior
massa molar, além de facilitar os processos de filtracdo nas etapas de

desmineralizagcao, desproteinizacao e desacetilacao.

1.3.5 Determinacao da massa molar viscosimétrica média

A massa molar viscosimétrica média (M) das amostras de quitosana
sintetizada (DS) e quitosana comercial foram determinadas por viscosimetria
capilar por ser um método simples e de baixo custo (RINAUDO; MILAS; LE
DUNG, 1993; ROBERTS; DOMSZY, 1982).

A viscosidade das amostras em solucéo foi avaliada em comparacdo com
o tempo de escoamento da solucéo pura (branco) (tampéao de acido acético 0,3
mol.L'! e acetato de sédio 0,2 mol.L? (1:1 v/v)) (RINAUDO; MILAS; LE DUNG,
1993; YOUNES; RINAUDO, 2015). O tempo de escoamento do branco foi de
5,87 s. As diluicBes das amostras de quitosana foram avaliadas nas seguintes
concentragées: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mg.L* (Tabela 20). As solucdes foram
preparadas de forma seriada, tal que a viscosidade relativa, nrel, fosse superior
a 1,2 e inferior a 1,6, conforme proposto por Rinuado et al., (1993), Fonseca,
2016 e (FIAMINGO et al., 2016).

Os dados da viscosidade inerente (ninn) € da viscosidade reduzida (freq)
foram utilizados para construir os graficos da viscosidade versus concentracao,
e a partir dai foi obtida a viscosidade intrinseca (n) (Tabela 20).

A viscosidade intrinseca (n) foi obtida pela extrapolacdo das retas na
regido da linearidade a diluic&o infinita em que a concentragéo tende a zero (C—
0). O estudo das retas da viscosidade reduzida e da viscosidade inerente pode
ser observado na Tabela 21.
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Tabela 20 — Dados das viscosidades para as amostras de quitosana sintetizadas

€ comercial.
DS Concentragao Tempo* (s) Nrel Nesp Nred (dL/g) Ninh (dL/g)
(g/dL)
0,00050 9,14 1,56 0,56 1114,14 889,372
0,00100 14,27 2,43 1,43 1431,01 887,891
mg 0,00150 21,13 3,60 2,60 1733,11 853,956
° 0,00200 30,91 5,27 4,27 2132,88 831,015
0,00250 43,32 7,38 6,38 2551,96 799,509
0,00050 9,05 1,47 0,47 943,089 772,625
o 0,00100 13,02 2,12 1,12 1117,07 750,035
g 0,00150 18,16 2,95 1,95 1301,9 721,846
8 0,00200 24,79 4,03 3,03 1515,45 696,994
0,00250 32,45 5,28 4,28 1710,57 665,299
0,00050 10,24 1,77 0,77 1537,13 1140,339
< 0,00100 16,8 2,90 1,90 1901,55 1065,247
§ 0,00150 26,34 4,55 3,55 2366,15 1009,971
8 0,00200 37,52 6,48 5,48 2740,07 934,371
0,00250 48,67 8,41 7,41 2962,35 851,572
0,00050 8,4 1,46 0,46 921,739 758,064
0,00100 12,02 2,09 1,09 1090,43 737,372
E 0,00150 16,71 2,91 191 1270,72 711,205
o 0,00200 22,53 3,92 2,92 1459,13 682,824
0,00250 29,42 5,12 4,12 1646,61 652,990

*Tempo de escoamento: média das triplicatas

Tabela 21 — Estudo das equac8es das curvas de viscosidade para as quitosanas
sintetizadas (DSen; DSmicro; DSuLTra) € para a quitosana comercial

Amostras

Viscosidade

Equacdo dareta

Coeficiente de

correlacéo (R?)

Viscosidade

Intrinseca (n)

Reduzida y = 357,75x + 719,36 0,9944

DSon 719,36 — 923,33
Inerente y =-23,66x + 923,33 0,9514
Reduzida y =193,33x + 737,62 0,9986

DSwicro 737,62 — 801,67
Inerente y =-26,77x + 801,67 0,9971
Reduzida y = 368,89x + 1194,8 0,98795

DSuttra 1194,8 - 1212,8
Inerente y =-70,84x + 1212,8 0,9959
Reduzida y =181,84x + 732,20 0,9995

DScowm 732,20 - 787,91
Inerente y=-2647x+ 787,91 0,9995
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Figura 13 — Curvas de viscosidade reduzida e inerente versus concentracdo da solucéo
da quitosana comercial e das solu¢cfes de quitosanas sintetizadas (DSoh; DSmicro; DSuLTRA).

As retas obtidas apresentaram excelentes coeficientes de correlacéo
entre 0s pontos experimentais, pois R? obtidos foram superiores a 0,9 para as
viscosidades reduzida (nd) € inerente (ninn). Conforme a literatura valores de R?
superior a 0,9 sdo considerados excelentes e indicam que solugbes de boa
qualidade foram obtidas pela dissolu¢cdo das amostras de quitosana (SANTOS;
SOARES; DOCKAL, 2003; SIGNINI; CAMPANA FILHO, 1998).

A partir das equacdes das retas das viscosidades ninh € Nred,, COM base na
extrapolacéo das retas quando a concentracéo tende a zero, foram obtidas as
viscosidades intrinsecas [n] e estes pontos foram utilizados para determinar a
massa molar viscosimétrica média (M) a partir da de Mark-Houwink. As

constantes que dependem do sistema solvente-polimero adotadas foram K =
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0,074 (constante dependente da temperatura e do solvente e caracteristica do
polimero) e a = 0,76 (constante caracteristica da geometria da molécula)
(RINAUDO; MILAS; LE DUNG, 1993).

A quitosana comercial utilizada como referéncia neste trabalho
apresentou um valor de massa molar viscosimétrica média (M) na faixa de
18,76 x10*g.mol* (180,76 kDa) a 19,91 x10%g.mol* (199,10 kDa), o que esta na
faixa minima da especificacdo da massa molar viscosimétrica informada pelo
fabricante de 190 — 310 kDa (Tabela 7) (SIGMA-ALDRICH, 2019).

Os resultados obtidos na andlise de viscosidade para as amostras de
quitosanas sintetizadas e para a comercial estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 — Dados comparativos das amostras de quitosana para os valores de massa
molar viscosimétrica (Mv).

) _ My x 104 M,
Quitosana % GA [n] K a
(g.mol?) (kDa)
(DSon) 19,54 663,05 - 680,73 15,64 — 16,23 158,64 — 164,23
(DSmicro) 17,31 737,62 - 801,67 0.074 0.76 18,25 - 20,36 182,5-203,6
(DSuLTrA) 19,40 1194,8-1212,8 ' ’ 34,43 - 35,11 344,3 - 351,1
Comercial 16,48 732,20- 787,91 18,08 — 19,91 180,8 -199,1

* O grau de acetilagdo sera discutido no préximo tépico deste trabalho.

As massas molares viscosimétricas média (M) encontradas para as
amostras de quitosana avlaiadas estdo de acordo com o0 que vém sendo
reportado por diversos autores, Trung et al., (2020) (161 kDa), Knidri et al.,
(2019) (165 kDa) e Knidri et al., (2016) (141 kDa). A M, para amostras de
quitosana apresentam valores na faixa de 10% — 108 g.mol*. Essa variagdo é
decorrente das condi¢cdes da reacéo, do processo adotado e da fonte da quitina
utilizada para a sintese de quitosana (ABREU et al., 2013; EL KNIDRI et al.,
2018; SIGMA-ALDRICH, 2019).

A DSuLTrA apresentou maior My, entre as amostras, mantendo a ordem de
grandeza (M, = 344,6 — 351,1 kDa). Valores semelhantes de M, foram obtidos
para quitosana produzida via ultrassom por Zhu et al., (2018) que destaca o
método como eficaz para producdo de quitosana de alta M, para aplicacbes
biomédicas na faixa de 150 — 400 kDa.

Em contraponto, diversos estudos relatam que os efeitos do ultrassom de

alta intensidade causam um forte impacto no peso molecular da quitosana,
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reduzindo o polimero (CRAVOTTO et al.,, 2005; DELEZUK et al.,, 2011;
DELEZUK, 2009; WU et al., 2008). No entanto, estudos mais recentes, com
alteracdes no processo que variam quanto ao tempo de irradiacédo, temperatura,
pulso de irradiacdo, entre outros, produziram quitosana de médio peso
molecular, na faixa de 110 — 200 kDa (BIROLLI et al., 2016). J& Fiamingo et al.,
(2016) produziram quitosana com alto peso molecular na faixa de 900 — 1200
kDa.

1.3.6 Determinacédo do grau médio de desacetilacao

O grau médio de desacetilacdo (GD) ¢ definido como o nimero de grupos
amino em relacdo aos grupos amida na cadeia polimérica, podendo ser
determinado entre outros métodos por titulacdo &cido-base mensurada por
condutimetria ou potenciometria (CZECHOWSKA-BISKUP et al.,, 2012;
RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993). Neste texto o foco sera dado
para os dados obtidos por titulacdo potenciométrica (pH). No Apéndice A séo
apresentados o0s resultados da andlise de determinacdo do grau de
desacetilacdo realizado por titulacdo condutimétrica e por titulacdo
potenciométrica (mV) para a amostra de quitosana comercial e DSan, realizados
num primeiro momento para a validagdo dos métodos entre si.

A titulacdo potenciométrica (pH) € um método volumétrico que consiste
na medicdo da variacdo do potencial do pH entre dois eletrodos (eletrodo de
referéncia e indicador) como funcdo do volume do titulante adicionado. O
principio basico das titulacbes potenciométricas consiste na neutralizacdo do
acido seguida da neutralizacdo de protons do grupo amino presentes na
molécula da quitosana (BAXTER et al., 1992).

Vale ressaltar que a quitosana comercial utilizada como referéncia neste
trabalho é uma amostra definida pelo fabricante com grau médio de
desacetilacéo (%GD) entre 75 — 85% (SIGMA-ALDRICH, 2019).

Para validagéo estatistica dos dados coletados durante a titulacéo e para
minimizar os erros (operador, equipamento etc.) que possam ter ocorrido no
experimento optou-se por utilizar o estudo das derivadas das curvas. A Tabela

23 apresenta os dados de pH coletados na analise de titulagdo potenciométrica,
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os dados da projecédo da primeira derivada (ApH/AV) e da segunda derivada
A(ApH/AV).

Os valores de V1 e V2 evidenciam os pontos de equivaléncia e os valores
de (V2 — V1) evidenciam a diferenca de volume de titulante entre esses dois
pontos, sendo que isso corresponde a quantidade de base necesséria para
neutralizar os grupos aminos protonados da quitosana (COCOLETZI et al., 2009;
CZECHOWSKA- BISKUP et al., 2012).

Fazendo uso das informacBes de Vi e V2, o célculo do grau de
desacetilacdo (GD). Comparando os dados obtidos para o (GD) das amostras,
pode-se concluir que ndo houve alteracdo na medida do parametro (V2 — V1) com
a andlise estatistica das derivadas, implicando que apenas a medida simples do
pH ja obtém o dado preciso, exceto para DSuLtra que mostrou uma diferenca em

torno de 3%.

Tabela 23 — Valores de pH obtidos na titulagdo potenciométrica

Primeira derivada Segunda derivada
| Massa Valores de pH (ApHIAV) A (ApH/AV)
Quitosana ©) P p

Vi Vo V2=Vi %GD" Vi V2 V2=Vi %GD* V1 Va2 V\Z_ %GD"
DSoh 0,0213 40 50 1,0 81,2 40 50 1,0 81,2 42 572 1,0 81,2
DSmicro  0,0214 36 46 1,0 80,1 36 46 1,0 80,1 38 48 1,0 80,1
DSutra  0,0204 38 48 1,0 806 38 48 1,0 839 40 50 1,0 839
Comercial  0,0200 46 56 1,0 797 48 58 1,0 797 48 58 1,0 804

V1 = ponto de equivaléncia para a titulagcdo da solucao acida, dado em mL.
V2 = ponto de equivaléncia para a neutralizacdo dos grupos amino protonados da quitosana,
dado em mL.

A projecéao (Figura 13) dos pontos obtidos na primeira derivada (ApH/AV)
(cinza) demonstra picos, onde 0s maiores picos apontam diretamente para 0s
pontos de equivaléncia. JA& com uso da projecdo dos pontos obtidos na segunda
derivada A(ApH/AV) (azul), sendo que os pontos de equivaléncia correspondem
aos valores exatos que cruzam a abcissa (V de NaOH), considerando os maiores
picos, obtém-se dados com maior precisdo aos valores de Vi e V2. E possivel
perceber que a projecao dos pontos obtidos na primeira e segunda derivadas da
curva confirmaram os volumes gastos para os dois pontos de equivaléncia na
curva de pH (preto) para as amostras de quitosanas sintetizadas e quitosana

comercial.
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Para uma maior exatiddo do volume de titulante gasto no ponto de
equivaléncia utilizou-se o0 método dos minimos quadrados (Tabela 24) a partir
dos dados dos pontos de equivaléncia referentes a curva da segunda derivada.
Utilizou-se este método para encontrar as equacfes da retay = a x + b, sendo
que a e b podem ser obtidos pelos pontos maximos e minimos indicados na
curva e assim calcular o valor de x quando cruza o eixo da abcissa (y = 0), que
corresponde exatamente ao volume gasto no ponto de equivaléncia (HARRIS,
2005; MENDHAM et al., 2002; SKOOG; HOLLER; NILMAN, 2009).

Comercial
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Figura 14 — Curva de titulagdo potenciométrica quitosanas sintetizadas (DSoh; DSwmicro;
DSuLTrA) € para a quitosana comercial.
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Tabela 24 — Dados da segunda derivada da curva de titulacdo potenciométrica (pH),
aplicando o método dos minimos quadrados.

Método dos minimos quadrados - A(ApH/AV)

Quitosana
Equacao da reta! V1 Equacéo da reta? V2 V2—-Vi  %GD
DSon Y =-46,25x +190,5 4,12 Y =-99x + 505,80 5,11 0,99 80,46
DSwmicro Y =-26x + 95,20 3,661 Y =-34,25x+160,80 4,695 1,034 82,77

DSuitra Y =-11,75x + 46,45 3,953 Y =-44,75x+219,65 4,908 0,955 80,19
Comercial Y =-24,75x+117,6 4,751 Y =-76,5x+443,60 5799 1,048 83,552

V1 = ponto de equivaléncia para a titulacéo da solucao &cida, dado em mL.
V2 = ponto de equivaléncia para a neutralizacdo dos grupos amino protonados da quitosana,
dado em mL.

Entdo, como dado mais preciso para as amostras avaliadas neste
trabalho, pode-se citar o grau de desacetilacdo apresentado na Tabela 24. A
quitosana comercial obteve maior %GD, 83,52%, o que esta de acordo com o
especificado em sua ficha técnica. O %GD para as quitosanas sintetizadas (DSagn,
DSwmicro, DSuLTrA) estdo de acordo com a amostra padrao e com os resultados
que vem sendo apontados na literatura para determinagcdo do grau de
desacetilacéo por titulacdo potenciométrica.

A DSoh obteve o0 menor %(GD) de 80,46% em concordancia com diversos
autores para 0 mesmo método reacional e matéria-prima (camardo), com o
%(GD) de 79,80% (ZVEZDOVA, 2010); 82,00% (NOURI et al., 2016); 76,65%
(CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012); 81,5% (EL KNIDRI et al., 2016); 74%
(FONSECA, 2016); 76,5% (FRICK et al., 2018).

O %(GD) para a DSwmicro foi de 82,77% o que esta de acordo com o que
vem sendo destacado na literatura por autores que utilizaram a titulacdo para
determinar o %(GD) para quitosanas obtidas a partir da casca de camar&o, como:
81% (ABREU et al., 2013); 80,2% (EL KNIDRI et al., 2019); 92,8% (ALISHAHI et
al., 2011). A DSuLtra Obteve um %(GD) de 80,19% o0 que estd similar ao
reportado para determinagdo de %(GD) por titulagdo como 81,8% (BIROLLI;
DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016); 81,4% (ZHU et al., 2018).

Autores que compararam resultados do %GD obtidos por titulagcdo
potenciométrica aos obtidos por RMN de 'H observaram que ndo houve
diferencas significativas entre os métodos. O %GD descrito pelos autores variou

entre 78 e 92%. Assim, a titulacdo potenciométrica pode ser considerada um
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método simples, ndo destrutivo, de baixo custo, baseado em reagentes e
aparelhos acessiveis e bastante confidvel para a determinacdo do GD de
amostras de quitosana, tendo como desvantagem o tempo gasto na coleta de
dados durante a titulacdo (BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016;
CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; KUMARI et al., 2015; RINAUDO, 2006).
A quitosana sintetizada DSwmicro apresentou 0 maior grau de
desacetilagédo entre as demais, 0 que é um excelente indicio pois apresenta um
alto grau de desacetilacdo e € um método mais limpo e de menor custo, portanto
foi adotado como método padrdo no seguimento do trabalho de sintese de

quitosana a partir da casca de camarao no LASIR/UFPel.

1.3.7 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-1V)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi uma das técnicas
utilizadas para acompanhar a eficiéncia do processo de extracao da quitina e da
sintese da quitosana devido a possibilidade de identificar as principais bandas
na regido do infravermelho que caracterizam estes biopolimeros.

Os espectros de quitina e quitosana apresentam bandas caracteristicas
atribuidas ao estiramento v[-OH] (3450 cm?); estiramento v[-CH] (2920 cm™);
estiramento v[C=0] (1650 cm) denominada amida |; deformacdo angular
8[N—H] no plano sobreposto ao estiramento v[-CN] denominada amida Il (1560
cm); deformacédo angular simétrica §{CHz] (1420 cm™) e estiramentos v[-C-O-
C-] e v[C—0] (1074 — 1134 cm™) das ligagGes glicosidicas (BRUGNEROTTO et
al., 2001; EL KNIDRI et al.,, 2016; FRICK et al.,, 2018; ISA et al., 2008;
SILVERSTEIN et al., 2014).
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Os espectros na regidao do infravermelho evidenciaram os perfis
apresentados na Figura 15 — Espectros FT-IV para a casca (magenta), quitina
desmineralizada (DM) (ciano) e da quitina desproteinizada (DP) (verde)

evidenciando a estrutura quimica da quitina.
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Figura 15 — Espectros FT-IV para a casca (magenta), quitina desmineralizada (DM)
(ciano) e da quitina desproteinizada (DP) (verde) evidenciando a estrutura quimica da quitina.

A amostra de quitiha DM obtida manteve-se integra apés a
desmineralizacdo, pois apresenta bandas semelhantes a casca de camarao, o
gue mostra desmineralizacdo adequada sem degradacéao da quitina. As mesmas
bandas caracteristicas de quitina foram observadas para a quitina DP
evidenciando integridade da quitina purificada obtida apds os processos de
desmineralizacdo e desproteinizacdo empregados na sequéncia.

Ao analisar os espectros da Figura 15, observam-se as bandas
caracteristicas. Uma banda larga na regido de 3464 cm devido as vibragcdes de
estiramento v[-OH] sobreposta a banda de estiramento de v[N—H] presentes na
quitina. Esta banda larga entre 3500 a 3070 cm™? vem sendo relatada por
Fonseca (2016) e El Knidri et al., (2016). As bandas na regido de 2921 cm* séo
atribuidas ao estiramento v[-CH] e podem ser observadas com forte intensidade
em todas as amostras destacadas por Kaya et al., (2017) e El Knidri et al., (2016).

As quatro bandas intensas observadas entre 1700 cm e 1300 cm™ séo

bem caracteristicas da quitina. A banda em 1650 cm* é atribuida ao estiramento
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v[C=0] caracteristico da presenca do grupo acetil, denominada amida I. A banda
observada em 1560 cm corresponde a mistura de dois modos vibracionais e é
atribuida a deformacao angular 3[N—H] no plano sobreposta ao estiramento v[-
CN] é chamada de amida Il e conforme observado por El Knidri et al., (2016)
corresponde aos grupos amida ou amina secundario. A banda observada em
1420 cm é atribuida a deformacéo angular simétrica 5[CHs] do grupo acetamida
e foi considerada por Brugnerotto et al., (2001). Pode-se ainda observar a banda
larga na regido de 1067 cm referente aos estiramentos v[-C-O-C-] de estruturas
polissacarideas destacados por Fonseca (2016) e Andrade (2007) e Kaya et al.,
(2017). (SILVERSTEIN et al., 2007; SKOOG; HOLLER; NIMAN, 2002) A Tabela
25 apresenta as principais bandas obtidas na analise de FT-1V, sendo que todas
as bandas observadas para as amostras do processo de extracdo da quitina
(casca, DM e DP) sao semelhantes as relatadas na literatura para quitina obtida
a partir da casca de camarao.

A Tabela 25 apresenta as principais bandas obtidas na anélise de FT-IV
para as amostras de casca, quitina desmineralizada (DM), quitina

desproteinizada (DP) incluindo os autores referenciados na literatura.

Tabela 25 — Principais bandas na regido do infravermelho para quitina

Atribuicdo e numero de onda (cm)

Amostra
v[-OH] v[-CH] v[C=0] S[N—H] 8[CHs]  v[-C-O-C-]
Casca 3464 2921 1650 1560 1420 1067
DM 3454 2926 1651 1558 1417 1074
DP 3458 2924 1656 1558 1419 1074
(EL KNIDRI et al., 2016) 3434 2921 1654 1550 1422 1065
(FONSECA, 2016) 3467 2921 1660 1580 1420 1038
(KAYA et al., 2017) 3450 2920 1652 1552 1420 1066
(ANTONINO, 2007) 3450 2900 1655 1560 1390 1045

Aléem disso, a eficiéncia do processo sintese de quitosana pela
desacetilagéo da quitina purificada foi avaliada por FT-1V, conforme apresentado
na Figura 16. Nesse sentido, deu-se destaque a amostra de DSwmicro em
comparacao a amostra comercial, pois a quitosana DSwmicro, de acordo com as

analises anteriores mostrou-se como a mais promissora.
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Para a quitosana DSwmicro Observou-se uma banda larga na regiao de
3450 cm devido as vibracGes de estiramento axial v[-OH] sobreposta a banda
de estiramento de v[N—H]; A banda na regido de 2920 cm™ é atribuida ao
estiramento v[-CH]. Esta banda aparece com intensidade forte desde a casca e
vai alargando com o processo de desacetilacdo e sintese da quitosana, fato
também destacado por El Knidri et al., (2018) e por Fonseca (2016).

As quatro bandas intensas observadas entre 1700 cm™* e 1300 cm
caracteristicas de quitina, sdo também evidenciadas no espectro da quitosana,
principalmente quando a quitosana tem um baixo grau de desacetilacdo, com
destaque para a banda em 1656 cm™ atribuida ao estiramento de v[C=O0] ,
(SILVERSTEIN et al., 2014).

O desaparecimento das bandas especificas da quitina em 1651 cm™
[vC=0] (amida I) e 1560 cm™ [vsN-H] (amida Il) e o surgimento de uma banda
larga em 1656 cm, comprova a desacetilagdo da quitina, o que é observado
para DSwmicro € quitosana comercial.

A banda em 1566 cm™? que corresponde a mistura de dois modos
vibracionais, 8[N—H] e v[-C-N], denominada amida Il é observada na quitosana,
no entanto, conforme a eficiéncia do processo de desacetilacdo essa banda
tende ao desaparecimento (EL KNIDRI et al., 2016; FRICK et al., 2018).

Pode-se ainda observar a banda de deformacg&o angular simétrica 5[CHs]
dos grupos acetamida remanescentes (em observada em 1421 cm*
(BRUGNEROTTO et al., 2001), bem como as bandas caracteristicas da estrutura
sacaridea na regido entre 1100 cm por estiramentos v[-C-O-C-] e vibracbes de

estiramento v[C—O] (SILVERSTEIN et al., 2014).



131

g R SR
°:< OH
80 L CHy
<
=
© 60 |- E
8 & h ee8T &
t m T -~
£ 40 |-
(2]
c
(1]
S
-
20 |
o R b
» I Qo
g 2 23 83 8
< Al -
o) Al
1 1 1 1 1 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm'1)

Figura 16 — Espectro de FT-IV para a quitina purificada (DP — verde), quitosana
sintetizada (DSwmicro — vermelho) e a quitosana comercial (preto) evidenciando a estrutura
quimica da quitosana.

Os espectros de FT-IV comparativos para as amostras de quitosana
podem ser observados na Figura 17.

Com base na Figura 17 e Tabela 26 é possivel observar semelhancas
entre as amostras de quitosana. A banda em 1566 cm (amida Il), cujo
desaparecimento é um indicativo da eficiéncia do processo de desacetilacéo, é
mais evidente nas amostras de quitosana sintetizadas que na quitosana
comercial, o que esta de acordo com 0%GD obtido de 80,19% (DSuLtra), 80,46%
(DSen) e 82,77% (DSwmicro), sendo menores que 0% GD para quitosana
comercial (83,52%). (BRUGNEROTTO et al.,, 2001; EL KNIDRI et al., 2016;
FONSECA, 2016; FRICK et al., 2018; KUMIRSKA et al., 2010; RINAUDO, 2006;
SILVERSTEIN et al., 2007)
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Figura 17 — Espectro FT-IV para as quitosanas sintetizadas (DSen — azul, DSwmicro -
vermelho, DSuLtra — amarelo) e para a quitosana comercial (preto).

Tabela 26 — Principais bandas na regido do infravermelho para quitosana

Atribuicdo e nimero de onda (cm?)

Amostra
v[-OH] V[-CH] v[C=0] 38[N—H] J[CH3] v[-C-O-C-]

DSon 3450 2933 1654 1564 1427 1064
DSwicro 3450 2920 1656 1577 1421 1100
DSuLtra 3450 2920 1650 1566 1420 1087
Comercial 3445 2920 1657 1553 1421 1078
(EL KNIDRI et al., 2016) 3400 2940 1654 1550 1422 1065
(FONSECA, 2016) 3450 2928 1620 1560 1420 1000
(FRICK et al., 2018) 3450 2900 1650 1550 1376 1150

1.3.8 Medidas termogravimétricas (TGA/DTG)

A andlise termogravimétrica (TGA/DTG) foi realizada para verificar o perfil

da decomposicéo e estabilidade térmica das amostras, sendo observado na

Figura 18 e Tabela 27.
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Figura 18 — Termogramas: TGA (esquerda) e DTA (direita), (a) quitina: casca de camarao
(magenta), DM (ciano), DP (verde). (b) quitosanas: DSon (azul), DSwmicro (vermelho), DSuLtra
(amarelo), DScowm (preto). Perda de massa (%) versus Temperatura (°C).

Tabela 27 — Resultados de TGA/DTA para a decomposi¢do térmica das amostras.

Perda de Residuo (%)
Amostras Minicial (mg) AT (°C)! Tdeg (°C)
massa (mg)

Casca 6,0916 250-450 2,475 347,43 59,37
DM 5,5198 250-450 3,323 336,08 39,80
DP 2,589 250-450 1,930 352,76 25,51

DSon 5,2449 250-450 2,959 314,42 43,58
DSwicro 4,6708 250-450 2,635 311,26 43,62
DSuLtrA 5,1958 250-450 2,862 312,70 44,91

Comercial 8,0535 250-450 4,736 310,62 41,19

1 — AT — Estagio térmico (°C).
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A temperatura maxima de degradacdo para amostras de quitina obtidas
de casca de camardo sdo descritas na literatura em torno de 350 °C (ABDOU;
NAGY; ELSABEE, 2008) e 372 °C (GERBER et al., 2018), o que esta de acordo
com os resultados deste trabalho observados pelos termogramas de DTA para
a quitina na casca de camarao (347 °C), quitina desmineralizada (336 °C) e
quitina desmineralizada e desproteinizada (353 °C). Essas amostras de quitina
mostraram temperatura maxima de degradacdo superior as amostras de
quitosana (310 — 314 °C). A porcentagem residual, apos 450 °C, observada foi
maior para a casca devido a presenca de minerais (ABDOU; NAGY; ELSABEE,
2008; ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI, 2019; FRICK et al., 2018; JIAHUA,
et al. 2015; KUMARI et al., 2015). Os termogramas das amostras de quitosana
sintetizadas mostraram-se muito semelhantes entre si e com a amostra obtida
comercialmente. Foram observados dois estagios térmicos, um na faixa de 25 -
250 °C, para a perda de perda de agua livre ou coordenada por ligacdes de
hidrogénio, e outro na faixa de 250 - 450 °C para a clivagem da cadeia e
degradacdo da estrutura polimérica (KAYA et al., 2017; SOON et al., 2018). As
taxas de perda de massa para quitosana até 450 °C foram de 55,09 — 58,81% e
corroboram com a literatura que descreve perda de massa entre 40 — 60%
(ABDOU; NAGY; ELSABEE, 2008; ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI, 2019;
FRICK et al., 2018; KUMARI et al., 2015; MA; XIN; TAN, 2015; NITHYA et al.,
2017). A porcentagem residual das amostras de quitosana (41,19 - 44,91%) foi
maior que as quitinas DM (39,80%) e DP (25,51%), sendo que isso ocorre devido
a presenca de ligacdes de hidrogénio com os grupos amino da quitosana, que
garantem maior estabilidade térmica ao polimero até a temperatura de 500 °C
avaliada (KAYA et al., 2017; SOON et al., 2018).

1.3.9 Determinacao do grau de cristalinidade por difragéo de raios X

Os difratogramas das amostras sao mostrados na Figura 19. A quitina
desmineralizada (DM) e desproteinizada (DP), s&o apresentadas em
comparacao ao da casca. Os planos cristalograficos e suas posi¢des angulares
estdo listados para efeitos de comparacédo. Pode-se observar que durante o

processo de extracao de quitina ocorre um rearranjo estrutural que resulta em
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um material policristalino, com a identificacdo de diversos picos para quitina
purificada, em conformidade com a literatura (EL KNIDRI et al., 2016).

A etapa de desacetilacdo para a amostra DSon mostra alteracoes
estruturais marcantes, devido a remoc¢ao dos grupos acetil, em comparacao com
a quitina DP (Figura 19). A alteracdo na posicéo dos picos para menores valores
de 26 foram observados, que indicam uma alteracdo estrutural em que ha
aproximacdo dos planos atdmicos (contracdo na rede) e alteracdo nas
dimensdes dos dominios cristalinos que € indicada pelo aumento nas larguras
de linha dos picos. De modo geral, os difratogramas da quitosana apresentam
dois picos caracteristicos (26) geralmente em torno de 10° (020) e 20° (110). No
entanto diferentes picos podem ser observados para a quitosana em fungéo da
fonte da quitina (ANUSH; CHANDAN; VISHALAKSHI, 2019; EL KNIDRI et al.,
2016; FONSECA, 2016; KUMARI et al., 2017; LARBI et al., 2018; MA; XIN; TAN,
2015). A quitosana DSen mostrou um pico na regido de 21,7° diferentemente da

amostra comercial.

(29) | Plane
. 8,8 | (020
123 | (021
= 188 | (110
202 | (120
- 210 | (101
220 | (130)
- 260 | (0,13)
389 | (210)

Contagens (u.a)
Contagens (u.a)

L 1 z 1 i
5 10 15 20 25 30 35 40 45 5 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura 19 — Difratogramas: casca (magenta), quitina DM (ciano), quitina DP (verde),
quitosana DSgn (azul), quitosana comercial (preto), (A) planos e as posi¢des angulares da quitina
loelovich (2014) estao identificados por triangulos.

Além disso, como era esperado, foi observado a diminuicdo da
cristalinidade a medida que a quitosana foi sintetizada. Assim a quitosana
mostra-se com maior percentual amorfo que a quitina. Esse percentual amorfo
pode ocorrer devido a formacéo de ligagbes de hidrogénio intramoleculares com
o0 grupo amino (NH2) na amostra desacetilada. O mesmo comportamento

inversamente proporcional entre %GD e cristalinidade vem sendo observado na
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literatura (EL KNIDRI et al., 2016; FONSECA, 2016; KAYA et al., 2017; LARBI
et al., 2018; NATARAJ et al., 2018; NOURI et al., 2016).

loelovich (2014) demonstrou que para amostras de quitosana a
capacidade de sorcdo diminui com o aumento do grau de desacetilacdo (GD) das
amostras, assim amostras de quitosana menos desacetilada, e por
consequéncia, com maior percentual amorfo sdo mais indicadas para estudos
de sorcao.

Os difratogramas de todas as amostras de quitosana sédo apresentados
na Figura 20. Nao se observam alteracfes nas posi¢cdes angulares dos picos 20
= 10° (020) em comparacdo com a amostra comercial. Ja para o pico 26 = 20°

(110), as amostras DSwmicro € DSuLTra coincidem com a amostra comercial.

Contagens (u.a)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20 (graus)

Figura 20 — Difratogramas de raios X para quitosana: DSen (d), DScom (€), DSwmicro (f),
DSuLtra (Q).

O grau de cristalinidade (X) representa a fracao cristalina presente na
amostra, ou seja, parte em peso da fragdo cristalina. A determinacdo da
cristalinidade dos biopolimeros durante as etapas do processo de sintese da
quitosana € um importante parametro que define as propriedades fisicas e
quimicas, juntamente com a massa molar e sua distribuicdo (IOELOVICH, 2014).

Os estudos que envolvem DRX em geral calculam apenas o indice de
cristalinidade (I.z) com base nos céalculos da razéo das alturas dos picos, devido
a complexidade do célculo do grau de cristalinidade. No entanto, conforme

loelovich (2014), o indice de cristalinidade pode indicar apenas qual amostra tem
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maior ou menor cristalinidade. J& o grau de cristalinidade leva em consideragéo
a area definida pelas linhas de base nos difratogramas das amostras apos a
subtracdo do background e correcdes.

O difratograma da Figura 21 mostra a analise para determinagéo do grau
de cristalinidade (X), neste caso para a amostra de quitina desmineralizada
(DM). Com tais procedimentos, pode-se calcular as areas sobre as curvas dos
difratogramas (IOELOVICH, 2014).

Os dados do grau de cristalinidade, os picos caracteristicos em 26, planos
cristalograficos e valores de% GD estdo apresentados na Tabela 28. A quitina e
quitosana exibem diferentes picos cristalinos caracteristicos em 20 = 9,2749 ° e
20 = 19,2033 ° e em 20 = 9,6792 ° e 20 = 19,9579 °, respectivamente. Esses
resultados estdo de acordo com os citados na literatura (KUMARI et al., 2017;
LARBI et al., 2018; MA; XIN; TAN, 2015; SOON et al., 2018; WANG et al., 2014b;
ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

cristalino + Amorfo
cristalino
- —— medida

Contagens (u.a.)

20 (graus)

Figura 21 — Difratograma de raios X para a quitina (DM), Resultado experimental (a),
Dados apés subtracdo do background e correcédo (b), Dados ap6s subtracdo da contribuicao
amorfa (c).
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Tabela 28 — Planos caracteristicos e valores de 26, areas calculadas (A), grau de
cristalinidade (X) e grau de desacetilagdo (GD)

(26)
Amostras Plano Plano Acristalino Atotal X (%) GD (%)
(020) (110)

Casca 9,05 19,25 871,7693 917,4979 95,02 -
DM 9,15 19,05 2028,7173 4317,9235 46,98 -
DP 9,25 19,15 1920,5538 3650,4475 52,61 -
DSan 10,25 19,85 1640,8291 5022,0064 32,67 79,70

DSwicro 10,35 19,70 1263,5243 4132,6687 30,57 85,90

DSuLtra 10,20 19,80 1091,3836 3450,8867 31,63 80,60

Comercial 10,35 19,75 1148,8871 3835,7100 29,95 83,52

A amostra com maior (X) é casca de camardo devido aos minerais
cristalinos presentes. Ainda pode ser destacado a relacdo entre o grau de
cristalinidade X e o grau de desacetilacdo GD, em que conforme diminui o0 X
aumenta o GD, sendo que essa relacdo foi observada para todas as amostras
de quitosana, o que esta de acordo com a literatura (EL KNIDRI et al., 2016;
FONSECA, 2016; LARBI et al., 2018; NOURI et al., 2016).

1.3.10 Microscopia de forca atdmica (AFM)

A morfologia da superficie tem uma inter-relacdo complexa com varios
parametros estatisticos, que podem ser calculados a partir de medi¢des de AFM.
Esses parametros tridimensionais expressam a qualidade da estrutura de relevo,
a complexidade das caracteristicas morfolégicas que caracterizam a rugosidade
da superficie, a forma da distribuicdo da altura da superficie e a ordem ou
desordem na topografia dentre outras caracteristicas (KLAPETEK; NECAS;
CHRISTOPHER, 2020).

Nesse trabalho foram obtidas imagens das amostras por andlise
topogréfica e deflexdo, no entanto, para uma melhor visualizacdo da superficie
foram plotadas as topografias em 3D (Figura 22), obtendo-se, a partir delas, os
dados da superficie, como rugosidade quadratica média (RMS), coeficiente de
assimetria (Ssk), coeficiente de curtose (Sk) e a altura maxima (Sz) sendo que

estes parametros de amplitude foram editados no Origin 7.0.
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Figura 22 — Topografia em 3D da superficie com area de varredura 10x10 um2 e altura
maxima (SZ) no eixo z. (esquerda). Dados da superficie (direita): rugosidade (RMS) no eixo z
(preto, a), coeficiente de assimetria (SSK) (azul, b), coeficiente de curtose (SK) (verde).
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As imagens de alta resolucdo obtidas indicaram que todas as amostras
apresentaram superficies irregulares. Os picos e vales sdo indicados pela
variacdo de cores. Em vales mais profundos o tom tende ao mais escuro e nos
picos maiores o tom tende a cor ouro, na escala da altura z.

Os dados comparativos de todas as amostras foram obtidos pela
aguisicao e processamento da imagem e dados no software Picoview 1.14.4 e
posterior tratamento e analise no software Gwiddion 2.54 e constam na Tabela
29.

Em geral, os trabalhos relacionados aos parametros de rugosidade
apresentam somente o perfil de linha tracado em cada area de varredura e as
medicdes finais do coeficiente de assimetria e do coeficiente de curtose ou ainda,
somente os dados da rugosidade, o que difere deste trabalho que apresenta um
estudo mais detalhado da topografia da superficie, contendo os dados do perfil
do coeficiente de assimetria e do coeficiente de curtose junto ao perfil da
rugosidade, a altura maxima de pico, bem como os dados estatisticos de entropia
detalhados (BHATT et al., 2017; SAZANOVA et al., 2016; STOICA et al., 2013;
ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A rugosidade média da raiz quadréatica (RMS) compreende a média dos
desvios de altura medidos tomados dentro do comprimento de avaliacdo e
medidos a partir da linha média, ou seja, € o desvio padrao da distribuicdo das
alturas da superficie. Resumindo, RMS é a média das irregularidades de altura
de uma superficie e a altura maxima (Sz), correspondendo ao valor absoluto
entre 0s picos mais alto e mais baixo (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016; BHATT
etal., 2017; GADELMAWLA et al., 2002; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER,
2020; MUNZ, 2013; SAZANOVA et al., 2016; STOICA et al., 2013; YACOOT;
KOENDERS, 2008; ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A quitina DM apresentou a maior altura maxima de pico (Sz) de 887,20
nm dentre as amostras analisadas e, consequentemente, apresentou rugosidade
média maior de 125,40 nm (Tabela 29).

Entre as amostras de quitosana, a DSmicro apresenta a maior rugosidade
da superficie de 74,53 nm e maior altura maxima (Sz) no eixo z de 530,87 nm, o
gue também pode ser evidenciado na imagem da Figura 22. Observando de
forma geral, as amostras DSon € DSwmicro apresentaram um perfil de altura

maxima (Sz) e rugosidade (RMS) muito proximo, mas a DSwmicro ainda se
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manteve seus dados de irregularidade de superficie ligeiramente maiores. A
quitosana DSuLtra N@0 apresentou semelhanca nos dados de superficie com as
demais amostras de quitosana e a quitosana comercial mostrou-se como a de
superficie mais regular. O perfil mais regular da quitosana comercial deve-se ao
fato de ser uma amostra pulverizada, sendo que a analise de AFM foi realizada
utilizando um o acido cloridrico como substrato aderido sobre a mica, enquanto

as demais amostras foram analisadas em particulas de tamanho de 0,5 cm?.

Tabela 29 — Parametros topolégicos das amostras
Coef. de Coef. de

Rugosidade?  Altura Max. ] ] Entropia (H) £
Amostras assimetria Curtose o
(nm) Sz (nm) (deficit)
(Ssk) (Sk)

Casca 49,46 421,1 0,6787 0,8514  -15,4762+0,0730
DMP 125,40 887,2 0,1300 0,9010  -14,5443+0,0151
Dpe 101,42 676,2 0,4437 -0,4827  -14,578310,0345
DSon 66,07 517,9 0,4937 0,9731  -15,1589+0,0452

DSwicro 74,53 530,87 0,4345 1,0083  -15,0381+0,0459

DSuLtra 44,88 300,28 0,1484 0,7348  -15,5572+0,0568

DScom 4,25 36,83 -0,6626 1,6767  -18,0552+0,0982

a Média quadratica (RMS)

A semelhanca sugerida pelos dados de DSon € DSwmicro (Tabela 29) € um
excelente indicio, pois nesse trabalho a reacdo por micro-ondas substituiu de
forma eficiente, em menos tempo e com menor gasto energético, um processo
tradicional de aguecimento e sistema de refluxo, corroborando na escolha do
método de desacetilagdo com uso de radiacdo de micro-ondas como método
padrdo para as amostras de quitosana sintetizadas no Lasir.

Algumas alteragfes observadas na superficie das amostras podem estar
relacionadas as modificacbes ocorridas em cada etapa do processo, como a
formacado de aglomerados, cisdo de cadeias, formacéo ou quebra de ligacbes
quimicas (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016; BHATT et al., 2017). Como € o caso
da casca que apresenta superficie menos rugosa e com menor valor de Sz
gquando comparada as amostras de quitina DM e DP, bem como o caso da
diminuicdo da rugosidade e de S: ap0s o processo de desacetilacdo e sintese

de quitosana a partir de quitina purificada.
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O processo de extracdo da quitina inicia a partir da casca que € um
material resistente e compacto, visto que é uma carapaca. A etapa de
desmineralizagdo da quitina consiste na retirada de carbonatos de calcio que
constituem aproximadamente 60% da composicdo da casca que déao
sustentacao a carapacga, e é a etapa do processo que perde mais matéria, com
menor rendimento. Essa alteracdo drastica justifica a maior rugosidade da
quitina DM visivel na maior altura maxima de 887,2 nm do processo de extracado
da quitina e esta em concordancia com o relatado por Bhatt et al. (2017) em que
a etapa DM apresentou maior altura méaxima. J4 a sintese de quitosana se da
pela insercdo de grupos amino, que por sua vez, resultam em aumento nas
ligacbes de hidrogénio e outras interacfes dipolo-dipolo intramoleculares e
intermoleculares que deixam o polimero menos rugoso.

Outro parametro avaliado foi o coeficiente de assimetria (Ssk), que
representa o grau de simetria das alturas da superficie referente ao plano médio
e o perfil obtido nas imagens da superficie da Figura 22, junto aos dados
apresentados na Tabela 29. Durante o processo de extracéo de quitina e sintese
de quitosana, o perfil do coeficiente de assimetria se manteve positivo indicando
gue as superficies possuem mais picos do que vales (Ssk>0) (KIM; WHITE, 2004;
KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; MAHMOUDI et al., 2020; STOICA
et al., 2013). Somente a quitosana comercial evidenciou perfil negativo de Ssk
(Ssk<0), pois nela predominam mais vales em um platd mais suave,
demonstrando uma superficie elevada mais plana ou com poucas ondula¢cdes
(KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020).

O coeficiente de curtose (Sk) foi investigado por que é significativo para
indicar a presenca de picos ou vale que podem ocorrer em uma superficie, visto
que curtose é definida como o menor ou maior grau de achatamento na
distribuicao, limitado pelo valor 3. Sk mede a pontualidade das alturas do perfil
de linha e descreve a distribuicéo e variagao dos graos na superficie. (BAJPAI;
BHATT; KATARE, 2016; HULUBEI et al., 2014; KIM; WHITE, 2004).

Em uma distribuicdo normal (amplitude gaussiana), Sk=3, , a superficie é
chamada de mesocurtica. Ja Sk>3 sugere superficie com pouca area acima ou
abaixo da altura média, apresentando uma distribuicdo mais alta (afunilada) e
concentrada que a distribuicdo normal, com mais saliéncias espalhadas na

superficie, neste caso a superficie é classificada como leptocurtica (BAJPAI;
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BHATT; KATARE, 2016; HULUBEI et al., 2014; KIM; WHITE, 2004). Sk<3 sugere
superficie com distribuicdo relativamente uniforme de alturas acima e abaixo da
altura média, apresentando uma distribuicdo mais achatada que a distribuicdo
normal e classificada como superficie platicirtica (BAJPAI, BHATT; KATARE,
2016; HULUBEI et al., 2014; KIM; WHITE, 2004).

Nesse sentido, conforme apresentado na Figura 22 e nos dados
apontados na Tabela 29 é nitido perceber que todos os dados do coeficiente de
curtose sdo inferiores a 3, o que indica superficie platicurtica com morfologia
mais uniforme de picos e vales em relagéo a altura média. O valor negativo (Sk
= - 0,4827) para a amostra DP indica distribuicbes esparsas relacionadas a
superficies altamente irregulares podendo apresentar agrupamento de graos,
também destacado em estudo com quitosana por Bhatt et al. (2017) (FIORI;
ROSSI, 2004).

Outro parametro espacial calculado a partir das medidas morfolégicas é a
entropia da morfologia (H) que revela a analise da imagem de textura, medindo
a rigueza da estrutura na morfologia que se inter-relaciona fortemente com os
graus de ordem ou desordem na distribuicdo de altura da estrutura do grao
(ANDRAUD; BEGHDADI; LAFAIT, 1994; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER,
2020; PIASECKI, 2000).

A partir dos parametros topolégicos apresentados (Tabela 29) ainda é
possivel observar que a medida que a rugosidade aumenta em cada amostra, a
entropia diminui. Dentre as amostras de quitosana, a DSmicro obteve 0 menor
valor de entropia (H= -15,0381+0,0459) e foi a quitosana que obteve o maior
valor de rugosidade (RMS= 74,53). Esses parametros sao inversamente
proporcionais, quanto maior o valor de RMS, menor a entropia € menor sera a
complexidade da imagem. Em contrapartida, a amostra de quitosana comercial
obteve a menor rugosidade entre todas as amostras resultando em uma entropia
maior. (KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; PIASECKI, 2000)

A entropia esté intimamente associada ao fator de rugosidade quadratica
meédia (RMS) que é o desvio padréo da distribuicdo das alturas da superficie.
Assim, uma distribuicdo gaussiana tem a entropia maxima entre todas as
distribuicbes com baixo valor de RMS. A diferenca entre esse valor maximo e a
entropia estimada é exibida como déficit de entropia, que por definicdo, é sempre

positivo (vai além de questbes numeéricas) e as entropias sao exibidas sem
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unidade, pois sdo quantidades logaritmicas (ANDRAUD; BEGHDADI; LAFAIT,
1994; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; PIASECKI, 2000).

Ainda referente a relacdo dos parametros (Tabela 29), a Figura 23
monstra um estudo comparativo entre o parametro de rugosidade quadrética
média (RMS) e o parametro espacial entropia (H). Sdo observadas variactes
insignificantes para as amostras de casca e DSuLtra devido a similaridade da
rugosidade e entropia A natureza distinta de cada amostra, atribuida as

diferentes interagcfes presentes no material, € responsavel pela variacdo de RMS

e Sk.
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Figura 23 — Variagao inversa dos parametros rugosidade (m) e entropia (e), da superficie
representada no eixo y e eixo z, respectivamente, em relacdo a superficie da amostra, eixo Xx.

Outros resultados dos parametros topoldgicos resultantes das andlises de
AFM, topografia em 3D da superficie e valor de Sz, bem como o perfil dos
parametros RMS, Sk e Ssk em diferentes amplia¢des de varreduras (20, 50 e 90

um?) sédo apresentados no Apéndice A .

1.3.11 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia

dispersiva de raio x (EDS)
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A andlise por MEV é mostrada na Figura 24. Os dados completos na
espectroscopia de EDS encontram-se na Tabela 30. Foram observados em
maior percentual, a&tomos de C, N e O, que sédo os principais elementos da quitina
e quitosana. Porém, além dos constituintes organicos, a anélise semiquantitativa
também detectou quantidades pequenas de metais, entre eles, os cations Na,
Mg, Al, Ca, CI, P. Destaque pode ser dado ao processo de desmineralizacao,
isto é, a diferenca de constituicdo entre a casca e a quitina DM, mostrando
eficiente remocéo de carbonato de célcio CaCOs. A remocgédo de célcio na etapa
da desmineralizagdo tém sido relatada na literatura por diversos autores (EL
KNIDRI et al., 2016; KAYA et al., 2017; MAREI et al., 2016; POERIO et al., 2020;
ZHAO et al., 2019a).

Tabela 30 — Andlise semiquantitativa do percentual atbmico por EDS

Composicio Quitina Quitosana
(%) S DM DP DSen DSwicro DSuLtra DScom
C 20,98+0,34  39,85+0,59 32,32+0,37 29,25+0,34 52,13+1,19 51,91+0,31 35,61+0,53

11,54+1,24 8,02+2,47  13,53+0,99 13,17+0,89 15,12+1,91  9,07+0,43 7,35+2,08

(6] 51,94+0,96  49,42+0,98 52,37+0,81  55,6+0,80 32,35+#1,03 38,86+0,21 52,62+0,95
Na 0,25+0,09 ND ND 0,06+0,06 0,13+0,05 0,24+0,03 0,34+0,13
Mg 0,94+0,12 ND ND ND ND ND ND
Al 0,05+0,05 ND ND ND 0,1+0,04 0,03+0,01 0,15+0,06
P 4,22+0,24 ND ND ND ND ND ND
Ca 8,24+0,18 ND ND ND ND ND ND
Cl ND 0,72+0,08 ND ND 0,21+0,06 ND 0,31+0,07

Au 1,82+0,07 1,99+0,08 1,78+0,06 1,92+0,06 0,22+0,01 0,43+0,12 3,62+0,09
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Figura 24 — Micrografias com magnitude de 2000x (10('m) e espectros de EDS
(Intensidade (cps eV-1) versus energia (keV), das amostras de cada etapa da extragéo da quitina,
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A micrografia da casca do camardo mostrou que sua superficie ndo é
homogénea evidenciando diferentes regides em sua superficie, semelhante as
morfologias descritas por Knidri et al., (2016), no entanto o autor destaca uma
estrutura altamente porosa da casca semelhante a unido de vérias folhas finas.
Ja Poerio et al., (2020) descreve uma superficie com morfologia porosa e uma
organizacdo lamelar intercalada com granulos irregulares que poderiam ser
resultantes dos minerais e proteinas. Nesse estudo, pode-se afirmar que as
micrografias da casca também apresentaram um enovelamento da superficie
com graos dispostos irregularmente. Porosidade e presenca de graos irregulares
na superficie da casca também foram observadas na andlise comparativa com
as topografias de AFM (Figura 25). Na casca, o célcio destaca-se nha
porcentagem atbmica, visto que é um dos principais constituinte da casca na
forma de carbonato de célcio junto a outros sais (EL KNIDRI et al., 2016; MAREI
et al., 2016; POERIO et al., 2020; ZHAO et al., 2019a).

A micrografia da superficie da quitina desmineralizada (DM) permitiu
observar a modificacdo ocorrida na superficie apos o tratamento com solugéo
aquosa de &cido cloridrico usada para a retirada de carbonato de calcio e outros
sais. A morfologia da superficie passa a apresentar uma estrutura lamelar mais
plana, sem a presenca dos granulos, mas ainda irregular. Esse fato também foi
destacado por Knidri et al., (2016) e Poerio et al., (2020). O desaparecimento
dos graos também foi evidenciado na topografia da superficie da DM na anélise
de AFM (Figura 25).

A micrografia da quitina purificada (DP) ap0s a desproteinizagcéo
apresentou uma morfologia com caracteristicas estruturais mais organizadas
que a DM, compondo uma estrutura mais plana, porém fibrosa, parecendo mais
porosa em sua superficie. Morfologia semelhante foi descrita por Zhao et al.,
(2019) que relata a modificacéo da superficie ap0s a etapa de desproteinizacgéo,
tornando-se mais lisa e fibrosa e sem proteinas porém ainda rugosa. Essa
superficie mais lisa, porém, fibrosa foi também identificada na analise de AFM
(Figura 25). A eficiéncia e a remocao de proteinas na etapa DP foi destacada por
diversos autores com alteracdo na superficie (EL KNIDRI et al., 2016; POERIO
et al., 2020; SOON et al., 2018; ZHAO et al., 2019a).
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Figura 25 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias com
magnitude 2000x (10 um) (esquerda) e AFM representando as imagens em deflexdo (centro) e
topografia (direita) da superficie com area de varredura 10x10 um? das amostras de cada etapa
da extracdo da quitina, casca (a), DM (b) e DP (c) e das quitosanas DSon (d), DSwmicro (€), DSuLTrA
(f) e DScom (Q).
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A quitosana sintetizada apresentou modificacdo em sua superficie frente
a etapa DP, é possivel observar em sua superficie um plano mais liso, tendendo
a uma maior homogeneidade, apesar de apresentar algumas cristalizacées na
superficie (pequenos granulos). O aspecto fibroso e elevado tornou-se mais
plano e uniforme, sendo que nas topografias de AFM (Figura 25) sé&o
perceptiveis linhas que parecem resultar das ligacdes de entrecruzamento
ocorrido na reacdo de desacetilacdo da quitina purificada. Superficies com
morfologias semelhantes também foram relatadas na literatura para quitosanas
sintetizadas a partir de casca de camardo (EL KNIDRI et al., 2016; KUMARI et
al., 2017; MAREI et al., 2016). A quitosana comercial apresentou semelhanca as
amostras sintetizadas nesse estudo.

A micrografia da quitosana comercial também mostrou pequenos granulos
com tamanhos irregulares e uma morfologia da superficie mais lisa, com
granulos para o pé de quitosana comercial. As mesmas caracteristicas de
superficie foram relatadas na literatura (EL KNIDRI et al., 2019; MAREI et al.,
2016; SOON et al., 2018). Ao comparar a morfologia da superficie (MEV) com
as imagens de topografia e deflexdo (AFM) (Figura 25) podem ser observados
granulos, no entanto a analise de AFM para a amostra comercial pulverizada foi
realizada com um substrato o que pode ter mascarado sua topografia.

Para todas as amostras de quitosana, inclusive a comercial, foi observada
no espectro de EDS a presenca de uma quantidade muito pequena de percentual
atbmico de sédio, provavelmente por conter residuos de sédio resultante da
reacao de desacetilacdo que utiliza hidréxido de sodio altamente concentrado.
Residuos de sodio em quitosana também foram detectados por Knidri et al.,
(2016).

1.3.12 Avaliacdo do potencial antifangico

A Tabela 31 mostra os resultados da avaliacdo do potencial antifingico
no quarto dia de experimentagdo. A atividade antimicrobiana da quitosana é
influenciada por varios fatores como grau de desacetilagdo, massa molar,
capacidade de quelacéo, tipo de microrganismo e tempo de exposi¢cao deste a
quitosana (GOY; DE BRITTO; ASSIS, 2009; KONG et al.,, 2010), além da
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concentracdo de quitosana empregada (LIU et al., 2001). J& € conhecido o efeito
inibitério da quitosana no crescimento e esporulacdo de C. Gloeosporioides
(BAUTISTA-BANOS et al., 2003; HAGGAG; ABD-ALLA, 2010). A quitosana
pode agir por dois mecanismos contra micoorganismos, em baixa concentracao,
a quitosana pode se ligar a carga negativa da superficie do microorganismo,
perturbando a atividade de membrana celular e propiciando a saida dos
componentes intracelulares. Em alta concentracdo, a quitosana pode se
adicionar a membrana da superficie, impedindo a transferéncia dos ions através
da membrana celular, tendo como consequencia a morte celular (LIU et al.,
2001). No entanto, a concentragéo de quitosana de 0,6% (m:v) empregada nesta
pesquisa, no sentido de obtencdo de produto pouco viscoso, mostrou baixa
efetividade, sem resultado significativo de inibicdo de crescimento micelial, em
atuacado direta sobre estruturas vegetativas do patégeno, o que discorda dos
resultados de outros autores (HAGGAG; ABD-ALLA, 2010) que mostraram efeito
inibitério da quitosana, em baixas concentracdes, sobre o crescimento e
esporulacdo de C. gloeosporioides na cultura da manga. A literatura (BAUTISTA-
BANOS et al., 2003) ainda relata que em testes in vitro o efeito fungicida sobre
C. gloeosporioides em concentracdo de quitosana de 1,5% (m:v) na presenca de
extratos, o que nao foi evidenciado na concentracdo de quitosana de 0,5% (m:v)
com 0s mesmos extratos. Nenhuma relacdo foi observada dos resultados
obtidos com 0 GD e a massa molar de cada amostra.

Em relacdo a avaliacdo do potencial antifingico sobre as estruturas
germinativas, isto €, sobre a esporulacdo de C. gloeosporioides, o melhor
resultado foi obtido para quitosana comercial, que evidenciou uma reducao da
esporulacdo do patégeno da ordem de 43%. Reducdo de apenas 19% foi
verificada para DSon. J& as quitosana DSwmicro € DSuLtra mostraram reducéo de
esporulacédo da ordem de aproximadamente 30% (Tabela 32). Estes resultados
sugerem que as caracteristicas de GD e massa molar média de cada amostra
de quitosana sintetizada por trés diferentes métodos, podem ter relacdo com os
resultados obtidos nessa avaliacdo. Na pratica, o equilibrio entre GD e massa
molar média resulta em amostra com melhores caracteristicas, como a quitosana
comercial (DScom). NO entanto as amostras obtidas nesta pesquisa,
principalmente a DSuLtra mostrou-se também muito efetiva. Ha de se considerar

qgue o fungo em questédo pode sobreviver na superficie dos tecidos infectados e
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ser disseminado a partir destes para novos tecidos sadios as custas dos esporos
remanescentes que ainda persistem em quantidade (SOARES; LOURENCO;
AMORIM, 2008), assim uma inibicdo na esporulacéo em torno de 30% € um bom
resultado, que pode evitar reinfeccbes de esporos nas varias fases de
desenvolvimento da planta. A quitosana pode exercer varias funcbes na
manifestacéo da atividade antifiUngica ou na inibicdo de esporos, como a criacao
de barreiras estruturais sobre a membrana que podem restringir o
desenvolvimento, bem como atrasar a retomada do desenvolvimento de
infecgbes quiescentes ou entdo, pode atuar de modo a ativar varias respostas
de defesa no tecido vegetal que incluem o acumulo de quitinases, sintese de
inibidores de proteinase e lignificacdo e inducdo da sintese de calose
(AGRAWAL et al.,, 2002; EL GHAOUTH et al.,, 1994) o que pode nao ser
observado de imediato por meio das andlises realizadas neste artigo,

necessitando de mais tempo de acompanhamento da estrutura vegetal.

Tabela 31 — Avaliag&o do crescimento micelial in vitro de Colletotrichum gloeosporioides.

Amostras Massa molar GD (%) Crescimento micelial
(g.mol?) médio (cm)Pb
Controle negatvo - e 0,771 b
Quitosana Comercial

(controle positivo) 200-310 83,52 08362
DSon 177 — 245 80,46 0,807 ab
DSwmicro 348,7 — 459,6 82,77 0,793 ab
DSuLTrA 182,5 - 203,6 80,19 0,837 a

a Amostras de quitosana com GD maior que 75% consideradas como adequadas para uma
amostra comercial (SIGMA-ALDRICH,2019).
b Dados médios apresentados como médiaterro padrao de seis repeticées.

Tabela 32 — Esporulacéo de C. gloeosporioides

Amostras Esporulacéo (esporos/mL)?2 Inibic&o (%)
Controle negativo 265.833+19.523 a 0
Quitosana comercial 150.500 + 27.608 d 43,38
DSon 215.333 +16.669 b 19,00
DSwicro 185.833+ 17.537 c 30,09
DSuLtrA 186.000 + 22.862 c 31,16

aDados médios apresentados como médiaterro padrdo de seis repeticdes
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1.4CONSIDERACOES FINAIS

O processo de extracdo da quitina e sintese de quitosana foi realizado
com sucesso a partir de cascas de camardo obtidas na Coldnia Z3 de Pelotas-
RS. As caracterizacbes dos principais parametros fisico-quimicos foram
realizadas por técnicas simples e de baixo custo, tais como: determinacdo do
teor de umidade, cinzas e nitrogénio, granulometria, massa molar viscosimetria
e determinacdo do grau de desacetilacdo por titulacdo potenciométrica. As
caracterizacdes estruturais dos polimeros foram avaliadas por espectroscopia
na regiao do infravermelho, difracdo de raios X em pd, microscopia de forca
atdbmica, microscopia eletrénica de varredura e espectroscopia de disperséo
eletrdnica. Todas as analises em conjunto permitiram acompanhar as etapas do
processo de extracdo da quitina e sintese de quitosana, com a comprovacgao da
qualidade das amostras de quitosana sintetizadas, em comparacdo com uma
amostra comercial e com dados da literatura. Diferentes metodologias de sintese
foram empregadas, com destaque para quitosana sintetizada por meio de
radiacdo de micro-ondas, devido a sua qualidade e rendimento em funcao do
menor tempo de reacdo, em comparacdo com as demais metodologias avaliadas
(aquecimento convencional em banho de 6leo e sistema de refluxo, e radiacao
de ultrassom). A sintese de quitosana por micro-ondas apresentou alto grau de
desacetilagéo, alto peso molecular e alta cristalinidade.

Todas as amostras de quitosana, incluindo a amostra comercial e as
amostras sintetizadas no Laboratorio de Solidos Inorganicos (LASIR), apesar de
suas variacdes no grau de desacetilagdo, massa molar média, constituicdo e
superficie, ndo mostraram potencial significativo na inibicdo do crescimento
miceliar do fungo Colletotrichum Gloeosporioides. No entanto, essas amostras
evidenciaram capacidade de reducéo na esporulacédo desse fungo na ordem de
30-43%, 0 que é um bom resultado em virtude da facil disseminacao da doenca,
antracnose, por meio dos esporos, em todas as fases de desenvolvimento das

goiabeiras.
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CAPITULO 2

Sintese e caracterizacdo de quitosana triazenidica, suporte em filmes de
quitosana, avaliacdo na adsorcdo e complexacdo de cobre(ll) e cobalto(ll),

atividade antifingica e em reacdes de catélise em sintese orgéanica
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2.1 INTRODUCAO

A quitosana destaca-se por apresentar vantajosas propriedades, como
disponibilidade, baixo custo, ser biocompativel e biodegradavel. Essas
propriedades a tornam biologicamente e quimicamente aceitavel sendo muito
atraente em diversos campos (EL KNIDRI et al., 2018; PAL et al., 2021). Por
suas vantajosas caracteristicas como: biocompativel, biodegradavel, ndo téxico,
formar filmes, além de ter aprovacdo como aditivo alimentar pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos (EUA) (PAL et al., 2021). Os filmes de
quitosana associados a substancias naturais como o acido citrico ou 0leos
essenciais atuam como revestimento comestiveis na protecao das frutas e com
acdo fungicida satisfatéria comparado aos fungicidas sintéticos (DOS PASSOS
BRAGA et al., 2019; ESPANA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; SOARES:;
LOURENCO; AMORIM, 2008).

Os filmes de quitosana como revestimentos comestiveis associados a
substancias naturais e biodegradaveis sdo considerados tecnologias amigaveis
ao meio ambiente (KUMAR; MUKHERJEE; DUTTA, 2020; MUJTABA et al.,
2019). Eles tém recebido atengcdo como uma estratégia para aumentar o tempo
de armazenamento e manutencdo da qualidade, inibir a antracnose da espécie
Colletotrichum gloeosporioides uma das principais infeccées pos colheita comum
em goiaba e reduzir o uso de fungicidas sintéticos (NASCIMENTO et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2020, 2018).

Outro emprego para a quitosana € como adsorvente, pois a quitosana
possui propriedades de adsor¢cédo notaveis devido a presenca de grupos amina
e hidroxila (altamente reativos) que atuam como sitios ativos para adsorcao de
ions metélicos, além da disponibilidade e do baixo custo (VIDAL; MORAES,
2019). Outras caracteristicas da quitosana que a tornam um adsorvente atraente
sdo hidrofilicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, n&o toxicidade,
propriedades de adsorcdo, capacidade de formacdo de filme, bioadesivos,
polifuncionalidade (PAL et al., 2021; QU; LUO, 2020).

O tratamento de &guas residuais com ions de metais pesados é uma
questdo importante e o desenvolvimento de adsorventes eficazes para a
remocao desses ions de metal € de grande importancia. Os metais pesados néo

sdo biodegradaveis e permanecem no corpo humano ou meio ambiente por
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muito tempo (SHETH et al., 2021; VIDAL; MORAES, 2019). Entre os metais mais
comuns encontrados em aguas residuais estdo o cobre e o cobalto e apesar de
desempenharem um papel essencial no metabolismo humano, em
concentracOes elevadas pode causar toxicidade ao ambiente e ao ser humano.
Portanto, deve ser realizado um tratamento prévio destes efluentes antes do
descarte (AL-SAYDEH; EL-NAAS; ZAIDI, 2017; VAKILI et al., 2019).

A legislacdo ambiental cita que a exposi¢cdo ocupacional ao cobre e
cobalto sdo nocivos a saude, no entanto define um valor maximo permitido de
2,0 mg/L apenas para o cobre (BRASIL, 2017).

Filmes de quitosana sao excelentes adsorventes devido a facilidade de
remocao apos tratamento sem necessidade de técnicas de separacao adicionais
e pela possibilidade de reutilizagdo conforme suas propriedades mecéanicas
(FAJARDO et al., 2012; HUO et al., 2021; LUCENA et al., 2015; MARQUES et
al., 2019; VIEIRA, 2008). No entanto, pelo fato da quitosana ser solivel em meio
acido, se justifica a necessidade de modificacdo estrutural para uso com
adsorvente eficiente (BEGUM et al., 2021; MOHAMMADZADEH PAKDEL;
PEIGHAMBARDOUST, 2018; VIDAL; MORAES, 2019).

Os grupos amina presentes na molécula da quitosana sdo aminas
primarias, sendo esse o principal grupo para modificacdo estrutural em
quitosana. Um exemplo de modificacdo possivel em grupos amino consiste em
reacBes com formacéo de sal de diazénio (BARBOSA, 2011; BECK; HORNER;
DITTMANN, 2009; HORNER et al., 2004, SOLOMONS; FRYHLE, 2006). Os sais
de diaz6nio tém sido amplamente utilizados em reacfes de acoplamento e na
modificacdo de superficie de biopolimeros, com destaque para seu preparo
simplificado e pela possibilidade de ser substituido por um grande numero de
grupos organicos (LI et al., 2021).

Filmes de quitosana modificados com diversos reticulantes ja foram
estudados para a adsorcao de ions de cobre e cobalto em solugdo aquosa.
Autores destacam a eficiéncia de remocgéo de ions de cobre(ll) pela quitosana
modificada com alcool polivinilico (PVA) (ANBINDER et al., 2019; KULKARNI et
al., 2020; SAHEBJAMEE et al., 2019) e remocao de cobalto(ll) por filmes de
guitosana modificados com montmorilonita (MMT) (WANG et al., 2014a) e com
cianoetil (ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020).
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Estudos de FT-1V confirmaram a formacgao do complexo Cu-NH2z e que os
grupos aminos da quitosana desempenham papéis importantes na absorcao de
cobre e cobalto. Autores discutem mecanismos e apresentam ilustracdes
sugerindo a interacdo entre os ions de cobre (ll) e cobalto (Il) ao filme de
quitosana principalmente no grupo amino (ANBINDER et al., 2019; KULKARNI
et al., 2020; SARODE et al., 2019; WANG et al., 2014a; ZHANG; ZHUANG;
WANG, 2020).

Existem diversos estudos sobre os mecanismos que envolvem a Sor¢ao
de ions de metais, por matrizes de quitosana (filmes, granulos, hidrogel, entre
outras), porém eles ainda ndo sao totalmente compreendidos e, portanto, varios
artigos de revisao destacam a necessidade de explorar os mecanismos de forma
mais precisa a auxiliar a compreensdo do processo a nivel molecular (AL-
SAYDEH; EL-NAAS; ZAIDI, 2017; BEGUM et al., 2021; SHETH et al., 2021;
UPADHYAY et al., 2021; VIDAL; MORAES, 2019).

Os grupos amina presentes na molécula da quitosana sdo aminas
primarias e em reagdo com o &cido nitroso, formado in situ, formam o sal de
diazonio (BARBOSA, 2011; SOLOMONS; FRYHLE, 2006). Sais de diazonio
acoplados com diversos compostos aromaticos ou alifaticos ddo origem aos
azocompostos que sdo compostos que apresentam em sua estrutura a unidade
(-N=N-). Eles s&o normalmente coloridos e constituem uma parte importante da
industria de corantes (BARBOSA, 2011). Sdo de diazbnio oriundos de grupos
amina e hidroxiaminas originam, respectivamente, triazenos (-N=N-N(H)-) e
hidroxitriazenos (-N=N-N(OH)-) (BECK; HORNER; DITTMANN, 2009; HORNER
et al., 2004; PARAGINSKI et al., 2016; SANTOS et al., 2014, 2016).

Pesquisas com quitosana e sais de diazonio sao raras na literatura.
Pereira (2016) descreve modificacdes estruturais feitas na cadeia lateral da
quitosana modificada (bases de Schiff) acoplado a diferentes sais de diazénio
produzindo uma nova classe de compostos poli-azdicos a partir da quitosana,
para investigar a influéncia de diferentes substituintes na complexacdo de
metais.

O material produzido a partir de sais de diazbénio e quitosana podem ter
empregos na quimica de coordenacdo e catélise. O paléadio é reconhecido, como
o catalisador de metal de transicdo mais util para a formacédo de ligacdes

carbono-carbono devido as suas atividades cataliticas superiores em varias
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reacles de transformacdo orgéanica (JOO et al., 2020). A reacdo de Suzuki &
uma importante reacéo de acoplamento organico entre reagentes de organoboro
com organohaletos, que utilizam como catalisador o complexo de paladio
(DONG et al.,, 2021; MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). Diversos estudos
detém foco no desempenho e eficiéncia da reacdo Suzuki-Miyaura, sempre no
intuito de tornar o processso mais limpo, numa perspectiva da quimica verde
(JOO et al., 2020; SHAIKH; PAMIDIMUKKALA, 2021).

Dentre os diversos biopolimeros j4 usados como suporte para estabilizar
o paladio, a quitosana apresentou-se ser um potencial suporte, eficiente e
ecologico para o sistema de catalisador de paladio devido a sua ocorréncia
natural, baixo custo, abundéancia e facil interacdo com solventes ecologicos,
atoxicos. Além disso, a quitosana tem vantagens adicionais devido sua alta
reatividade, por conter grupos NHz e OH abundantes, que podem quelar
fortemente com ions Pd ou atuar como um agente redutor para formar
nanoparticulas de metal que sdo estabilizadas no suporte (SHAIKH;
PAMIDIMUKKALA, 2021).

Matrizes de ligantes baseados em nitrogénio para reacdes de Suzuki-
Miyaura tém sido objeto de estudo pela facilidade de manuseio e por tolerar
umidade. Nesse sentido, ligantes de base de Schiff foram considerados como
melhores sistemas de ligantes para reacdes de acoplamento Suzuki-Miyaura
catalisadas por paladio assistido por ligante fosfina (JOO et al., 2020).

Portanto, véarios estudos vem sendo relatados sobre biopolimeros
acoplados a bases de Schiff para aplicacdes cataliticas e na maioria dos estudos,
a condensacao de base de Schiff tém sido usada como estratégia para ancorar
o paladio em suportes (DAS; LINERT, 2016). Nesse contexto, a quitosana
modificada pela insercdo de agente quelante surge como uma opcao
promissora, devido suas vantajosas caracteristicas ja conhecidas, de suporte ou
agente estabilizante do paladio nas rea¢cfes de Suzuki-Miyaura. (ALKABLI et al.,
2021; DONG et al., 2021; JOO et al., 2020; VEISI et al., 2021)

Devido a ampla gama de aplicacdes das reacbes de Suzuki-Miyaura,
existe um consideravel interesse nesta area com foco voltado para o
desenvolvimento de catalisadores mais eficientes e reciclaveis para aplicacdes

industriais em processos que envolvem a reacdo de Suzuki-Miyaura, numa
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perspectiva mais ecologica (MCCARTHY; BRADDOCK; WILTON-ELY, 2021;
SHAIKH; PAMIDIMUKKALA, 2021).

Portanto, desenvolver produtos poliméricos inéditos para atuacdo como
sistemas cataliticos heterogéneos, com base na quitosana modificada, com
estruturas intrinsecas versateis, pode ser uma alternativa, com uma proposta
mais direcionada ao caminho ecossustentavel, tdo requisitado na quimica verde.
Nesse sentido, a investigacdo da quitosana modificada com sal de diazénio
como um novo suporte para imobilizar/estabilizar o paladio pode ser um
candidato alternativo a ser explorado, como suporte polimérico para aplicacdes
futuras.

O objetivo geral desse estudo, no capitulo 2, foi sintetizar e caracterizar
filmes de quitosana produzindo F-COM (a partir de quitosana comercial — COM)
e F-DSon (a partir de quitosana sintetizada no capitulo 1 — DSgn). Além disso,
objetiva-se, também, propor de maneira inédita 0 uso de quitosana na sintese
de compostos da classe “azo compostos” (quitosana triazenidica), chamados
nessa tese de compostos C-01 (a partir de quitosana comercial —- COM) e C-02
(a partir de quitosana sintetizada — DSgon), bem como suportar os compostos C-
01 e C-02 visando a modificacdo dos filmes de quitosana para a obtencdo de
filmes F-COM/C-01 e F-DSon/C-02. Ademais, esse estudo investigou trés
aplicacOes distintas: avaliacdo antifingica de filmes e compostos contra o fungo
Colletotrichum gloeosporioides causador da doengca chamada de antracnose em
goiabeiras; avaliacdo catalitica dos filmes impregnados com nanoparticulas de
paladio(0) em reacdes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura; e avaliacdo

dos filmes na adsorcéo de ions Cu(ll) e o Co(ll) em meio aquoso.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Reagentes

Os reagentes quimicos de grau analitico (PA) foram utilizados sem
tratamento prévio. A agua utilizada foi obtida a partir de um deionizador da marca
Quimis Q342, por osmose reversa. Foram utilizados os seguintes reagentes:
nitrito de soédio PA (NaNO2, Synth); acido sulfarico PA (H2SOa4, Vetec), acido
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acético glacial PA (CH3COOH, Synth), hidréxido de aménio PA (NH4OH, Vetec);
sulfato de cobre (ll) penta hidratado (CuSO4-5H20, Dinamica) e sulfato de
cobalto heptahidratado (ll) (CoSOas-7H20 Dinamica) e quitosana de médio peso
molecular (lote ST9F3507, Sigma-Aldrich).

2.2.2 Sintese de quitosana triazenidica

A quitosana triazenidica representada com compostos da classe azo
foram sintetizados e denominados de compostos C-01 e C-02, partindo de
quitosana comercial (COM) e quitosana sintetizada no LASIR (DSon),
respectivamente. Uma amostra de 0,1 g de quitosana foi dissolvida em 20 mL de
solucdo aquosa de acido acético 3%, sob agitacdo constante, formando uma
solucdo viscosa. Um volume de 1 mL de solugao aquosa nitrito de sédio (NaNO2)
1,5 mol.L! foi adicionada lentamente formando uma solugcdo levemente
amarelada caracteristica de sal de diazénio. O meio de reacao foi mantido sob
agitacao constante, por 1 h e em temperatura controlada ( ~ 0-5 °C, banho de
gelo). Na segunda hora, foi adicionado estequiometricamente uma solugéo de
quitosana. A solugdo manteve-se com coloracéo levemente amarelada. A reacéo
permaneceu em agitacdo por mais 1 h, em temperatura controlada. O pH do
meio de reacédo era de ~ 5,5. Ao final da segunda hora a solucéo foi neutralizada
até pH 7 com solucdo de hidréxido de amobnio. A solucdo neutralizada de
coloracdo amarela foi levada a estufa até a secagem total, a temperatura de 50
°C, por 36 h. Apds, o produto sélido formado, de cor marrom brilhante foi pesado
e o rendimento foi calculado para C-01 (91,6%) e C-02 (84,6%) com base no
somatério das massas dos constituintes adicionados. Essa metodologia
representa a sintese de C-01 com quitosana comercial (COM) e C-02 com
quitosana sintetizada pelo método convencional de sistema de refluxo e
aguecimento por 9h (DSganh). Essa metodologia inédita de sintese de C-01 e C-02
foi adaptada de Santos et al. (2016), Blank, Hirdes e Santos (2019) e Santos et
al. (2017). O ponto de fusdo para ambos os compostos C-01 e C-02 foi de 155
°C, ja o ponto de fuséo da quitosana comercial (COM) e da quitosana sintetizada
(DS9n) foi de 218 e 231 °C, respectivamente. Ambos compostos (C-01 e C-02)
apresentaram coloracdo marrom escura apos a secagem. A sintese de C-01 e

C-02 segue por etapas. Num primeiro momento, o nitrito de s6dio aquoso reage
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em meio acido, neste caso em meio de acido acético aquoso, formando acido
nitroso e como subproduto acetato de sédio (Equacédo 14). O acido nitroso
preparado in situ, forma o ion nitrosénio ( N = 0* «*N = 0) intermediario da

reacao, com a liberacdo de agua, de acordo com a equacgéao 15.

Equacéo 14 — Reagao de formacéo do acido nitroso
NaNO, + CH;COOH — HNO, + CH;COONa Equacéo 14
Equacao 15 — Reacao de formacéo do ion nitrosénio

HNO, + HCl - NO* + H,0+ Cl~ Equacgédo 15

O nitrogénio deste ion, por estar deficiente em elétrons, é atacado pelo
par de elétrons do nitrogénio do grupo amino da quitosana. Em uma sequéncia
de reacles acido-base de Lewis, em presenca de agua e hidronio, finalmente
ocorre a formacédo do sal de diazénio (-*N = N) ligado a quitosana. Os sais de
diazbnio sao estaveis em temperatura entre 0 — 5 °C e em meio 4cido, sendo 0s
responsaveis pela formacao dos azocompostos. Azocompostos apresentam em
sua estrutura a unidade -N=N-, ja os triazenos apresentam a unidade —N=N-
N(H)-. Como é adicionada uma quantidade estequiométrica de quitosana ao
meio de reacao, o objetivo é a sintese de triazeno por meio de ligacbes de sais
de diazbnio dos grupos amino da quitosana com grupos amino de outras
unidades de quitosana. Com base na literatura, no procedimento adotado e nas
condi¢cbes reacionais sugere-se um mecanismo (Figura 26) para formacao do
composto diazonico e o triazeno derivado da quitosana (BARBOSA, 2011;
SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).
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derivado da quitosana.
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No geral, o mecanismo propde a interacdo da quitosana com o ion
nitrosénio, seguido da formacéao do ion diazdnio no meio de reacéo e, por ultimo,
sua reacao com a quitosana, na formacéao do triazeno (compostos C-01 e C-02).
O mecanismo foi dividido em reagdes de 1-5.

O ion nitrosénio sofre um ataque eletrofilico do grupo amino da quitosana
em uma reacdo acido-base de Lewis, a0 mesmo tempo em que a agua se
comporta como base de Lewis e retira um préton (H*) do grupo amino da
quitosana, com consequente quebra da ligacdo N-H (Reacao 1). A agua realiza
novamente uma reagdo acido-base de Lewis, nesse caso uma desprotonacao,
ao mesmo tempo em que o nitrosdnio é protonado e a ligacdo dupla passa a
outra posicao (Reacao 2). Nareacao 3, o ion nitrosénico € novamente protonado,
0 que acarreta na quebra da ligacdo (N-OH), seguido da reorganizacao dos
pares de elétrons e formacdo de uma ligacdo tripla na constituicdo do ion
diazénio (-*N = N). Esse ion se estabiliza por ressonancia, em meio &cido,
formando o sal de diaz6nio.

O sal de diazbnio, reacéo 4, vai reagir estequiometricamente com o grupo
amino de outra cadeia polimérica de quitosana. Essas reacdes ocorrerdo entre
unidades de quitosana de maneira a formar ligagdes nas cadeias de quitosana
(Reacdo 4). Neste caso, a cadeia triazénica atua como um crosslink entre as
cadeias poliméricas de quitosana e evidencia um sitio quelante (-N(H)-N=N-) nos
compostos C-01 e C-02, sendo ambos classificados como azocompostos ou
triazenos (Figura 27). A formagao desses compostos tem relagéo direta com o
GD%, ou melhor, com a quantidade de grupos aminos presentes da estrutura
polimérica da quitosana possiveis de serem diazotados no processo de

formacao do sal de diazbnio.

Figura 27 — Proposta de representacdo molecular da quitosana azo-modificada (A) e
quitosana triazenidica (B).
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2.2.3 Sintese de filmes de quitosana

Filmes de quitosana sintetizada (F-DSon) € comercial (F-COM) foram
sintetizados a partir de uma solucdo 0,5% (m:v) de quitosana, isto €, 0,5 g de
quitosana em 100 mL de solucéo de &cido acético 3%. Um volume de 20 mL de
solucéo foi preparado, sob agitacdo lenta, por 1 hora, até completa dissolucao.
A solucdo filmogénica foi vertida numa placa de Petri de 49x15 mm e
permaneceu em repouso por 72 horas em dessecador para retirada as bolhas
de ar existentes devido a agitacdo magnética. Apds, a placa foi levada a estufa
para secagem a 455 °C por 36 h e, posteriormente, foi mantida em dessecador.

Houve a formacéo de um filme homogéneo de coloracao levemente amarelada.

Figura 28 — Filme de quitosana F-COM (esquerda) e DSon (direita)

Filmes de quitosana modificada (F-COM/C-01 e F-DSon/C-02) foram
sintetizados com a insercdo de C-01 e C-02. A solucéo filmogénica foi preparada
de acordo com a descri¢do anterior, no entanto para receber C-01 ou C-02 em
cada caso especifico, o volume da solucdo de quitosana foi reduzido para 10 mL
de solucao de acido acético 3%, ja que o volume restante de 10 mL de solugéo
acida é destinado a solubilizacdo de C-01 e C-02.

Em um graal foi pesado 0,01 g de C-01 ou C-02 e macerado com o pistilo,
apos macerar bem, o produto foi gotejado com parte da solucdo de 10 mL de
acido aceético 3%. A solucéo foi transferida para um béquer com o auxilio de uma
espatula e da pipeta de Pasteur e foi acrescentado o restante da solucao acida,
lavando bem o graal. A solugéo foi mantida sob aquecimento a 70 °C e agitacdo
lenta até dissolucdo completa do composto e formacao de uma solugdo marrom
(~ 2h). Apos a solucéo foi filtrada a quente em papel filtro para retirar possiveis

impurezas da solucao e o filtrado foi avolumado até 10 mL.
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Apbs o preparo das solugdes dos compostos C-01 e C-02, estas foram
adicionadas lentamente (gota-a-gota) ao béquer que continha a solucdo de
quitosana (COM e DSon). ApOs a mistura das solugdes, sob agitacdo magnética
lenta, o contetdo do béquer foi vertido para uma placa de Petri de 49x15 mm
compondo um volume de 20 mL e foi deixada em repouso por 72 horas em
dessecador para retirada das bolhas de ar existentes. Apds, a placa foi levada a
estufa para secagem a 45+5 °C por 36 h e, posteriormente, foi mantida em
dessecador.

A concentracdo de quitosana nos filmes modificados permaneceu 0,5%
(m:v) e a concentracao resultante dos compostos triazenos foi de 0,05% (m:v)
tanto para C-01 quanto para C-02. Houve a formacao de filmes homogéneos de

cor marrom semelhante aos compostos C-01 e C-02.

Figura 29 — Filme de quitosana modificada F-COM/C-01 (esquerda) e DSon/C-02 (direita)

2.2.4 Filmes contendo ions cobre (1) e cobalto (II)

As solucbes filmogénicas de quitosana (F-COM e F-DSgh) e quitosana
modificada (F-COM/C-01 e F-DSon/C-02) foi adicionado 1 mL de solugéo aquosa
5 mmol (0,05 mol.Lt) e 50 mmol (0,05 mol.L?) de cada uma dos sais de sulfato
de cobre(ll) e sulfato de cobalto(ll). O procedimento de secagem é o mesmo
descrito para o preparo dos filmes de quitosana e quitosana modificada. Houve
a formacao de filmes homogéneos, tendo coloracdo verde caracteristica de
cobre(ll) hidratado, coloragcdo marrom caracteristica do cobre(ll) coordenado e

de coloracéo rosa para os filmes contendo cobalto(ll). (Figura 30).
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Figura 30 — Solugdes 0,005 mol.L! localizam-se a esquerda em cada imagem e 0,05
mol.L* a direita. (a e b) Sulfato de cobre(ll). (@’ e b’) Sulfato de cobalto(ll) (a°). (a e a’) Filmes F-
DSon. (b e b’) Filmes F-DSon/C-02..

Os ions metalicos escolhidos nesta tese foram Cu(ll) e Co(ll) por serem
ions de transicao fisiolégicos a muitos seres vivos, mas que em excesso Sao

toxicos, ao mesmo tempo que podem ser poluentes ambientais.

2.2.5 Caracterizacdes

As caracterizacdes empregadas nas amostras estdo descritas na Tabela
33.
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Tabela 33 - Caracterizacfes realizadas

Caracterizacdo Equipamentos Amostras Referéncia
(ANBINDER et al., 2019;

Espectroscopia de Shimadzu
Infra[\)/ermeIhOFEFT-IV) IRAffinity-1 ZHANG; ZHUANG;
WANG, 2020)
Espectroscopia de Shimadzu (AHMAD et al., 2019;
Ultravioleta (UV-Vis) UV-1800 WANG, 2018)
Termogravimetria Shimadzu — TA- (HOMEZ-JARA etal,
(TGAIDTG) 60WS 2018; KUMARI et al.,
F-DSon*-8) 2015)
Difracéo de Raio X Rigaku — Modelo F-COM®.B) (EL KNIDRI et al., 2019;
(DRX) ULTIMA IV F-DSon/C-02(A.B) IOELOVICH, 2014)
Microscopia de Forca Agilent_ F-COM/C-014B) (BHATT et al., 2017,
Atomica (AFM) Technologies SAZANOVA; OTVAGINA;
modelo 5500 VOROTYNTSEYV, 2018)
Microscopia Eletrénica
Esc:)?ac\:i?c:;ig:::l‘/ i Jeol, JSM — (EL KNIDR) et al., 2016;
6610LV POERIO et al., 2020)

Energia Dispersiva

(MEV/EDS)
Espectroscopia de Shimadzu
Infravermelho (FT-1V) IRAffinity-1 (SANTOS et al, 2016)
Determinacéo do Quimis C-01 (BLANK; HIRDES;
Ponto de Fuséo Q3405023 C-02 SANTOS, 2019)
Termogravimetria Shimadzu — TA- (PARAGINSKI et al.,
(TGA/DTG) 60WS 2016)
F-DSon*B)
Analise Mecanico- F-COM®.B)
DinAmica (AMD) DMAS800 F-DSer/C-02(48) (NATARAJ et al., 2018)

F-COM/C-01A8)

(A-B) Filmes com adic&o de solucdes aquosas de ions metalicos: sulfato de cobre(ll) e sulfato de
cobalto(ll) nas concentracdes: A = 0,05 mol.L-te B = 0,005 mol.L*

2.2.5.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-1V)

Os espectros na regido do infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IV) foram obtidos com o acessorio de refletancia total atenuada (ATR) em
um intervalo de varredura de 400 a 4000 cm™ e resolucédo de 4 cm™. Os filmes
foram secos previamente em estufa a 40 °C por 12 h. Essa analise foi realizada
na Central Analitica do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA), UFPel. Os dados foram plotados em espectros de

transmitancia (u.a.) versus numero de onda (nm).
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2.2.5.2 Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV-Vis)

Os espectros de absorcéo na regido do ultravioleta foram obtidos com um
espectrofotometro ultravioleta Shimadzu, modelo UV-1800 em uma faixa de
varredura de 200 a 1000 nm. As medidas foram realizadas no Laboratorio de
Espectroscopia da Unipampa, campus Bage.

2.2.5.3 Medidas termogravimétricas (TGA/DTG)

A analise termogravimétrica foi realizada utilizando o analisador TGA/DTG
simultaneo usando massa de cada filme entre 2,0 — 10 mg, em cadinho de
platina, com rampa de aquecimento de 20 - 500 °C, razdo de aquecimento de 10
°C.min!t e sob atmosfera dinAmica de nitrogénio gasoso com vazdo de 50
mL.min2,

Tanto o perfil de decomposicdo e quanto a estabilidade térmica das
amostras foram avaliados. Os dados obtidos a partir dos termogramas foram
avaliados no software TA-60WS e editados no Origin 7.0. A andlise foi realizada
na Central Analitica do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA), UFPel.

2.2.5.4 Difracao de raios X (DRX)

O difratbmetro de raios X utilizado atua com radiagdo da linha CuKa
(A=1,54 A) e poténcia de 40kV/20mA. A geometria de Bragg-Brentano foi
empregada com varredura em 20 no intervalo de 2° a 70° e tempo de integracéo
de 1s com passo de 0,05°. As medidas foram realizadas no Laboratorio de Raios

X (Grupo Nanoestruturados — PPCEM) da Unipampa, campus Bagé.

2.2.5.5 Microscopia de forca atdmica (AFM)

As imagens topogréaficas da AFM foram obtidas a temperatura ambiente
e realizadas no modo contato (Contact Mode), fazendo uso de pontas PPP-Cont
da Nanosensors. Constante de mola de 0,2 N/m foi utilizado para adquirir
simultaneamente a topografia da superficie e imagens de fase.

As medidas de AFM foram realizadas na parte superior e inferior dos

filmes confeccionados nas placas de Petri, nho entanto, como nao houve
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diferencas consideravel nas imagens obtidas, sdo apresentadas nessa tese
somente as imagens obtidas da parte superior dos filmes.

A topografia da superficie dos filmes foi avaliada em 2 categorias, sendo
as mesmas descritas na metolologia do Cap. 1: (1) parametros de amplitude -
rugosidade quadréatica média da raiz (RMS), altura maxima (Sz), coeficiente de
assimetria (Ssk) e coeficiente de curtose (Sk); (2) parametro espacial - entropia
(H). As medidas foram realizadas no Laboratorio de Microscopia de Forca
Atbmica (LabAFM) da UNIPAMPA, campus Bageé.

2.2.5.6 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e Espectroscopia de

energia dispersiva (EDS)

Para a EDS, os filmes foram previamente preparados utilizando
"sputtering” de ouro (Denton Vacuum Desk V), para melhorar a condutibilidade;
foi utilizada uma corrente de 20 mA, por 120 s. A MEV foi realizada com uma
voltagem de aceleracdo de 10 kV e a faixa de magnificacdo variou de 30 a
300.000 vezes. As imagens (micrografias) foram obtidas com resolucéo de 512
x 384 pixels, tamanho de 0,24 pm e uma ampliacdo de 2000x (CEMESUL —
FURG).

2.2.5.7 Analise mecéanico dindmica (AMD) — Ensaios de tracao

Os ensaios de tracdo foram realizados para obtencdo da curva tensao
versus deformacado, no modo de forca controlada, utilizando o suporte de tracao
para filmes. Os ensaios foram realizados no minimo em triplicata & 30 °C com
uma taxa de aplicacao de forca de 3 N/min até atingir forca maxima de 18 N. A
média e o desvio padrdo dos ensaios de tragdo foram calculados, tensdo de
ruptura, modulo de elasticidade (MPa) e deformacédo (%). As dimensbes das
amostras foram de aproximadamente 3,00 x 1,00 cm e espessura de
aproximadamente 0,01 cm.

A curva tensao versus deformacéo, bem como os dados de tensdo de
ruptura (TR) foram obtidos pelo software Universal Analysis V4.5A e os dados

foram editados no Origin 7.0.
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O modulo de elasticidade (Equacgédo 16) em tragdo ou mddulo de Young
(E) € definido pela razdo entre a tensdo de tracdo e a deformacao
correspondente, abaixo do limite de proporcionalidade do material e é expressa
em termo de forca por unidade de area (MPa) de acordo com a norma ASTM-
E111 (1997).

Equacao 16 — Determinacdo do mddulo de elasticidade

)

€1

E =

Equacéo 16

Onde, E € o modulo de elasticidade; 6 a tensao de ruptura, € a deformacéo
de tracédo, t o tempo de ensaio e T a temperatura do ensaio.

As andlises foram realizadas no Analisador Mecéanico-Dinadmico (AMD)
Q800TM da TA Instruments (Figura 31), no Laboratério de EERA — 1104,

Unipampa, Campus Bagé.

Figura 31 — Analisador mecéanico-dindmico (AMD) Q800TM (esquerda). Suporte de
tracdo com a amostra de filme em destaque (direita).

2.2.6 Aplicacdes

Os filmes foram avaliados conforme suas aplicagbes de acordo com a
Tabela 34.
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Tabela 34 - Aplicagfes realizadas

Aplicacdo Amostras Referéncia
_ ] . (BAUTISTA-BANOS et al., 2003; EL
Potencial antiflingico
F-DSgh GHAOUTH et al., 1994)
F-COM (NEGM et al., 2015; SHETH et al.,
Adsorcéo de Cu(ll) e Co(ll)
F-DSqn/C-02 2021)
Potencial adjuvante em F-COM/C-01

. (NASCIMENTO et al., 2020)
catalise

2.2.6.1 Atividade antifungica

A linhagem de Colletotrichum gloeosporioides utilizada nessa avaliagao
foi obtida da colecdo de microrganismos de interesse ao controle biolégico de
pragas, vinculada a Embrapa Clima Temperado, com codigo de acesso CPACT
651, oriunda de frutos de goiabeira infectados com antracnose. A col6nia foi
mantida em meio de cultura BDA (batata, dextrose, agar), a 4° C, até sua
utilizacdo no ensaio em questéao.

O potencial de antifungico foi avaliado para as soluc¢des filmogénicas
F-DSoh, F-DSgn/C-02, F-COM e F-COM/C-01; para as solucbes de C-01 e C-2
em acido acético 0,25% e para as solu¢bes aquosas de acido acético 0,25%
(empregada nessa atividade antifungica) e 3% (empregada na confeccao dos
filmes). Um diferencial deve ser destacado referente a concentracdo de acido
acético nas solucdes. Solucédo 3% foi empregada na confeccao dos filmes desse
capitulo, no entanto estudos anteriores indicaram que essa concentracao €
toxica ao fungo e a planta (goiabeira) ndo podendo ser empregada nas
avaliacdes antifungicas. Por esse motivo que a concentracdo acida de 0,25% foi
a ecolhida para a preparacado das soluc@es filmogénicas e para a diluicdo de C-
01 e C-02.

A avaliacdo ocorreu contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides e foi
determinada com base em bioensaio in vitro destinado a avaliar o crescimento
fungico (para avaliar a acdo sobre a estrutura vegetativa) e a esporulacao (para
avaliar a acdo sobre a estrutura reprodutiva). Quitosana ja € relatada na literatura
por seu potencial antifingico contra C. gloeosporioides (BAUTISTA-BANOS et
al., 2003; EL GHAOUTH et al., 1994).



173

A concentracéo de quitosana empregada nas avaliacdes foi previamente
definida na proporc¢éo de 0,6% (m:v) em solu¢cdo em acido acético 0,25% (v:v)
(FRAGUAS et al., 2015). Tween 80 foi adicionado na proporcao de 0,046% (v:v)
para melhor emulsificacdo, sob agitacado constante.

Para avaliagdo do crescimento micelial fngico, procedeu-se a deposi¢éo
individual de aliquotas de 100 uL de cada solucdo preparada na superficie de
meio de cultura BDA solidificado e contido em placas de Petri de 9 cm de
diametro (SEIXAS et al., 2011). Agua esterilizada foi utilizada como controle
negativo. Os ensaios foram realizados em capela de fluxo laminar para
manutencao das condi¢des de assepsia. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, constituido de cinco repeticdes, sendo cada
parcela representada por uma placa de Petri.

Apébs, um disco de micélio de 5 mm de diametro foi depositado na por¢céo
central de cada placa de Petri. A seguir as placas foram vedadas e mantidas em
BOD, a 25 °C, sob fotoperiodo diario de 12 horas. Esse disco foi obtido da colénia
de C. gloeosporioides cultivada previamente no mesmo meio de cultura, em
condicBes de demanda bioquimica de oxigénio (BOD), por 20 dias, a 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacOes diarias de cada placa foram realizadas por meio de
medicdes do diametro das colbnias em dois eixos ortogonais (média das duas
medidas diametralmente opostas), iniciadas ap0s 24 horas de incubacéo, e
perduraram até o terceiro dia, momento em que as coldnias fungicas em
desenvolvimento no controle negativo (dgua esterilizada) atingiram 2/3 da
superficie total do meio de cultivo.

A incubacédo das placas perdurou até o décimo oitavo dia quando foi
realizado a avaliagdo da producado de esporos por C. gloeosporioides em cada
uma das placas. De cada placa foram retirados trés discos de micélio (5 mm de
diametro) da regido periférica da coldnia fungica e foram transferidos para tubos
contendo 9 mL de &agua estéril. Apds vigorosa agitacdo em vortex, a
concentracdo de esporos da solucdo foi estimada em camara de Neubauer
(MARQUES; MONTEIRO; PEREIRA, 2004).

Para analise da atividade antifangica, foi ajustado um modelo linear para
representar o crescimento micelial esperado em cada solucéo, observando cada

uma das cinco repeti¢cdes, durante o periodo de avaliacao.
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2.2.6.2 Avaliacdo da adsorcéo de Cu(ll) e Co(ll)

A capacidade de adsorcao dos ions Cu(ll) e Co(ll) foi determinada para
os filmes de quitosana puro (F-DSoh e F-COM) e de quitosana modificada (F-
DSon/C-02 e F-COM/C-01), no decorrer do tempo até a saturacdo (ou seja,
equilibrio). Cada filme com tamanho aproximado de 1,3 cm? e massa conhecida
(~0,007 g) foi submerso em 30 mL de solucdo aquosa de sulfato de cobalto(ll)
0,05 mol.L! e sulfato de cobre(ll) 0,05 mol.L (Figura 32). O tempo de contato
das amostras de filme com as solu¢cdes metélicas variou de 5 min a 48 h. Foi
preparada uma fracdo para cada tempo. O experimento foi realizado em

temperatura ambiente e o pH 6,0, sem agitacao.

1h 2h 3h 4h 5h 6h 12h 24h 36h 48h

F-DSq;
F-DSq,/C-02
F-COM

F-COM/C-01

Figura 32 — Filmes de quitosana ap0s adsor¢cao em solucdo de sulfato de cobre(ll)

A concentragdo de metal residual nas solugbes para cada intervalo de
tempo estudado (C:) foi determinada a partir de medidas de espectroscopia na
regido do UV-Vis (Shimadzu, UV-1800), realizadas nos comprimentos de onda
(A\) 500 — 1100 nm para o Cu?* e 400 — 600 nm para o Co?*". Os dados de
absorbancia medidos foram tratados utilizando curvas de calibracdo para as
solucdes de sulfato de cobre e sulfato de cobalto, previamente construidas, nas
seguintes concentragées: 0,025 mol.L?, 0,050 mol.L%, 0,075 mol.L%, 0,1 mol.L-
L. A quantidade de ions metdlicos adsorvidos por grama de adsorvente (q:) para
cada intervalo de tempo foi calculada utilizando a Equacédo 17. Os valores de qt
foram plotados em funcéo do tempo de adsorcdo (LUCENA et al., 2015).

Equacao 17 — Capacidade de adsor¢éo no equilibrio

q: = —(CO — @V Equacéo 17
m

Onde, gt € a capacidade de adsorgéo dos filmes em um tempo especifico

() (mg.g?), C: é concentragédo residual do metal na solucéo apés a adsorgédo e
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Co concentracéo inicial dos ions metalicos na solucéo, (mg.L™?), respectivamente.
V (L) € o volume da solucdo e m (g) € a massa dos adsorventes.
O percentual de metal removido das solucfes (R%) foi determinado para

cada intervalo de tempo conforme a Equacéo 18.
Equacéo 18 — Remocao de metal

Co— C Equacédo 18
R(%) = (Oc—t) x 100
0

2.2.6.3 Avaliacdo como adjuvante de catalise

O potencial catalitico dos filmes de quitosana (F-COM e F-DSon) e dos
filmes de quitosana modificada (F-COM/C-01 e F-DSon/C-02) foram avaliados em
reacoes de acoplamento de Suzuki- Miyaura em presenca de paladio (SCHMITT
et al., 2021).

Cerca de 0,1g de cada amostra de filme foi colocada em frasco de
erlenmeyer. Cada filme foi imerso em 25 mL de solucdo aquosa de cloreto de
paladio (PdCI2) 0,1 mM e agitado em shaker (30 min, 150 rpm). Posteriormente,
adicionou-se o agente redutor — 80 mL de solucdo de hidroxido de potassio
(KOH) 0,01 M + 0,02128 g de borohidreto de sddio (NaBH4) — e agitou-se por
cerca de 10 min. Observou-se a nitida mudanca de coloracao, de laranja para
preto inicando a formacdo das nanoparticulas de paladio (NPs-Pd) e, nesse
momento, retirou-se os filmes da solucdo para secagem natural.

Alternativamente, a biossintese de NPs-Pd foi avaliada pela substituicéo
do agente redutor tradicional por extrato de erva-mate. Assim, obteve-se o
extrato de 10 g de erva-mate comercial em 100 mL de H20 com agitacéo
constante (80 °C, 30 min). Apos filtracdo, o extrato aquoso foi adicionado no
sistema composto do filme de quitosana com a solu¢cdo de PdCl2 descrito
anteriormente. Quando evidenciada a formacédo das NPs-Pd, por meio da
mudanca de coloracao, os filmes foram separados e secos.

Os filmes contendo Pd foram caracterizados por FT-IV. Caracterizagdes
de espectroscopia de emissao 6ptica com plasma (ICP-OES) e DRX estéo sendo
realizadas em universidades parceiras, que nao ficaram prontas para a defesa
em virtude da pandemia de covid-19.

Com os filmes impregnados de NPs-Pd, escolheu-se a reagcdo de

acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura para avaliar a potencial atividade
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catalitica. Assim, a reagdo entre o acido fenilbordnico e 4-bromobenzonitrila
(Figura 33) foi empregada. Nao houve uma otimizacdo do sistema catalitico,
apenas testou-se o emprego filmes contendo paladio numa condicéo reacional
eco-friendly em presenca de carbonato de potassio (K2CO3) e etanol (ROSA et
al., 2019; SCHMITT et al., 2021). A avaliacdo de rendimento foi realizada por
meio da quantificacdo de 4-cianobifenila isolada conforme técnica que consiste
em lavar o reator de Schlenk com 20 mL de éter etilico e extrair com 5 mL de
solucdo aquosa de NaOH 1M. A fase orgéanica foi extraida mais duas vezes com
5 mL de solugéo saturada de NaCl. A fase etérea foi seca com MgSOa anidro, o
éter foi evaporado sob vacuo e o produto desejado pesado. O produto desejado

foi caracterizado por RMN de'H e 3C.

QB(OH)Z + Br—@—CN [Pd] > CN
etanol, K,CO3

100°C, 12 h

Figura 33 - Reacdo entre o acido fenilborbénico e 4-bromobenzonitrila e formagéo de 4-
cianobifenila

Esta avaliacdo foi realizada em parceria com a Universidade de Rio

Grande — FURG, Campus Santo Antdnio da Patrulha.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacbes

Todos os materiais sintetizados (C-01, C-02, F-DSonh, F-COM, F-COM/C-

01 e F-DSan/C-02) foram caracterizados como segue abaixo.

2.3.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-1V)

Os produtos inéditos (C-01, C-02) em p6 foram investigados por FT-IV em

pastilha de KBr e comparados as suas respectivas amostras de quitosana de
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partida, em po, (COM, DSgnh), bem como com os filmes de quitosana (F-COM, F-
DSan) e quitosana modificada (F-COM/CO01, F-DSen/C02) (Figura 34 e Tabela 35).

Fica evidente a modificacdo das bandas caracteristicas nos produtos
inéditos em comparagdo com a quitosana. Ha o surgimento de uma banda larga
na regido entre 1480 — 1346 cm™ caracteristicas de compostos triazenos,
evidenciando que a modificacdo na quitosana foi feita com sucesso. Essa banda
larga € rlativa ao estiramento v[C=N] e confirma a reticulacdo inédita proposta
em quitosana. Na literatura sao relatadas bandas caracteristicas de compostos
triazeno do estiramento v[C=N] em 1351 cm™ (SANTOS et al., 2014), 1347 -
1366 (BLANK; HIRDES; SANTOS, 2019).
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Figura 34 — Espectros FT-IV. Amostras em p6 (esquerda): DSon (vermelho) e C-02
(laranja), DScowm (preto), e C-01 (verde) com destaque para a quitosana triazenidica. Filmes de
quitosana (direita): F-DSon (vermelho) e F-DSon/C-02 (laranja), F-COM (preto) e F-COM/C-01
(verde).

Para os filmes de quitosana modificados comparados aos filmes puros,
destacam-se as bandas caracteristicas de quitosana, atribuido ao estiramento
v[-OH] (3450 cm); estiramento v[-CH] (2920 cm?); estiramento v[C=0O] (1650
cm?) denominada amida |; deformagdo angular §[N—H] no plano e ao
estiramento v[-CH] denominada amida Il (1560 cm™); deformacdo angular
simétrica 5[CHs] (1420 cm™) e estiramentos v[-C-O-C-] e v[C—0] (1134 - 1074
cm?) (EL KNIDRI et al., 2016; FRICK et al., 2018; SILVERSTEIN et al., 2014).
Pode ser observado que a insercdo de C-01 e C-02 nas respectivas quitosanas
nao alterou o padrédo espectroscopico em relacéo aos filmes de quitosana puros.
Isso pode ter ocorrido pelo fato de a reticulagao nos filmes ocorrer principalmente

pela interacdo dos grupos amino protonados da quitosana com o grupo acetato
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do &cido acético, ja evidenciando a banda larga na regido de 1480 — 1346 cm™
e sobrepondo a banda caracteristica do triazeno.

Aos filmes F-DSgn, F-COM, F-DSon/C-02, F-COM/C-01 foram adicionados
cations de transi¢cdo, por meio de solugcbes aquosas de sulfato de cobre (ll) e
sulfato de cobalto (Il) e, posterioriormente, foi realizada sua caracterizagéo

estrutural por FT-IV (Figura 35).
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Figura 35 — Espectros na regido do IV detaque para a regido entre 1800 — 1200 cm.(a)
F-DSon — vermelho, (b) F-DSen/C-02 — laranja, (c) F-COM — preto, (d) F-COM/C-01 — verde. Filmes
contendo CuSO4 0,005 mol.L? (ciano), CuSOa4 0,05 mol.L! (azul), CoSO4 0,005 mol.L? (rosa
claro), CoS0O4 0,05 mol.L* (magenta).

Os filmes de quitosana F-DSgoh, F-COM mostram deslocamentos discretos
da banda em 1566 cm™ (§[-NH]) para menor nimero de onda, indicando
interagcbes com os cations Co(ll) e Cu(ll) nestes sitios (Figura 35 a,c).
(ANBINDER et al., 2019; NEGM et al., 2015). Os filmes de quitosana modificados
pelos compostos inéditos, F-DSon/C-02, F-COM/C-01 demonstram
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deslocamentos consideraveis da banda §[-NH] de 1550 — 1554 cm* para menor
comprimento de onda em 1547 — 1534 cm, indicando a complexacdo dos
cations Co(ll) e Cu(ll) ao triazeno protonado e/ou ao grupo amino da quitosana
(Figura 35 b,d) (KULKARNI et al., 2020; ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020). O
padrdo espectroscopico dos filmes modificados pela inser¢cdo do triazeno é
diferente dos filmes puros na regido de 1566 — 1534 cm™ o que demonstra a
influéncia da presenca dos triazenos C-01 e C-02 na estrutura.

As bandas de v(C-N=N-) e §(CHzs) aparecem sobrepostas na regiao entre
1480 — 1350 cm™, o que fica dificil de avaliar a interacdo dos cations metalicos
com o triazeno. Essa ligacdo do triazeno com cation metalico, segundo a
literatura, seria evidenciada pelo deslocamento de banda para o menor
comprimento de onda devido a formacao de ligacdo covalente com o metal e a
transferéncia de elétrons do ligante para o metal por meio de ligacdo covalente
(ANBINDER et al., 2019; KULKARNI et al., 2020).

Estudos de FT-IV em suportes de quitosana modificados demonstram
variagbes entre as bandas como deslocamentos na regido de 1610 cm
(ANBINDER et al., 2019) e 1498 cm* (KULKARNI et al., 2020) como evidéncia
da interacdo do cobre (II) com o grupo amino da quitosana. Além disso, estudos
também evidenciam a interacéo do cobalto (II) com o grupo amino na regiao de
1598 cm (ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020).

Cabe ainda salientar que com o aumento da concentracdo dos cations

metalicos os deslocamentos tornam-se mais evidentes (Tabela 35).
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Tabela 35 — Principais bandas na regido do infravermelho para as amostras de quitosana

e produtos inéditos em pd, filmes de quitosana e quitosana modificada e filmes de quitosana em

presenca de Cu(ll) e Co(ll).

Atribuicdes e nimero de onda (cm™)

Amostras
v[-OH] V[-CH] v[C=0] J3[N—H] J[CH3s] v-C-N=N- v[-C-O-C-]
DSon 3450 2933 1654 1564 1427 1080
COoM 3445 2920 1657 1553 1421 1083
C-02 3477 2905 1651 1578 1483 — 1346 1076
C-01 3472 2898 1655 1570 1475 - 1354 1080
F-DSgn 3440 2927 1640 1554 1420 1064
F-COM 3450 2920 1650 1550 1427 1068
F-DSgn/C-02 3450 2920 1639 1560 1470 — 1355 1066
F-COM/C-01 3445 2920 1650 1550 1470 — 1355 1068
F-DSen/Cu” -——- 2930 1642 1538 1410 1058
F-DSon /CuB -——- 2930 1642 1538 1410 1067
F-DSon/Co* 3445 2930 1640 1542 1412 ---- 1065
F-DSon/CoB 3445 2930 1640 1542 1412 ---- 1065
F-DSon/C-02/Cu” ---- - 1640 1544 1470 — 1345 1065
F-DSon/C-02/CuB ---- 2937 1650 1544 1470 — 1345 1062
F-DSgon/C-02/Co” 2937 1639 1542 1470 — 1345 1065
F-DSon/C-02/CoB 3445 1650 1544 1470 — 1345 1065
F-COM/Cu” e 1544 1418 1067
F-COM/Cu® e 2937 1545 1415 1058
F-COM/Co? 3442 2933 1637 1555 1415 1065
F-COM/Co® 2898 1631 1557 1418 1060
F-COM/C-01/Cu* 3445 2935 1642 1548 1409 — 1380 1060
F-COM/C-01/CuB ---- 1647 1541 1409 — 1380 1058
F-COM/C-01/Co* 2925 1646 1548 1409 — 1380 1064
F-COM/C-01/CoB ---- 1640 1541 1409 — 1380 1061

A= 0,005 mol.Lt. B= 0,05 mol.L?

2.3.1.3

Espectroscopia na regiao do ultravioleta (UV-Vis)

As solugdes filmogénicas de F-DSon/C-02 e F-COM/C-01 apresentaram

maior intensidade nas bandas em comparacdo aquelas observadas para os

filmes F-DSon e F-COM, partindo de mesma concentracdo, provavelmente

devido a presenca do grupo triazeno modificador. Os espectros de absorgao

obtidos séo relatados como caracteristicos para a quitosana (AHMAD et al.,
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2019; ANBINDER et al., 2019; WANG, 2018). A quitosana pura apresenta banda
na regido de 200-300, caracteristica de molécula saturada e transicdo do tipo
0—0*. Ja os filmes de quitosana modificados apés a insercao do produto inédito
(C-01 e C-02), apresentaram ombros na regido de 300 — 309 nm que pode ser
atribuido a transicdo do tipo n— T*, que € caracteristico de compostos azo
confirmando sua presenca nos filmes modificados (Figura 36) (SKOOG;
HOLLER; NILMAN, 2009).

@

Absorbancia (u.a.)
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Figura 36 — Espectros de UV-Vis das solu¢des filmogénica de quitosana F-DSon (azul) e
F-COM (preto), F-DSan/C-02 (ciano), F-COM/C-01 (verde).

2.3.1.4 Medidas termogravimétricas (TGA/DTG)

A analise térmica dos produtos inéditos em p6 (C-01, C-02) foi comparada
as suas respectivas amostras de quitosana de partida, em p0, (DSon, COM) (
Figura 37 — 40 e Tabela 36). E observada diferenca no perfil térmico para os
compostos sintetizados (C-01 e C-02), comprovando sua sintese com sucesso
e evidenciando sua maior estabilidade térmica pela maior presenca de residuo
ao final da faixa de aquecimento.

Os termogramas de TGA (Figura 38) mostram praticamente 0 mesmo
perfil térmico para os filmes de quitosana puros e aqueles com a insercéo de C-
01 e C-02. A temperatura maxima de degradacao dos filmes, observada no
termograma de DTG, também mostra essa similaridade. A literatura relata
termogramas semelhantes a esses obtidos para filmes de quitosana, variando é
claro, conforme a modificacdo proposta (FRICK et al., 2017, PRIYADARSHI et
al., 2018).
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Figura 37 — Termogramas TGA (esquerda) e DTG (direita) das amostras de quitosana
em poé DSon (vermelho) e COM (preto) e dos produtos inéditos C-02 (laranja) e C-01 (verde).
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Figura 38 — Termogramas TGA (esquerda) e DTG (direita) para os filmes de quitosana
puros F-DS9h (vermelho) e F-COM (preto) e os modificados com o produto inédito F-DS9h/C-02
(laranja) e F-COM/C-01 (verde).

Foi relatado por Frick et al. (2018) uma reducao da temperatura maxima
de degradacao dos filmes de quitosana quando comparado a quitosana em po,
evidenciando uma reducdo da estabilidade térmica da quitosana quando
solubilizada pelo &acido, bem como maior perda de massa na faixa de
temperatura avaliada. Uma leve reducéo na temperatura maxima de degradacao
foi evidenciada nesse estudo apos a modificagdo dos filmes de quitosana com
insercao de C-01 e C-02 (Tabela 36). Estudos sugerem uma leve reducdo na
estabilidade térmica dos filmes de quitosana apos a modificacdo comparado ao
filme de quitosana (AHMAD et al., 2019; FRICK et al., 2018; ZHANG; ZHUANG;
WANG, 2020).
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Os grupos funcionais, amino e hidroxila da quitosana, séo relatados como
0S responsaveis pela estabilidade térmica estrutural dos filmes de quitosana
(ARAMESH; BAGHERI; BILAL, 2021; SHETH et al., 2021; ZHANG; ZHUANG;
WANG, 2020). Neste estudo, a porcentagem residual dos filmes de quitosana F-
DSanhe F-COM (54,37 e 55,15%, respectivamente) foi semelhante aos filmes de
quitosana modificados F-DSen/C-02 e F-COM/C-01 (57,92 e 56,01%,
respectivamente) (Tabela 36).Ficou evidente uma leve reducdo na temperatura
méxima de degradacdo apés a insercdo dos ions Cu(ll) e Co(ll) (Tabela 36 e
Figura 39), sendo que quanto maior a concentracdo do cation metélico, maior foi
a reducédo na temperatura. Estudos relatam reducéo na temperatura maxima de
degradacdo apos a interacéo dos ions Cu(ll) (AHMAD et al., 2019; ANBINDER
et al., 2019) e Co(ll) (NEGM et al., 2015; ZHANG; ZHUANG; WANG, 2020)
atribuidos a interacdo dos ions com os grupos funcionais da quitosana e perda
de estrutura enovelada que garante maior estabilidade térmica.

Nos filmes de quitosana (Figura 39 e Tabela 36) que continham a solucao
metalica em menor concentracédo (0,005 mol.L) de Cu(ll) ou Co(ll), percebeu-
se que o percentual de residuo verificado foi muito proximo ou menor que a
amostra pura, o que pode ser justificado pela interacdo do metal com os sitios
do polimero que provavelmente, promove a quebra das ligacdes
intermoleculares no proprio polimero reduzindo sua estabilidade térmica
resultando em um menor residuo final comparado a amostra pura (NEGM et al.,
2015). Ja com o aumento da concentracdo da solucdo metédlica, como se
esperado, se observa um aumento do percentual de residuo total ao final do

intervalo de aquecimento.
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Figura 39 — Termogramas TGA (esquerda) e DTG (direita). (a) F-DSon — vermelho. (b) F-
DSon/C-02 — laranja. (c) F-COM — preto. (d) F-COM/C-01 — verde). Solu¢des CuSO4 0,005 mol.L-
1 (ciano), CuSO4 0,05 mol.Lt (azul), CoSO4 0,005 mol.Lt (rosa claro), CoSO4 0,05 mol.L?
(magenta).
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Tabela 36 — Resultados de TGA/DTG para a decomposicao térmica das amostras

Perda de
Amostras Minicial (mg) AT (°C)t Tdeg (°C) Residuo (%)
massa (mg)
DSon 5,245 250-450 2,959 314,42 43,58
C-02 6,470 200 — 450 2,612 283,73 55,89
COoM 8,053 250-450 4,736 310,62 41,19
C-01 7,110 200 — 450 2,967 275,08 58,70
F-DSoh 3,830 200 — 450 1,751 297,61 54,37
F-DSon/Cu” 5,228 200 — 450 2,581 295,82 54,16
F-DSgn /CuB 6,124 200 — 450 2,570 276,35 58,05
F-DSen/Co* 7,998 200 — 450 3,570 297,05 55,37
F-DSen/CoB 8,484 200 — 450 3,696 281,52 56,42
F-DSen/C-02 6,666 200 — 450 2,804 295,85 57,93
F-DSon/C-02/Cu” 5,987 200 — 450 2,525 293,62 57,84
F-DSon/C-02/Cu® 3,785 200 — 450 1,519 272,63 59,91
F-DSon/C-02/Co” 5,215 200 — 450 2,165 292,64 58,48
F-DSon/C-02/Co" 3,564 200 — 450 1,499 289,89 57,97
F-COM 7,441 200 — 450 3,337 295,72 55,15
F-COM/Cu? 8,867 200 — 450 4,041 290,88 54,41
F-COM/Cu® 7,110 200 — 450 2,967 275,08 58,70
F-COM/Co* 6,470 200 — 450 2,612 284,73 55,89
F-COM/Co® 6,147 200 — 450 2,572 283,48 58,16
F-COM/C-01 5,272 200 — 450 2,319 292,84 56,01
F-COM/C-01/Cu” 3,900 200 — 450 1,655 290,18 57,56
F-COM/C-01/CuB 2,020 200 — 450 0,847 273,12 58,09
F-COM/C-01/Co* 5,918 200 — 450 2,612 284,73 55,89
F-COM/C-01/Co®B 5,392 200 — 450 2,222 283,01 58,79

A= 0,005 mol.L'* B= 0,05 mol.L!

2.3.1.5 Difracao de raios X (DRX)

Os difratogramas das quitosanas em po e dos filmes sdo mostrados na
(Figura 40). Pode-se observar que os dois picos cristalinos caracteristicos da
quitosana estdo presentes, em 10° e 20° (20) aproximadamente, em
conformidade com a literatura (EL KNIDRI et al., 2016).

O padrédo de DRX dos filmes de quitosana modificados apresenta
alteracOes relativas as mudancas na cristalinidade (Figura 40). A perda de
cristalinidade confirma a inclusdo dos produtos inéditos C-01 e C-02 aos filmes
de quitosana F-DSgan, F-COM formando F-DSon/C-02 e F-COM/C-01. A literatura
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ja relata que a quitosana modificada perde sua cristalinidade original ao formar
os filmes modificados (AHMAD et al., 2019; NATARAJ et al., 2018).

Contagens (u.a.)
Contagens (u.a.)

Figura 40 — Difratogramas. Quitosana em p6 (esquerda): DSon (vermelho) e COM (preto).
; Filmes de quitosana (direita): F-DSon (vermelho) e F-DS9h/C-02 (laranja), F-COM (preto) e F-
COM/C-01 (verde).

Os filmes de quitosana foram caracterizados também apds a incorporacao
dos cétions metalicos Cu(ll) e Co(ll). Ficou nitido, que a presenca desses cations
aumentou ainda mais a contribuicdo do amorfo (Figura 41).

A cristalinidade dos filmes diminuiu conforme a aumenta a reticulagéo dos
filmes, o que esta de acordo com Ahmad et al., 2019, os filmes de quitosana

modificados reduzem a cristalinidade caracteristica ap6s a modificacao.
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Figura 41 — Difratogramas. (a) F-DSen — vermelho. (b) F-COM — preto. (¢) F-DSgn/C-02 -
laranja. (d) F-COM/C-01 — verde. Solugdes metélicas: CuSO4 0,005 mol.L? (ciano), CuSOa4 0,05
mol.L1 (azul), CoSO4 0,005 mol.L? (rosa claro), CoSOa4 0,05 mol.L? (magenta).

2.3.1.6  Microscopia de for¢a atomica (AFM)

As topografias em 3D foram plotadas para uma melhor visualizagdo da
superficie dos filmes, no entanto também foram obtidas imagens por topografia
e deflexdo, e a partir delas foram avaliados os parametros de amplitude da
superficie, como rugosidade quadratica média (RMS), coeficiente de assimetria
(Ssk), coeficiente de curtose (Sk) e a altura maxima (Sz). Esses parametros de
amplitude tridimensionais revelam a complexidade das -caracteristicas
morfoldgicas da superficie.

As imagens de alta resolucdo obtidas indicaram que todas as amostras

apresentaram superficies irregulares. Os picos e vales sao indicados pela
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variacao de cores. Em vales mais profundos o tom tende ao mais escuro e nos
picos maiores o tom tende a cor ouro, na escala da altura z (KIM; WHITE, 2004;
KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; MAHMOUDI et al., 2020; STOICA
et al., 2013).

Este estudo mostra modificagées ocorridas na superficie (Figura 42 — 46,
Tabela 37), contendo os dados do perfil do coeficiente de assimetria e do
coeficiente de curtose junto ao perfil da rugosidade, a altura maxima de pico,
bem como os dados estatisticos de entropia detalhados (BHATT et al., 2017;
SAZANOVA et al., 2016; STOICA et al., 2013; ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019).

A rugosidade quadratica média (RMS) é a média das irregularidades de
altura de uma superficie e a altura maxima (Sz), correspondendo ao valor
absoluto entre os picos mais alto e mais baixo (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016;
BHATT et al, 2017; GADELMAWLA et al., 2002; KLAPETEK; NECAS;
CHRISTOPHER, 2020; MUNZ, 2013; SAZANOVA et al., 2016; STOICA et al.,
2013; YACOOT; KOENDERS, 2008; ZHUANG; ZHONG; ZHAO, 2019). A
entropia (H) revela a riqueza da estrutura na morfologia (textura) que se inter-
relaciona fortemente com os graus de ordem ou desordem na distribuicdo de
altura da estrutura do grdo (ANDRAUD; BEGHDADI; LAFAIT, 1994; KLAPETEK;
NECAS; CHRISTOPHER, 2020; PIASECKI, 2000).

Entre os filmes F-DSgn, F-COM, F-DSon/C-02 e F-COM/C-01 (Figura 42),
o filme F-COM/C-01 apresentou maior altura maxima (Sz) no eixo z de 220,20
nm e, consequentemente, apresentou rugosidade quadratica média maior (RMS)
de 30,59 nm e menor entropia (H) de -17,0259 (Tabela 37). O perfil da topografia
em 3D do filme de quitosana comercial pura (F-COM) apresentou maior
rugosidade que a DSon, No entanto apds a insercao do produto inédito C-01, a
rugosidade do filme F-COM/C-01 aumentou assim como sua altura maxima,
apesar do filme F-COM apresentar mais picos do que vales. Ja o filme de
quitosana modificado com o produto inédito (F-DS¢n/C-02) apresentou maior
rugosidade comparado ao filme (F-DSgon) que 0 originou.

O perfil do coeficiente de assimetria (Ssk) representa o grau de simetria
das alturas da superficie referente ao plano médio. Os dados do perfil do
coeficiente de assimetria (Ssk) obtidos s&o apresentados nas imagens da
superficie dos filmes e (Tabela 37). Nesse sentido, os perfis topograficos dos

filmes F-DSon € F-COM mostraram mais picos do que vales em ambos, com
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coeficiente de assimetria (Ssk) positivo que indica que as superficies possuem
mais picos do que vales (Ssk>0), com destaque para F-COM (KIM; WHITE, 2004;
KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; MAHMOUDI et al., 2020; STOICA
et al., 2013).

O filme de quitosana modificado com produto inédito F-DSon/C-02
apresentou um pico abaixo do plano, e € evidenciado entdo o perfil negativo de
Ssk (Ssk<0) (Tabela 37), pois nele predominam mais vales em um platé mais
suave, demonstrando uma superficie elevada, o que esta em concordancia com
o perfil em 3D apresentado de a cor mais clara da imagem (Figura 42, b). Dentre
os demais filmes, esse filme indica um perfil com mais elevacdes em
concordancia com a variacao de cores, jA que em picos maiores o tom tende a
cor ouro mais clara (KIM; WHITE, 2004; KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER,
2020; MAHMOUDI et al., 2020; STOICA et al., 2013).

O coeficiente de curtose (Sk) mede a pontualidade das alturas do perfil de
linha, descreve a distribuicdo e variacdo dos grdos na superficie e indica a
presenca de picos ou vale que podem ocorrer em uma superficie, visto que
curtose é definida como 0 menor ou maior grau de achatamento na distribuicéo,
limitado pelo valor 3 (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016; HULUBEI et al., 2014,
KIM; WHITE, 2004).

Entre os filmes F-DSgn, F-COM, F-DSgn/C-02 e F-COM/C-01, o coeficiente
de curtose determinado permaneceu superior a 3. O Sk>3 sugere uma superficie
com pouca area acima ou abaixo da altura média, apresentando uma distribuicdo
mais alta e concentrada que a distribuicdo normal, com mais saliéncias
espalhadas na superficie, neste caso a superficie € classificada como
leptocurtica, ou seja, a medida de curtose foi maior que a medida da distribuicdo
normal (BAJPAI; BHATT; KATARE, 2016; HULUBEI et al., 2014; KIM; WHITE,
2004)
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Tabela 37 — Parametros topolégicos das amostras

Coef. de Coef. de

Rugosidade?  Altura Méx. ] ] Entropia (H) *
Amostras assimetria  Curtose
(nm) Sz (hm) (deficit)
(Ssk) (Sk)

F-DSgn 4,87 85,75 1,68 12,26 -17,8514+0,1302
F-DSen_Cu? 4,65 44,54 1,95 6,23 -18,0007+0,0234
F-DSgn_Cu® 19,53 247,07 0,91 6,21 -16,6501+0,3177
F-DSgn_Co* 9,04 2,73 -1,47 2,74 -17,3041+0,2014
F-DSgn_Co® 13,60 360,30 3,157 30,31 -16,9595+0,2749
F-DSon/C-02 3,02 65,36 -0,71 10,81 -18,2834+0,0850

F-DSgn/C-02_Cu” 24,51 278,50 1,87 7,98 -16,2951+0,1897
F-DSgn/C-02_Cu® 12,16 77,95 -0,22 -0,27 -16,8229+0,0169
F-DSgn/C-02_Co* 7,97 128,90 3,18 17,08 -17,6812+0,4527
F-DSgn/C-02_Co® 17,96 318,80 -0,12 6,07 -16,4838+0,0673

F-COM 6,979 69,41 3,43 13,75 -18,102+0,7406
F-COM_Cu# 17,54 180,90 -0,16 2,58 -16,5534+0,1133
F-COM_Cu® 197,00 1070,00 0,06 -0,53 -14,0613+0,0402
F-COM_Co* 9,73 58,22 0,01 -0,26 -17,0401+0,0114
F-COM_Co® 30,49 218,30 1,34 2,04 -16,0578+0,1709
F-COM/C-01 30,59 220,20 2,88 7,46 -17,0259+1,1421

F-COM/C-01_Cu* 5,57 50,62 0,46 0,69 -17,6149+0,0284
F-COM/C-01_Cu® 11,07 82,58 0,16 -0,17 -16,9069+0,0072
F-COM/C-01_Co* 20,44 168,00 1,81 4,39 -16,5589+0,2719
F-COM/C-01_Co® 22,94 194,60 0,19 0,71 -16,1896+-0,018

@ Média quadratica (RMS). A= 0,005 mol.L'1. B = 0,05 mol.L.

Com base no estudo detalhado da topografia da superficie dos filmes F-
DSon, F-COM, F-DSon/C-02 e F-COM/C-01 e da avaliacdo das modificacbes
ocorridas na superficie ap6s a insercdo de ions de Cu (Il) e Co (ll) nos referidos
filmes (Figura 42 a Figura 46, Tabela 37) e dos respectivos parametros
topograficos avaliados, fica evidente que o filme F-COM_Cu®B apresentou maior
altura maxima (Sz) no eixo z de 1070 nm e, consequentemente, apresentou
rugosidade quadratica média maior (RMS) de 197 nm e menor entropia (H) de -
14,0613 (Figura 44, “c” e Tabela 37). E possivel perceber nos dados da
superficie do filme F-COM_CuB, que o perfil resultante do coeficiente de
assimetria foi (Ssk = 0,06) (Ssk>0) indica um perfil com mais picos do que vales,

também confirmado pela variacéo de cor, em que os picos predominam quando
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o tom tende a cor mais clara, na escala da altura z (KIM; WHITE, 2004;
KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; MAHMOUDI et al., 2020; STOICA
et al., 2013). A maior rugosidade observada para F-COM_CuB pode estar
associada a menor desordem (entropia) na morfologia. Ja o perfil resultante do
coeficiente de curtose (Sk) apresentou valor negativo (Sk =-0,53), o que confirma
se tratar de distribuicbes esparsas relacionadas a superficies altamente
irregulares podendo apresentar agrupamento de graos. Distribuicdes irregulares
semelhantes sdo relatadas na literatura em estudos que envolvem quitosana
(BHATT et al., 2017; FIORI; ROSSI, 2004). Vale destacar que perfil resultante
do coeficiente de curtose (Sk < 3) foi evidenciado para os filmes F-DS9h_Co*
(2,74), F-COM_Cu* (2,58), F-COM_Co®? (2,04), F-COM/C-01_Cu* (0,69), F-
COM/C-01_Co® (0,71), o que indica uma superficie platictrtica com morfologia
mais uniforme de picos e vales em relagdo a altura média (BAJPAI, BHATT;
KATARE, 2016; HULUBEI et al., 2014; KIM; WHITE, 2004).

A entropia (H) estad intimamente associada ao fator de rugosidade
quadratica média (RMS) que é o desvio padrao da distribuicdo das alturas da
superficie (KLAPETEK; NECAS; CHRISTOPHER, 2020; PIASECKI, 2000). A
diferenca entre esse valor maximo e a entropia estimada é exibida como déficit
de entropia, que por definicdo, é sempre positivo (vai além de questdes
numeéricas) e as entropias sdo exibidas sem unidade, pois sdo quantidades
logaritmicas (ANDRAUD; BEGHDADI; LAFAIT, 1994; KLAPETEK; NECAS;
CHRISTOPHER, 2020; PIASECKI, 2000).

A partir dos parametros topoldgicos apresentados (Tabela 37), € possivel
observar que a medida que a rugosidade aumenta em cada amostra, a entropia
diminui. Como ja foi destacado no estudo do processo de sintese de quitosana,
no capitulo 1. Os parametros entropia (H) e rugosidade quadréatica média (RMS)
sao inversamente proporcionais, quanto maior o valor de RMS, menor a entropia
e menor sera a complexidade da imagem. Em contrapartida, o filme F-DSgn/C-
02 obteve a menor rugosidade entre todas as amostras resultando em uma

entropia maior e maior complexidade de imagem.
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Um estudo comparativo entre o parametro de rugosidade quadratica
meédia (RMS) e o parametro espacial entropia (H) € importante no sentido de
observar as variacdes desses parametros para cada filme (Figura 47). A variacédo
dos parametros RMS e H, no que diz respeito a estrutura dos filmes,
apresentaram variacoes insignificantes entre a rugosidade e a entropia para 0s
filmes F-DSon/C-02 e F-COM_CuB, o que pode indicar uma menor diversidade
no relevo da superficie (Figura 47). Uma proximidade relativa entre RMS e H
também é observada nos filmes de quitosana puros F-DSgon, F-COM e no filme
de quitosana sintetizada ap6s insercédo do ion Cu (Il) 0,005 mol.L* (F-DSon_Cu?).
Para os demais filmes, sdo observados uma tendéncia semelhante, seguindo

uma variacao inversa entre entropia e rugosidade (Figura 47).
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Figura 47 — Variagao inversa dos parametros rugosidade (m) e entropia (e), da superficie
dos filmes representada no eixo y e eixo z, respectivamente.

2.3.1.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de

energia dispersiva (EDS)

As analises por MEV/EDS propiciaram a avaliagdo da microestrutura
superficial das amostras de quitosana em p6 (DSon, COM) comparativamente ao
produto inédito (C-02, C-01) (Figura 48, Tabela 38).
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Figura 48 — Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS
(Intensidade cps eV1) versus energia (keV) das amostras de quitosana em p6 DSen (a), COM (b)
e dos produtos inéditos C-02 (c), C-01 (d).
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Tabela 38 — Analise semiquantitativa do percentual atbmico

Composicédo (%) DSon C-02 COM C-01
C 32,88+0,33 22,4940,31 35,61+0,53 24,04+0,32
N 8,20+0,84 15,42+0,41 7,81+2,08 11,58+0,32
o) 56,45+0,80 55,49+0,68 52,67+0,95 55,01+0,79
Na 0,41+0,09 4,76x0,24 0,39+0,11 5,75%0,14
Au 2,06+0,06 1,84+0,06 3,62+0,09 3,62+0,07

As micrografias apresentaram uma morfologia mais lisa e homogénea
para as amostras em p6 de quitosanas DSon € COM (Figura 48), 0 que esta de
acordo com a literatura (EL KNIDRI et al., 2016; KUMARI et al., 2017; SHETH et
al., 2021). Os produtos inéditos apresentaram variacbes na aparéncia da
superficie. Para o C-02 observa-se uma aparéncia fibrosa, enquanto o C-01
revela uma aparéncia fraturada (Figura 48), fato que pode ter relacdo com a
caracteristica da amostra de quitosana utilizada para sua sintese, para o C-01
foi utilizada a amostra comercial que € pulverizada e para o C-02 a quitosana
sintetizada DSon que apresenta-se na forma de escamas.

Os dados da espectroscopia de EDS (Tabela 38) identificaram os atomos
de C, N e O, que séo os principais elementos da quitosana, o que esta de acordo
com a literatura (EL KNIDRI et al., 2016; HOMEZ-JARA et al., 2018; KUMARI et
al., 2017; SOON et al., 2018).

Cabe ainda ressaltar que um maior percentual atbmico do atomo de
nitrogénio foi identificado para os produtos inéditos C-01 (11,58%) e C-02
(15,42%), comparado as quitosanas DSgn (8,20%) e COM (7,81%), justificado
pela insercdo de grupos triazenos a quitosana com adicdo de NaNO: para a
diazotacdo e neutralizagdo com NH4OH durante a sintese. O aumento no
percentual de sédio em C-01 e C-02 de (5,75; 4,76%) comparado ao pé de
guitosana COM e DS9h de (0,39; 0,41%) também foi observado.

Micrografias também foram obtidas para os filmes de quitosana puros (F-
DSan, F-COM) e filmes de quitosana modificados com o produto inédito (F-
DSon/C-02, F-COM/C-01) (Figura 49).
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Figura 49 — Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS
Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS (Intensidade (cps eV?) versus
energia (keV) dos filmes de quitosana puros F-DSen (a), F-COM (b), F-DSon/C-02 (c), F-COM/C-
01 (d).

As micrografias dos filmes de quitosana (Figura 49) puros F-DSon € F-
COM apresentaram uma aparéncia mais lisa e homogénea comparado aos
filmes modificados F-DS¢n/C-02, F-COM/C-01 o que esta de acordo com a
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literatura ao comparar filmes puros e modificados (PRIYADARSHI et al., 2018;
TANG et al., 2021). A morfologia da superficie dos filmes de quitosana é relatada
na literatura com uma morfologia uniforme e homogénea (HOMEZ-JARA et al.,
2018; PRIYADARSHI et al., 2018). A presenca de pequenas particulas sélidas
pode ser observada na superficie dos filmes modificados com o produto inédito
F-DSon/C-02, F-COM/C-01.

Comparando as micrografias dos filmes de quitosanas puros F-DSoh, F-
COM (Figura 49) com os respectivos produtos em p6 DSonh € COM (Figura 48),
fica evidente que os filmes de quitosana compdem uma morfologia mais lisa e
homogénea (HOMEZ-JARA et al., 2018; KUMARI et al., 2017).

Os espectros de EDS permitem evidenciar uma reducédo no percentual
atdomico do nitrogénio em F-COM e F-DSgr em comparacao com as amostras de
quitosana na forma de pé COM e DSoh (Tabela 39). Essa reducao € justificada
pois na formacdo do filme, ocorre o processo de reticulacdo das cadeias
poliméricas da quitosana com a insercao de acido acético, com a funcao de unir
suas cadeias gerando uma rede polimérica (FRICK et al., 2018; HOMEZ-JARA
et al., 2018; SIVASELVI; GHOSH, 2017). Além disso, pode-se destacar que 0
aumento de N% em F-DSgn/C-02 e F-COM/C-01 em comparacédo a F-DSoh € F-
COM comprova a insercdo dos compostos triazenos nos respectivos filmes.

Outro destaque percebido foi 0 aumento no percentual atdmico do atomo
de sddio ap6s a formacao dos filmes modificados F-DSon/C-02 e F-COM/C-01
(1,82; 2,36%) comparados aos filmes F-DSon € F-COM (0,49; 0,44%). Fato
também justificado pela presenca de C-01 e C-02. Apesar disso, nao foi
identificado sédio em nenhum dos filmes F-COM/C-01/CuB, F-DSon/C-02/CuB, F-
COM/C-01/CoB, F-DSon/C-02/Co8, isto é, quando os cations Cu (ll) e Co (II)
forma inseridos na concentracdo de 0,05 mol.L. Isso mostra o deslocamento
dos céations alcalinos Na* (duros) pelos céations de transicdo Cu?* e Co?* na
ligagdo pelos sitios da quitosana modificada, evidenciando maior afinidade
desses sitios por cations de transicdo mais moles.

A analise de EDS permitiu evidenciar qualitativamente o percentual
atdmico dos ions metalicos Cu (Il) e Co (Il) inseridos nos filmes de quitosana
(Tabela 39) (KARAER; KAYA, 2017; KULKARNI et al., 2020; MILOSAVLJEVIC
et al., 2011; SAHEBJAMEE et al., 2019; TANG et al., 2021)(WANG, 2018).



Tabela 39 — Andlise semiquantitativa do percentual atbmico por EDS.

Composicéo (%)

Amostras
C N ] Na Au Co Cu
F-DSen 29,34+0,45 5,49+0,21 58,91+0,93 0,49+0,11 5,77+0,12 - -
F-DSgn/CUA 29,10+0,35 12,22+0,95 57,09+0,82 0,46+0,08 0,86+0,05 - 0,27
F-DSen/CuB 28,89+0,35 12,57+0,88 55,11+0,79 - 0,62+0,04 - 2,81+0,12
F-DSgn/CoA 28,22+0,36 11,67+0,97 58,28+0,86 0,59+0,07 0,97+0,04 0,27+0,15 -
F-DSgn/CoB 28,63+0,42 12,14+0,92 55,90+0,95 - 2,31+0,16 2,02+0,21 --
F-DSoh/C-02 28,77+0,34 12,75+0,85 55,00+0,78 1,82+0,1 1,65+0,06 - -
F-DSe,/C-02/CuA 27,07+0,40 10,81+1,16 59,51+0,98 0,92+0,16 1,28+0,07 - 0,42+0,11
F-DSen/C-02/CuB 23,98+0,11 10,54+0,99 61,60+0,95 - 1,31+0,06 - 2,57+0,16
F-DSen/C-02/CoA 27,93+0,36 12,22+0,96 57,44+0,86 0,69+0,11 1,43+0,06 0,2940,10 -
F-DSgn/C-02/CoB 23,84+0,32 10,23+0,82 61,49+0,91 - 0,97+0,07 3,47+0,28 --
F-COM 28,93+0,44 5,77+0,12 60,71+0,90 0,44+0,10 4,15+0,10 - --
F-COM/CuA 26,61+0,34 12,75+0,91 59,25+0,81 0,38+0,09 0,83+0,05 - 0,18+0,06
F-COM/Cu®B 25,22+0,37 10,70+0,99 60,74+0,93 - 1,09+0,05 - 2,25+0,14
F-COM/CoA 26,64+0,42 10,97+0,95 60,68+1,09 0,27+0,07 1,22+0,06 0,22+0,10 -
F-COM/CoB 24,87+0,43 9,85+1,05 61,44+1,16 - 1,05+0,06 2,78+0,26 -
F-COM/C-01 29,09+0,34 10,71+0,85 56,11+0,77 2,36+0,11 1,73+0,06 - --
F-COM/C-01/Cu? 30,14+0,34 13,24+0,88 54,65+0,77 1,09+0,08 0,54+0,03 - 0,34+0,09
F-COM/C-01/Cu® 24,34+0,34 11,01+0,90 61,63+0,89 - 0,50+0,06 - 2,51+0,14
F-COM/C-01/CoA 26,99+0,34 11,82+0,91 58,38+0,89 0,79+0,07 1,04+0,04 0,98+0,14 -
F-COM/C-01/CoB 24,41+0,38 10,35+1,02 61,46+1,06 - 0,64+0,08 3,13+0,35 -

202
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As caracteristicas morfolégicas gerais da superficie dos filmes também
foram investigadas para avaliar a influéncia da modificacdo quimica e insercéo
dos ions Cu(ll) e Co(ll) nas concentracdes de 0,005 mol.L* (A) e 0,05 mol.L (B)
(Figuras 50-53). No geral € observada menor homogeneidade de superficie a
medida que os cations sédo adicionados aos filmes F-DSgnh, F-COM, F-DSon/C-02
e F-COM/C-01, sendo que quanto maior a concentracao de Cu(ll) ou Co(ll),
menor é a homogeneidade da superficie. E possivel observar que nos filmes que
contém os triazenos C-01 e C-02 (F-DSon/C-02 e F-COM/C-01) as
irregularidades de superficie sdo maiores na presenca dos cétions Cu(ll) e Co(ll)
do que nos filmes F-DS¢h € F-COM. No entanto essas superficies parecem ser
mais organizadas, o que indica incremento no tipo de interacdo metal-ligante,
neste caso o incremento da complexagéo triazeno-Cu(ll) ou triazeno-Co(ll), além
da interac@o esperada dos cations metalicos com os grupos hidroxila e amino da
quitosana, lembrando que somente interacdes metal-nitrogénio foram

claramente evidenciadas por meio do FT-IV.
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Figura 50 — Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS
Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS (Intensidade (cps eV-1) versus
energia (keV) dos filmes F-DSen (a), F-DSon/Cu? (b), F-DSen/CuB (c), F-DSen/Co* (d), F-DSon/CoB

(e)
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Figura 51 — Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS
Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS (Intensidade (cps eV-1) versus
energia (keV) dos filmes F-COM (a), F-COM/Cu” (b), F-COM/CuB (c), F-COM/Co* (d), F-
COM/Cc® (e)
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Figura 52 — Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS
Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS (Intensidade (cps eV1) versus
energia (keV) dos filmes F-DSen/C-02 (&), F-DSon/C-02 /Cu” (b), F-DSgn/C-02 /Cu® (c), F-DSen/C-
02/Co* (d) F-DSgn/C-02/Co" (e)
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Micrografias com magnitude de 2000x (10um) e espectros de EDS (Intensidade (cps eV1) versus
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A comparacao de micrografias de MEV e imagens de AFM fornecem
dados interessantes, tais como a presenca de linhas na superficie dos filmes
(Figuras 54 — 58) devido a reticulacéo das fibras poliméricas. Aléem da evidéncia

de poros na superficie que fornecem sitios ativos para os metais Cu (ll) e Co (ll).

Figura 54 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias
(esquerda) e AFM representando as imagens por deflexdo (centro) e topografia (direita) dos
filmes F-DSan (a), F-COM (b), F-DSen/C-02 (c) e F-COM/C-01 (d).
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Figura 55 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias
(esquerda) e AFM representando as imagens por deflexdo (centro) e topografia (direita) dos
filmes F-DSon (a), F-DSen/Cu? (b), F-DSen/CuB (c), F-DSon/Co” (d), F-DSon/CoB (e).
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Figura 56 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias
(esquerda) e AFM representando as imagens por deflexdo (centro) e topografia (direita) dos
filmes F-COM (a), F-COM/Cu* (b), F-COM/Cu® (c), F-COM/Co* (d), F-COM/Co® (e).
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Figura 57 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias
(esquerda) e AFM representando as imagens por deflexdo (centro) e topografia (direita) dos
filmes F-DSon/C-02 (a), F-DSon/C-02/Cu? (b), F-DSen/C-02/CuB (c), F-DSon/C-02/Co* (d), F-
DSen/C-02/CoB (e).
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Figura 58 — Imagens comparativas obtidas por MEV representando as micrografias
(esquerda) e AFM representando as imagens por deflexdo (centro) e topografia (direita) dos
filmes F-COM/C-01 (a), F-COM/C-01/CuA (b), F-COM/C-01/CuB (c), F-COM/C-01/CoA (d), F-
COM/C-01.
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2.3.1.8 Analise Mecéanico-Dinamica (AMD)

O ensaio de tracdo dos filmes de quitosana puros (F-DSon, F-COM) e
modificados (F-DSon/C-02, F-COM/C-01) avaliaram sua capacidade de
resisténcia mecanica (Figura 59).
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Figura 59 — Curvas do ensaio de tragdo dos filmes de quitosana F-DSen (vermelho), F-
DSon/C-02 (laranja), F-COM (preto) e F-COM/C-01 (verde).

A tensao de ruptura € demonstrada na Figura 59. Os filmes de quitosana
modificados com o produto inédito (F-DSen/C-02, F-COM/C-01) ndo romperam
para essa faixa de ensaio especificamente, mostrando-se mais resistentes a taxa
de aplicacao de forca de 3 N/min até atingir a capacidade do equipamento, forca
méaxima de 18 N. Dessa maneira fica evidente que a modificacdo na quitosana
pela insercao de C-01 e C-02 contribuiu com a reticulacdo do material e sua
resisténcia. Como o filme F-COM/C-01 suportou maior tensdo sem se romper
até a forca de 18N, pode ser considerado o mais elastico entre eles.

Os filmes de quitosana F-DSon, F-COM apresentaram deformacgéo
semelhante, no entanto F-COM apresentou maior tenséo a ruptura comparado
ao F-DSon. A tensdo de ruptura € determinada pela resisténcia do material
quando submetido a tracdo até o momento de sua ruptura, ou seja, a forca
necessaria para rompé-lo quando aplicada uma tensdo (CANEVAROLO, 2007).

O comportamento demonstrado pelas curvas de tracao (Figuras 60-61)
esta de acordo com os resultados obtidos pelo calculo do mdédulo de elasticidade
(E), de acordo com a norma ASTM-E111 (1997) (Tabela 40). Os maiores valores
de elasticidade sao dados para os filmes que sofreram a maior deformacao antes

de romperem ou aos que nao romperam nas condi¢des avaliadas.
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O mdédulo de elasticidade obtido para os filmes de quitosana sintetizada
(F-DSon) e quitosana comercial (F-COM) foram de 1033,48+85,52 MPa e
1153,93+60,82 MPa, respectivamente. O que estd em concordancia com os
relatados por Frick et al. (2018), que avaliaram as propriedades mecanicas de
filmes de quitosana modificados e utilizaram como amostra controle um filme de
quitosana puro com modulo de elasticidade de 1133+187 MPa. Ja os filmes de
quitosana modificados com o produto inédito, (F-DSen/C-02, F-COM/C-01)
propostos nesse estudo ndo romperam apresentando-se maior resisténcia e
modulo de elasticidade (Tabela 40, Figura 59), superando as propriedades
mecanicas dos filmes de quitosana puro com potencial promissor para producao
de filmes de revestimento e podem ser avaliados em estudos futuros.

O mdédulo de elasticidade mede a rigidez do material, quanto maior o seu
valor, mais rigido e resistente o material se apresenta. Os filmes de quitosana
(F-DSoh, F-DSon/C-02, F-COM e F-COM/C-01) mostraram maior resisténcia
comparados aos filmes com os ions metalicos inseridos.

Os ensaios de tracdo com os filmes formados pela insercdo dos ions
Cu(ll) e Co(ll), nas concentracdes de 0,005 mol.Lt e 0,05 mol.L? , mostram
menor resisténcia a ruptura que os filmes sem céations metélicos. Quanto maior
a concentracdo do cation Co(ll), menor é a resisténcia dos filmes (Figura 60),
dessa maneira € evidente que a presenca dos ions metalicos abala a
organizacéao polimérica do material, diminuindo sua resisténcia.

Assim, pode ser observado que a insercao dos cations Co(ll) (Figura 60)
e Cu(ll) (Figura 61), em menor concentracdo (0,005 mol.L?) resultou em filmes
mais elasticos, de modo a suportar maior tensao até sua ruptura, comparado aos

filmes de maior concentragao.
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Figura 60 — Curvas de tracdo. F-DSon/Co (vermelho), F-DSen/C-02/Co (laranja),
F-COM/Co (preto) e F-COM/C-01/Co (verde). Linha continua = 0,005 mol.L. Linha tracejada =
0,05 mol.L*?
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Figura 61 — Curvas de tracdo. F-DSon/Cu (vermelho), F-DSen/C-02/Cu (laranja),
F-COMI/Cu (preto) e F-COM/C-01/Cu (verde). Linha continua = 0,005 mol.L1. Linha tracejada =
0,05 mol.L1.
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Tabela 40 — Propriedades de tracéo dos ensaios. A = 0,005 mol.L1. B = 0,05 mol.L.

Tenséo de ruptura* Maodulo de
Filmes Deformagéo* (%)
(MPa) elasticidade* (MPa)

F-DSgon 12,48+1,02 1033,48+85,52 8,511+0,157
F-DSen/Cu” 16,7240,41 944,37+55,97 2,497+0,135
F-DSen/CuB 16,39+0,82 873,65+51,23 1,587+0,270
F-DSgn/Co* 28,04+1,01 827,19+55,47 2,476+0,352
F-DSon/CoB 17,38+0,52 773,75+£51,08 1,499+0,291
F-DSen/C-02 8,051+0,40 1139,29+10,74 --

F-DSon/C-02/Cu” 17,23+0,51 580,83+31,56 2,524+0,114
F-DS9h/C-02/CuB 11,55+0,47 546,89+30,47 1,479+0,255
F-DS9h/C-02/CoA 23,51+1,07 748,77+51,23 2,382+0,085
F-DS9h/C-02/CoB 8,23+0,43 721,69+77,46 1,254+0,128

F-COM 21,42+0,69 1153,93+60,82 8,434+0,007
F-COM/Cu# 13,04+0,69 560,35+31,72 2,630,064
F-COM/CuB 13,34+0,99 550,44+52,23 1,159+0,157
F-COM/Co* 13,22+1,23 744,49+93,90 2,459+0,333
F-COM/CoB 11,77+0,35 709,54+89,52 1,154+0,246
F-COM/C01 10,4+0,90 1189,74+72,17 --

F-COM/C-01/Cu” 18,45+0,85 676,94+75,74 2,589+0,094
F-COM/C-01/CuB 11,36+1,17 622,81+74,91 1,535+0,205
F-COM/C01/Co” 17,36+0,50 732,05+31,14 2,175+0,015
F-COM/C01/CoB 28,08+0,77 655,36+57,43 1,499+0,078

*Dados médios das triplicatas

Na revisao da literatura ndo foram evidenciados estudos das propriedades

mecanicas de filmes de quitosana com insercédo de céations metalicos e nem de

filmes de quitosana com semelhante modificacdo a deste trabalho.

O mddulo de elasticidade mede a rigidez do material, quanto maior o seu

valor, mais rigido e resistente o material se apresenta (FRICK et al., 2018). Os
filmes de quitosana (F-DSonh, F-DSon/C-02, F-COM e F-COM/C-01) mostraram

maior resisténcia comparados aos filmes com os ions metalicos inseridos Figura

62.
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Figura 62 — Diagrama representando o médulo de elasticidade dos filmes. Destaque para
os filmes de quitosana puros e modificados F-DSen (vermelho), F-DSon/C-02 (laranja), F-COM
(preto) e F-COM/C-01 (verde).

Mddulo de elasticidade (MPa)

Em geral, estudos de propriedades mecéanicas de filmes poliméricos
envolvem testes de resisténcia comparativamente a polimeros sintéticos, neste
trabalho o foco sdo polimeros naturais, numa perspectiva eco-sustentavel de
substituicdo de polimeros sintéticos, como relata a literatura (FRICK et al., 2018;
HOMEZ-JARA et al.,, 2018; NATARAJ et al., 2018). Nesse sentido, as
propriedades mecanicas sdo de grande importancia e de interesse cientifico e
tecnologico, devido aos requisitos e/ou exigéncias que os diversos polimeros

existentes devem atender na maior parte das suas aplicacdes.

2.3.2 Aplicacdes

2.3.2.1 Avaliacdo do potencial antifungico

O potencial de toxicidade das amostras (Tabela 41) foi avaliado contra
estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo Colletotrichum gloeosporioides,
com base em bioensaio in vitro destinado a avaliar a inibicdo do crescimento

fungico e da esporulacéo, respectivamente.
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Tabela 41 — Descricdo das amostras avaliadas

Amostras Descricéo”

F-DSgn Solucéo filmogénica
C-02 Pé dissolvido em solugéo
F-DSen/C-02 Solucéo filmogénica
F-COM Solucéo filmogénica
C-01 P6 dissolvido em solucéo
F-COM/C-01 Solucéo filmogénica

* Solucdes preparadas em acido acético 0,25% por ndo ser toxico as plantas hospedeiras do
fungo segundo a literatura (FRAGUAS et al., 2015)

Nas placas de cultura, de acordo com o que foi descrito na metodologia,
foram realizadas avaliacdes por medicfes diarias do diametro das coldénias em
dois eixos ortogonais. As avaliagdes do crescimento micelial (fase vegetativa)
cessaram no terceiro dia, quando as coldnias fungicas em desenvolvimento no
controle negativo (agua esterilizada) atingiram 2/3 da superficie total do meio de
cultivo. E possivel perceber que todas as amostras avaliadas mostraram
resultados muito préximos entre si e proximos do controle negativo (Figura 63),
portanto n&do revelaram nenhum resultado significativo de inibicdo do
crescimento micelial, ou seja, de inibicdo da fase vegetativa do fungo

Colletotrichum gloeosporioides.
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Figura 63 — Média do crescimento micelial, a partir de 24h de incubacgéo até 72 h (terceiro
dia) para as amostras F-DSqh, C-02, F-DSqn/C-02, F-COM, C-01, F-COM/C-01. Controle negativo
indicado em azul.
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Apods o crescimento micelial, o fungo entra na fase reprodutiva e libera os
esporos. Nesse sentido, ficou evidente a acao contra os esporos do fungo, por
parte da solucéo filmogénica F-COM, indicando reducéo de 23,03% (Tabela 42)
comparado ao controle negativo, estando de acordo com o que é apontado na
literatura a quitosana tem apresenta atividade antifungica (GOY; DE BRITTO;
ASSIS, 2009; NASCIMENTO et al., 2020).

Ja as solucdes filmogénicas e solugcdes que continham os compostos
inéditos C-01 e C-02 estimularam a esporulacéo, o que pode ser justificado pelo
aumento na quantidade de nitrogénio disponivel proveniente do triazeno (-
N=N=N(H)-) e dos reagentes utilizados NaNO2 e NH4OH . Com destaque para a
acao estimulante de 30,5% de C-02 e de 12,3% de F-DSon/C-02. Além do
aumento da presenca de N, houve também o aumento da presenca de Na, o que
foi comprovado pela andlise de EDS, sendo que esse aumento também pode
resultar em estimulo a esporulacao.

Nesse contexto, vale ainda ressaltar que comparando a acdo dos
compostos inéditos puros C-01 e C-02 aos filmes e F-COM/C-01 e F-DSon/C-02
foi possivel evidenciar que a reducao no estimulo a esporulagéo tem relacdo com
a insercdo de quitosana as amostras, que por sua vez apresenta acao
antifangica contra o fungo Colletotrichum gloeosporioides ja descrito na literatura
(BAUTISTA-BANOS et al., 2003; EL GHAOUTH et al., 1994; GOY; DE BRITTO;
ASSIS, 2009; NASCIMENTO et al., 2020).

O solvente (solucéo de acido acético) foi avaliado em duas concentracdes
(0,25% e 3%). O solvente acido acético 3% foi utilizado na confeccédo dos filmes
do Capitulo 2 e essa concentracao impediu o crescimento fungico, no entanto
concentracdes desse padrdo ndo sdo utilizadas por serem, também, toxicas as
plantas, nesse caso as goiabeiras hospedeiras do fungo em questdo. Por essa
razdo o solvente adotado na avaliagdo antifungica foi solugcdo aquosa de &cido
acético 0,25%, que ndo mostrou toxicidade fungica se comparado a
concentracdo de 3% e nem as plantas, sendo que essa concentracao ja €

descrita na literatura para experimentos com plantas (FRAGUAS et al., 2015).
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Tabela 42 — Esporulacéo de C. gloeosporioides

Amostras Esporulacéo (esporos/mL)P Inibic&o (%)
Controle negativo* 154,60 + 31,39 0
F-COM 119,00 + 29,88 23,03}
F-COM/C-01 159,80 + 24,24 3,361
C-01 169,40 + 24,86 9,571
F-DSon 136,60 + 23,41 11,64|
F-DSan/C-02 173,20 + 32,58 12,031
C-02 201,08 + 17,25 30,51
AAC 0,25% 134,40 + 34,29 13,07}
AAC 3% 0 0

*Agua estéril

2.3.2.2 Avaliagao da adsorgéo de Cu(ll) e Co(ll)

As curvas de calibracdo para as solugdes aquosas de CuSO4 e CoSOs,
em diferentes concentracfes, foram construidas com base no espectro de
absorcéo na faixa de 500 — 1000 nm para o Cu(ll) (ANBINDER et al., 2019) e de
400 — 600 nm para o Co(ll) (NEGM et al., 2015) (Figura 64) e com base nos
ajustes lineares dos dados experimentais obtidos para construcéo da curva de

calibracao (Figura 65 e Tabela 43).

2,0 1,0

08 [
15F

0,6
10

Absorcéao (u.a.)
Absorcgéo (u.a.)

05 |

02

0,0 1 1 1 1
500 600 700 800 900 1000 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Comprimento de onda (nm)

Figura 64 — Espectros de absor¢cdo no UV-Vis solu¢cfes aquosas de CuSOa4 (esquerda)
e CoSOs (direita). Concentracdo 0,1 mol.L'? (verde), 0,075 mol.L"? (ciano), 0,05 mol.L?
(magenta) e 0,025 mol.L (preto).
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Figura 65 — Ajuste linear da curva de calibracdo solu¢des aquosas de CuSO4 (esquerda)
relativo a 800 nm e de CoSOq (direita) realtivo & 520 nm.

Tabela 43 — Dados das curvas de calibrac@o das solu¢des metalicas utilizadas no estudo
de adsorcéo

Metais Ajuste linear R2
Cu?* Y =0,00104 x + 0,3355 0,9994
Co?* Y =0,0038 x + 0,1675 0,9972

A guantidade adsorvida dos ions Cu (Il) e Co (Il) na superficie dos filmes
de quitosana F-DSgh, F-DSon/C-02, F-COM, F-COM/C-01 foi determinada em
funcdo do tempo de contato de cada amostra de filme submersa nas solugdes
contendo os cations metalicos.

A guantidade de ions metalicos adsorvidos por grama de adsorvente (qx)
em funcdo do tempo de contato é representada para Cu?* (Figura 66 e Tabela
44) e Co?* (Figura 67 e Tabela 45) e mostram um aumento constante na
concentragdo dos ions adsorvidos, indicando saturacdo a partir de 12h.

A capacidade de adsorcdo de ions cobre (II) (AHMAD et al., 2019) e
cobalto (I) (ZHANG et al.,, 2020) utilizando quitosana modificada como
adsorvente sao descritas na literatura. A capacidade de adsor¢céo de cobre por
filmes de quitosana puro foram avaliadas por Anbinder et al., (2019) apontando
para um tempo de saturacdo em 12 h.

A adsorcdo é um processo que ocorre em poucas etapas e inclui a
transferéncia de massa da fase de fluido para a superficie do adsorvente atraves
da camada limite, ligando-se aos sitios ativos e difundindo-se nos poros (AHMAD

et al., 2019). O processo de adsor¢do € bastante rapido no inicio devido a um
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namero suficientemente grande de locais ativos vazios e disponiveis para
adsorcao (SHETH et al., 2021).
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Figura 66 — Capacidade de adsorcéo de Cu?* (esquerda) e remocéao percentual de Cu?*
(direita) pelos filmes de quitosana em fung&o do tempo de contato.
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Figura 67 — Capacidade de adsor¢éo de Co?* (esquerda) e remogéao percentual de Co?*
(direita) pelos filmes de quitosana em fung&o do tempo de contato.

A quantidade de ions metdlicos adsorvidos por grama de adsorvente (qr)

em funcdo do tempo de contato sdo representadas, Cu?* (Figura 66 e

Tabela 44) e Co?* (Figura 67 e Tabela 45), indicam um aumento constante na

concentracéo dos ions até a saturagéo, a partir do tempo de contato de 12 h.
A capacidade de adsorcdo de ions cobre (II) (AHMAD et al., 2019) e
cobalto (I) (ZHANG et al.,, 2020) utilizando quitosana modificada como

adsorvente foram avaliadas. A capacidade de adsorcéo de cobre por filmes de

guitosana puro foram avaliadas por Anbinder et al., (2019) apontando para um

tempo de saturacéao apos 12 h.
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A adsorcdo é um processo que ocorre em poucas etapas e inclui a
transferéncia de massa da fase de fluido em massa para a superficie do
adsorvente através da camada limite, ligando-se aos sitios ativos e difusdo nos
poros (AHMAD et al., 2019). O processo de adsorcao é bastante rapido no inicio
devido a um numero suficientemente grande de locais ativos vazios e disponiveis
para adsorcédo (SHETH et al., 2021).

Os filmes de quitosana modificados apresentaram maior capacidade de
adsorcdo de ions Cu?*, comparados aos filmes puros que os originaram,
atingindo até a saturacdo (12 h), capacidade de 133,25 mg.g* (F-DS9h/C-02) e
muito préximo ao F-COM/C-01 que foi de 135,12 mg.g™.

O filme F-COM/C-01 para o ion Co?* apresentou maior capacidade de
adsorcdo atingindo a saturagcdo em 131,54 mg.g! e obteve os melhores
percentuais de remocédo comparado aos demais 48,13% (Cu?*) no equilibrio.

O percentual de remocdo em funcdo do tempo de contato sédo
apresentados, para o Cu*? (Figura 67 e Tabela 44) e Co*? (Figura 68 e Tabela
45), indicam um aumento constante na remoc¢ado dos ions até a saturacédo, a
partir do tempo de contato de 12 h.

Com base no percentual de remocédo do Cu*? e Co*?, Figura 67 e Figura
68, respectivamente, podemos perceber que todos os filmes de quitosana, puros
(F-DSoh e F-COM) e modificados (F-DSen/C-02 e F-COM/C-01) ambos
apresentaram variacdo semelhante na remocéo dos cations Cu*? e Co*2.

No entanto, podemos destacar para a adsor¢do de Cu*?, que o filme de
quitosana modificado F-COM/C-01 removeu 48,13% do cétion, enquanto o filme
puro F-COM foi de 45,13%.

Ja para o Co*?, (Figura 68, Tabela 45), essa tendéncia néo foi observada,
apesar da proximidade do dados obtidos, os filmes puros obtiveram maior

remocao de cétion comparado aos filmes modiciados.
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Amostras/ Tempo (h)

Parédmetros 0,083 0,167 0,25 0,5 1 2 3 4 5 6 12 24 36 48
m (9) 0,0073 0,0078 0,0065 0,0075 0,00712 0,0076 0,0074 0,0075 0,0074 0,0077 0,0072 0,0076 0,0072 0,007
- C (mg.L?) 53,41 51,88 50,53 49,47 47,01 44,66 39,20 38,79 37,21 36,45 35,40 34,47 34,57 34,57
g)» Qt (mg.g?) 57,41 59,61 77,76 71,64 86,07 89,68 114,24 114,36 122,31 120,50 133,25 129,90 136,70 140,61
u Ct (mg.L?) 13,97 15,50 16,85 17,91 20,37 22,72 28,18 28,59 30,17 30,93 31,98 32,91 32,81 32,81
Remocéo (%) 20,73 23,00 25,01 26,58 30,23 33,72 41,82 42,43 44,77 45,90 47,46 48,84 48,69 48,69
m () 0,0076 0,0077 0,0081 0,008 0,0073 0,0078 0,0076 0,0074 0,007 0,0077 0,007 0,007 0,0075 0,0072
8. C (mg.L?) 50,79 49,06 48,20 46,80 45,73 43,63 42,49 40,46 39,41 38,49 37,43 35,69 35,31 35,31
% Qt (mg.g?) 65,49 71,39 71,03 77,18 88,97 91,33 98,25 109,13 119,86 112,56 133,25 135,80 128,29 133,63
8 Ct (mg.L?) 16,59 18,32 19,18 20,58 21,65 23,75 24,89 26,92 27,97 28,89 29,95 31,69 32,07 32,07
. Remocéo (%) 24,62 27,19 28,46 30,55 32,13 35,24 36,94 39,95 41,51 42,88 44,45 47,03 47,60 47,60
m () 0,0083 0,0083 0,0084 0,009 0,0073 0,0067 0,0073 0,0075 0,0066 0,0069 0,0072 0,0074 0,0074 0,0075
= C (mg.L?) 53,99 52,93 52,36 50,76 49,47 4591 44,47 39,28 3764 37,16 3697 36,78 3524 34,95
8 Q: (mg.g?) 48,40 52,22 53,66 63,12 73,60 96,12 94,15 112,40 135,16 131,38 126,70 124,06 130,30 129,71
L Ct (mg.L?) 13,39 14,45 15,02 16,62 17,91 21,47 22,91 28,10 29,74 30,22 30,41 30,60 32,14 32,43
Remocéo (%) 19,87 21,44 22,30 24,67 26,58 31,86 34 41,71 44,13 44,84 45,13 45,42 47,70 48,10
m (g) 0,0083 0,0083 0,0084 0,0079 0,0073 0,0072 0,0073 0,0075 0,0066 0,0070 0,0072 0,0073 0,0074 0,0074
5,‘ C (mg.L?) 55,23 53,85 52,48 50,98 49,82 48,16 46,97 45,24 41,97 36,20 34,95 33,80 33,99 33,98
% Qt (mg.g?) 49,93 48,92 53,21 62,28 72,18 80,07 83,87 88,56 115,49 133,62 135,12 138,01 135,36 135,40
8 Ct (mg.L?) 12,15 13,53 14,90 16,40 17,56 19,22 20,41 22,14 25,41 31,18 32,43 33,58 33,39 33,40
t Remocéo (%) 18,03 20,09 22,11 24,34 26,07 2852 30,29 32,86 37,71 46,27 48,13 49,53 4955 49,57

Co=67,38 mg.L! e Absorbancia 0,692 nm.
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Amostras/ Tempo (h)
Parametros 0,083 0,167 0,25 0,5 1 2 3 4 5 6 12 24 36 48

m (Q)) 0,0075 0,0072 0,0075 0O,0076 0,0077 0,0084 0,0082 0,0083 0,0082 0,0085 0,00/9 0,0080 0,0078 0,0079

. C (mg.L?) 53,42 53,13 50,87 45,74 43,00 32,36 31,45 30,45 30,42 29,39 29,13 28,61 29,13 28,63
§ Qt (mg.g?) 12,74 14,47 22,95 42,9 53,01 86,94 92,04 94,55 95,8 96,04 104,33 105,00 105,67 106,23
U Ct (mg.L ) 3,190 3,480 5740 10,870 13,610 24,250 25,160 26,160 26,190 27,220 27,480 28,000 27,480 27,980
Remocéao (%) 5,64 6,15 10,14 19,20 24,04 42,84 44,44 46,21 46,26 48,08 48,54 49,46 48,54 49,43

m (g) 0,0063 0,0062 0,0064 0,007 0,0072 0,007 0,0067 0,0068 0,0075 0,0077 0,0085 0,0082 0,0085 0,0084

8. C (mg.L?) 52,68 52,08 50,13 49,39 48,61 46,50 44,84 42,42 40,84 39,42 29,66 29,39 28,34 28,34
% Qt (mg.g?) 18,67 21,90 30,35 30,90 33,33 43,31 52,67 62,58 63,05 66,95 95,11 99,55 99,75 100,94
8 Ct (mg.L?) 3,92 4,53 6,47 7,21 8,00 10,11 11,76 14,18 15,76 17,18 26,95 27,21 28,26 28,26
. Remogéo (%) 6,93 8,00 11,44 12,74 14,13 17,85 20,78 25,06 27,84 30,35 47,60 48,07 49,93 49,93
m(g) 0,0075 0,0080 0,0077 0,0070 0,0071 0,0070 0,0072 0,0074 0,0076 0,0080 0,0076 0,0080 0,0081 0,0082

s C (mg.L?D) 53,13 53,11 51,34 47,34 46,32 42,68 41,21 39,00 31,18 28,34 29,00 28,76 28,47 28,34
8 Qt (mg.g?) 13,05 13,12 20,51 39,70 43,48 59,66 64,14 71,37 100,35 105,99 108,97 104,41 104,19 103,40
L Ct (mg.L?) 3,26 3,50 5,26 9,26 10,29 13,93 15,40 17,61 25,43 28,27 27,61 27,85 28,14 28,27
Remocéo (%) 5,76 6,17 9,30 16,37 18,17 24,60 27,19 31,10 44,91 49,93 48,76 49,19 49,70 49,93

m (g) 0,00712 0,0078 0,0058 0,0065 0,0066 0,0067 0,0063 0,0060 0,0070 0,0063 0,0062 0,0062 0,0070 0,0069

8 C (mg.L?) 52,82 52,66 51,66 50,97 49,92 48,16 48,16 46,74 45,13 29,66 29,42 29,39 28,61 28,61
% Qt (mg.g?) 16,01 15,18 25,59 25,99 30,38 37,82 40,22 49,34 49,17 128,32 131,54 131,66 120,00 121,74
8 Ci (mg.L?) 3,79 3,95 4,95 5,63 6,68 8,45 8,45 9,87 11,47 26,95 27,18 27,21 28,00 28,00
- Remocéo (%) 6,69 6,97 8,74 9,95 11,81 14,92 14,92 17,43 20,27 47,60 48,02 48,07 49,46 49,46

Co =56,61 mg.L! e Absorbancia 0,357 nm.
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Mesmo que 0s percentuais de remocao nao tenham variado muito entre
as amostras de filme modificados e ndo modificados para os céations de Co(ll) e
Cu(Il), por meio da andlise das coloracdes observadas dos filmes apds o contato
com as solugbes (Figura 68 e Figura 69), principalmente em relagdo a solugéo
de Cu(ll), foi possivel observar uma maneira diferente de complexacao do cation
Cu(ll) entre os filmes de quitosana puro e os filmes de quitosana modificados.

Cations de Cu(ll) coordenados com ligantes aquo ou ligantes de campo
fraco, tais como &gua, grupos amino monodentados, hidroxila, formam
complexos de coordenacdo coloracdo verde, enquanto céations de Cu(ll)
coordenados com ligantes de campo forte, tais como triazenos, formam
complexos de coordenacédo de coloragcdo marrom, o que pode ser comprovado
pela imagen da Figura 69.

Essa coloracdo diferenciada mostra o tipo de coordenacgéo diferenciada
do Cu(ll) aos filmes de quitosana puros (F-DSon € F-COM) e quitosana
modificada pela presenca da quitosana triazenidica (F-DSon/C-02 e F-COM/C-
01), indicando um ponto importante com relagdo ao modo de coordenagéo.
Estudos futuros devem ser realizados para aprofundar o tema.

1h  2h 3h 4h 5h 6h 12h 24h 36h 48h

F-DSq
F-DS,,/C-02
F-COM

F-COM/C-01

Figura 68 — Filmes de quitosana apds adsor¢do em solucao de sulfato de cobalto(ll)

1th  2h 3h 4h 5h 6h 12h 24h 36h 48h
F-DSq,

F-DS,,/C-02
F-COM

F-COM/C-01

Figura 69 — Filmes de quitosana apés adsor¢céo em solucao de sulfato de cobre(ll)
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2.3.2.3 Avaliacgéo preliminar em processo catalitico

Nos filmes impregnados com Pd(ll), foi feita uma varredura por FT-IV com
intuito de avaliar modificag6es em grupos funcionais superficiais decorrentes do
processamento e formagao in situ de Np-Pd nesses filmes. Os espectros obtidos
permitiram verificar que a incorporacdo de Pd(ll) e a reducdo a Pd(0)
(nanoparticulas de Pd — Np-Pd) com NaBH4 n&o trouxe modificacdo estrutural

aos filmes de quitosana pura ou modificada (Figura 70 e Figura 71).
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Figura 70 — Espectro de IVs dos filmes F-COM e F-DSon. Filme in natura (preto) e
impregnado com Pd(ll) (vermelho) e com Pd(0) (verde) apds sua exposi¢do ao agente redutor
borohidreto de sodio (NaBHa).
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Figura 71 — Espectros de IV dos filmes F-COM/C-01 e F-DSon/C-02 . Filme in natura
(preto) e impregnado com Pd(ll) (vermelho) e com Pd(0) (verde) apds sua exposi¢do ao agente
redutor borohidreto de sodio (NaBHa).

Para avaliacdo dos filmes em processos cataliticos, escolheu-se a reacéo
de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura, como descrito na metodologia. A
avaliacao do sucesso da reacéao foi feita com base no estudo do rendimento do
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produto 4-cianobifenila (Figura 72 — Produto isolado da reacao 4-ciannobifenila)

como consta na Tabela 46.

aWar

Figura 72 — Produto isolado da reag&o 4-ciannobifenila

Tabela 46 — Rendimento de 4-cianobifenila obtido na reacdo de Suzuki-Miyaura
empregando diferentes catalisadores e agentes redutores.

Catalisador impregnado com Pd(ll) Agente redutor Produto (%)
F-DSon NaBHa4 50
F-DSen/C-02 NaBH4 48
F-COM NaBH4 68
F-COM/C-01 NaBH4 75
F-DSgn Erva-mate 97
F-DSen/C-02 Erva-mate 24
F-COM Erva-mate 48
F-COM/C-01 Erva-mate 30

Condi¢des reacionais: 4-bromobenzonitrila (0,001 mol.LY), acido fenilborénico (0,0015 mol.L1),
filme impregnado com Pd(ll) (0,05 g), K2COz (0,002 mol.L1), etanol (3 mL), Extrato de erva mate
(100 g.L'1) e NaBHa (0,266 g.L1), 12 h, 100 °C, rendimento isolado ap6s duas corridas.

Com base na analise dos melhores rendimentos é interessante destacar
os filmes F-COM e F-COM/C-01 contendo Np-Pd, reduzidos com NaBH4, bem
como o filme F-DSon contendo Np-Pd, reduzido com extrato de erva-mate. Para
aprofundar os resultados, deve-se fazer uma otimizacdo do sistema catalitico
variando base, solvente, tempo reacional e temperatura. A partir disso, o0 escopo
reacional sera expandido com a variacdo de haletos e acidos arilborénicos. Por
fim, o estudo da espécie cataliticamente ativa serd realizado. No entanto a
pandemia por covid-19 atrasou a analises e impossibilitou a sequéncia do
trabalho.

O produto isolado (4-ciannobifenila) foi solubilizado em D-cloroférmio e
caracterizado por RMN de'H e 13C, conforme mostra a Figura 73 e Figura 74. As
analises mostram o produto da reacdo como esperado (ROSA et al., 2019) e
serdo uteis futuramente, a titulo de comparacdo com 0s aprimoramentos na

sintese.
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Figura 73 — Espectro de RMN de 'H do produto da reagdo e confere com sendo 4-
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cianobifenila.
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2.4  CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos especificos propostos pode-se destacar como
ponto principal o desenvolvimento de filmes de quitosana modificados com
compostos inéditos (C-01 e C-02), os quais foram caracterizados por FT-IV,
TGA/DTG, DRX, AFM, MEV/EDS e AMD, e avaliados quanto sua aplicacéo
antifingica, na adsorcao de Cu(ll) e Co(ll) e em catélise de sintese organica,
sempre em comparacao ao filme de quitosana ndo modificado. Duas amostras
de quitosana foram avaliadas na confecc¢ao dos filmes, sendo uma sintetizada
no LASIR (F-DSen) e outra amostra obtida comercialmente (F-COM).

Um mecanismo foi proposto para formacéo dos compostos inéditos (C-01
e C-02) - triazenos (-N(H)-N=N-) derivados da quitosana, chamado de quitosana
triazenidica nesse trabalho - sendo que sua formacéo foi comprovada por meio
das caracterizacfes estruturais e quimicas.

Foram sintetizados, caracterizados e avaliados com sucesso 0s seguintes
filmes: F-DSoh, F-DSon/C-02, F-DSon/C-02/Cu”, F-DSon/C-02/CuB, F-DSen/C-
02/Co”, F-DSen/C-02/CoB F-COM, F-COM/C-01, F-COM/C-01/Cu?, F-COM/C-
01/CuB, F-COM/C-01/Co*, F-COM/C-01/Co8, sendo A a concentracédo de 0,005
mol.L'! e B a concentracéo de 0,05 mol.L.

Os filmes de quitosana ndo apresentaram capacidade de inibir o
crescimento do fungo Colletotrichum gloeosporioides causador de antracnose
em goiabeiras. Pelo contréario, os filmes modificados F-DSen/C-02 e F-COM/C-
01, bem como os compostos C-01 e C-02 estimularam seu crescimento, o0 que
foi atribuido a presenca de maior quantidade percentual de nitrogénio (N) em sua
estrutura pela presenca da quitosana triazenidica e devido a presenca de N e
sédio (Na*) como resquicio da sintese. Os filmes de quitosana puros,
principalmente de amostra comercial (F-COM) evidenciaram, como esperado,
efeito antifungico, reduzindo 23% a esporulagao.

O estudo da capacidade de adsorcéo dos ions Cu?* e Co?* para os filmes
de quitosana evidenciaram um aumento constante na porcentagem de remog&o
dos céations em funcdo do tempo de contato da amostra com a solugéo. Estudos
complementares sobre a cinética da adsocado, variando a concentracdo da
solucéo podem ser discutidos como perspectiva futura bem como o estudo das

isotermas de Langmuir e Freundlich.
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O uso dos filmes em atividade catalitica de sintese organica em presenca
de Pd(0) mostrou-se promissor em reacdes de acoplamento cruzado de Suzuki-
Miyaura, necessitando de aprimoramentos futuros, com variacdes das condicdes

de sintese.
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CONCLUSOES

Nesse estudo, envolvendo os resultados dos Capitulos 1 e 2, quitina foi
extraida de rejeitos da casca de camardo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis)
oriundos da col6nia Z-3 de Pelotas/RS. Quitosana foi sintetizada, fazendo uso
de metodologias diversas e, com esta matéria prima, filmes foram produzidos,
nos quais foram imobilizados compostos inéditos da classe do triazenos,
sintetizados a partir de quitosana sintetizada e quitosana comercial, chamado
nesse trabalho de quitosana triazenidica. A esses filmes ainda foram
adicionados ions metalicos fisiolégicos de cobre(ll) e cobalto(ll) para avaliacédo
na mudanca de suas propriedades quimicas e fisicas. Todos os materiais (pés e
filmes) sintetizados foram caracterizados, de acordo com suas especificidades,
por meio de analises quimicas e fisicas. Aplicacfes foram avaliadas, tais como:
do potencial antifingico, na adsorcdo de ions cobre(ll) e cobalto(ll) e acéo
catalitica em reacdes de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura.

Todas as etapas de desenvolvimento cientifico foram consideradas,
desde a obtencao da matéria prima residual, sua conversédo em produto de valor
agregado até a investigacao de suas aplicacdes. Artigos cientificos foram e estéo
sendo confeccionados com estes resultados relevantes.

Como perspectivas futuras para o desenvolvimento do tema no grupo de
pesquisa, pode-se citar o desenvolvimento de uma linha de sintese e suporte de
compostos triazenos inéditos em quitosana, com intuito de aprimoramento na
adsorcdo e complexacao de cations metalicos, bem como no aprimoramento de
propriedades quimicas, fisicas, bioldgicas e cataliticas dos materiais inéditos
obtidos.
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Apéndice A — Titulagdo Potenciométrica (mV) e condutimétrica

Esta titulacdo foi realizada simultaneamente com a titulacédo
potenciométrica (pH). As curvas de poténcia (mV) em funcdo do volume de
NaOH adicionado nas solug¢des de quitosana comercial e sintetizada diluidas em
acido cloridrico estéo representadas na Figura la.
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Figura 1a — Curvas de titulagdo potenciométrica (mV) para a quitosana sintetizada (DSon)
e quitosana comercial.

Na titulacdo potenciométrica (mV) o primeiro ponto de inflexdo
corresponde a neutralizacdo do &cido cloridrico da solucdo (Vi) e o segundo
ponto de inflexdo se refere a neutralizacao de prétons do grupo amino presentes
na molécula da quitosana (Vz). Com base no estudo das curvas de titulagéo
potenciométrica (Figura 1a) foram evidenciado dois pontos de inflexdo que, por
sua vez, geram trés retas e trés equacbes de reta (RAYMOND; MORIN;
MARCHESSAULT, 1993).

Pelo estudo das equactes das retas, ao igualarmos Y1 = Y2 0 “X” equivale
ao volume de base utilizada para neutralizar o acido cloridrico da solugéo, ou
seja, V1; e ao igualar Y2 = Y3 o valor de “X” correspondera ao volume de base
utilizada para neutralizar os grupos aminos protonados, ou seja, V2. Entdo, com
o estudo das equacdes de retas pode-se determinar o volume gasto com maior
precisdao (RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993).

A Tabela la apresenta %GD para amostras de quitosana comercial e
guitosana sintetizada (DS), indicando valores muito semelhantes entre si para
cada amostra, apesar do coeficiente de determinacdo (R?) (Tabela 1a) ter
apresentado baixa precisdo, o que é indicio de algum erro na analise, alguma

instabilidade no eletrodo, no phmetro ou erro na coleta de dados
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(CZECHOWSKA-BISKUP et al., 2012; SANTOS; SOARES; DOCKAL, 2003). Os
dados da tabela abaixo foram utilizados para o célculo do grau de desacetilacéo

(GD), conforme Equac&o 10.

Tabela 1a — Equacfes das retas para as curvas de titulacdo potenciométrica (mV).

Quitosana comercial Quitosana DS
Equacéo das retas R2 Equacao das retas R2
Y1=-2,1919X + 263,25 0,8779 F(X)=-2,2404X + 147,35 0,7318
Y2 =-223,50X + 1271,5 0,9969 F(X)=-269,41X + 1361,10 0,9967
Y3 = -4,4405X - 50,84 0,8838 F(X)=-5,1452X — 103,95 0,9309

Os dados obtidos para a curva potenciométrica estdo apresentados na
Tabela 2a e o ajuste da lineariza¢do do estudo da equacao das retas da Tabela
la.

Tabela 2a — Dados obtidos na curva de titulagdo potenciométrica (mV) e no estudo das
equacdes das retas.

] Massa  Curva potenciométrica (mV) Estudo das equacdes de reta
Quitosana
(9) V1 Vo V2—-Vi  %GD Vi V2 V2—-Vi  %GD
Comercial 0,020 44 54 1,0 79,70 4552 5571 1,019 8121
DS 0,021 44 54 1,0 75,90 4,542 5544 1,002 75,98

V1 = ponto de equivaléncia para a titulacao da solugdo acida, dado em mL.
V2 = ponto de equivaléncia para a neutralizacdo dos grupos amino protonados da quitosana,
dado em mL.

Um ajuste no %GD da amostra comercial foi observado, de 79,70% para
81,21%, utilizando o estudo das equacdes de reta. Ja para a amostra sintetizada
(DS), 0 %GD foi ajustado de 75,90% para 75,98%.

O estudo das equacdes das retas permite determinar os pontos de
equivaléncia com maior precisdo do que pela variacdo percebida nos dados ao
longo da projecdo da curva ou visivelmente no grafico, no entanto ndo houve
variacdes tao grandes nos resultados obtidos comparando-se os dados da curva
potenciométrica (mV) e os dados do estudo das equacdes de reta, apesar dos
baixos coeficiente lineares de R2.

O principio basico das titulagdes condutimétrica é a substituicdo de ions
que tém certa condutividade, por outros ions de condutividade diferente. O
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procedimento adotado para as medidas de GD foi adaptado de Raymond e
colaboradores (1993).

As curvas de titulacdo condutimétrica para as amostras de quitosana
comercial e sintetizada (DS) sao representadas na Figura 2a.
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Figura 2a — Curva de titulagdo condutimétrica da quitosana sintetizada (DS) e quitosana
comercial.

Podem ser observados dois pontos de inflexdo, em que, o primeiro ramo
linear representa a neutralizacdo do acido presente na solucéo (V1) e o segundo
ramo linear corresponde a neutralizagcdo de prétons dos grupos amino
protonados da quitosana (Vz) (RAYMOND; MORIN; MARCHESSAULT, 1993).

O terceiro ramo linear refere-se ao excesso de base ap6s o ponto de
equivaléncia. Estas trés retas originaram as seguintes equacdes das retas e

podem ser evidenciadas na Tabela 3a.

Tabela 3a — Equagfes de reta para as curvas de titulagdo condutimétrica.

Quitosana comercial Quitosana DS
Equacao de reta R2 Equacao de reta R2
Y1=-191,87X + 1232,14 0,9988 F(X)=-195,49X + 1297,22 0,9988
Y2 =119,28X — 235,25 0,9965 F(X)=107,25X - 151,28 0,9921
Y3z =22,55X + 290,90 0,9982 F(X)=22,343X + 322,42 0,9908

O estudo das equacdes de reta foi usado na obtencao de dados mais
precisos, sendo idéntico ao detalhado anteriormente, onde a igualdade entre Y1

=Y20 “X” equivale ao volume de base utilizada para neutralizar o acido cloridrico
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da solucdo, ou seja, Vi; e a igualdade Y2 = Yz equivale ao valor de “X”
correspondente ao volume de base utilizada para neutralizar os grupos aminos
protonados, ou seja, V2 (RINAUDO; MILAS; LE DUNG, 1993).

A Tabela 4a apresenta os dados obtidos na curva de titulacdo
condutimétrica e o estudo das equacdes das retas para a amostra de quitosana
comercial e quitosana sintetizada. Os dados foram utilizados para o calculo do

grau de desacetilagéo (GD), conforme E6.

Tabela 4a — Dados obtidos na curva de titulagdo condutimétrica e no estudo das
equacdes de reta.

) Massa Curva condutimétrica Estudo das equacgdes de reta
Quitosana
(9) V1 V2 V2-Vi %GD V1 V2 Vo — V1 %GD
Comercial 0,020 44 54 1,0 79,70 4,387 5439 1,052 83,54
DS 0,021 44 54 1,0 75,90 4,575 5579 1,002 76,19

V1 = ponto de equivaléncia para a titulagao da solucgédo &cida, dado em mL.
V2 = ponto de equivaléncia para a neutralizacdo dos grupos amino protonados da quitosana,
dado em mL.

Os dados mostram um ajuste pelo estudo das equacbes de reta,
resultando em um aumento no %GD de 79,70% para 83,54% para a quitosana
comercial e de 75,90% para 76,19% para a quitosana sintetizada (DS).

A quitosana sintetizada (DS) esta de acordo com a amostra padrdo e com
os resultados que vem sendo apontados na literatura para determinacdo do grau
de desacetilacéo por titulacdo condutimétrica, entre eles, 76,50% (FRICK et al.,
2018), 89,20% (ANTONINO, 2007), 74% (FONSECA, 2016), 79,80 (ZVEZDOVA,
2010).

Como resultado, observa-se que as diferentes titulacdes potenciométricas
(pH e mV) e condutimétrica geraram dados que foram tratados, resultando na
determinacao do grau de desacetilagdo (%GD) com maior precisdo. Diante disso,
a Tabela 5a apresenta um comparativo dos dados obtidos nas titulagbes

realizadas.

Tabela 5a - Dados comparativo do grau de desacetilagdo (GD) nas diferentes titulacées.

) Potenciométrica Condutimétrica
Quitosana
pH (mV) (mS.cm?)
Comercial 83,52+0,010% 81,21+2,32% 83,54+0,010%

DS 76,20+0,005% 75,98+0,22% 76,19+0,005%
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A andlise estatistica dos dados da Tabela 5a indica que a analise
potenciométrica com coleta de dados em (mV) apresentou baixa precisdo que
pode ser evidenciada pelo coeficiente de determinacédo (R?), interferindo na
confiabilidade dos resultados da Tabela l1a e comprovada pelos valores
discrepantes.

A partir de entdo, com base nos resultados indicados podemos perceber
gue a analise potenciométrica (pH) e a analise condutimétrica tiveram uma maior
acuidade no tratamento estatistico devido a aplicacdo do método das derivadas
e do método dos minimos quadrados para os dados potenciométricas (pH) e
aplicando o estudo das equacdes de reta para a titulacdo condutimétrica. Assim,
foi feita a escolha dos dados obtidos pelo método potenciométrico (pH) como
adequados a este trabalho, bem como este método foi escolhido como método

a ser adotado em analises futuras.
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Apéndice B — Parametros topoldgicos resultante das analises de AFM

A Tabela 6a e Figuras 3a — 8a evidenciam dados e topografias em 3D da
superficie e do perfil dos parametros RMS, Sk e Ssk em diferentes ampliagfes
de varreduras (20, 50 e 90) um?.

Tabela 6a — Parametros topolégicos das amostras experimentais

Coef. de

Amostras Rugosidade®  Altura Méax. assimetria Coef. de Entropia.
(nm) Sz (hm) (Ssk) Curtose (SK) (H) = (deficit)
Area de varredura 20x20 pum?

CASCA 67,44 492,7 0,2834 0,6020 -15,1591+0,0660
DMP 128,30 926,6 0,5329 0,7406 -14,4927+0,0427
DPe¢ 172,71 1554,3 1,8202 8,7240 -14,3508+0,1981
DSen 120,35 906,63 -1,8122 5,1607 -14,7329+0,2189
DSwm 126,52 1082,34 0,4422 1,5946 -14,5167+0,0527
DSu 75,66 532,13 0,4704 0,0283 -15,0137+0,0355
COM 18,49 155,83 -0,7755 2,0394 -16,5104+0,1233

Area de varredura 50x50 pum?

CASCA 241,10 3060,80 0,2785 -0,4611 -14,0150£0,1956
DMP 128,30 1504,90 0,6543 1,4528 -14,0781+0,0618
DP¢ 172,71 1598,50 0,6711 0,6318 -13,9276+0,0478
DSen 278,49 3150,20 0,4948 0,8875 -13,2637+0,1299
DSwm 237,13 5320 0,2025 -0,6922 -12,9852+0,2454
DSu 75,66 893,54 0,8869 0,5695 -14,1396+0,0983
COM 18,49 321,10 -0,6355 1,8439 -15,7091+0,1615

Area de varredura 90x90 pm?

CASCA 374,10 4171,1 1,4604 1,2285 -13,7177+0,3378
DMP 295,30 2197,3 0,6459 1,3362 -13,6851+0,0687
DPe¢ 255,25 2051,2 0,5978 -0,4667 -13,3647+0,1218
DSon 638,94 5115,40 0,1016 0,2502 -12,6305+0,0402
DSwm 823,91 8669,62 0,7961 -0,1795 -12,1974+0,2184
DSu 417,82 2329,98 0,3385 0,8414 -13,3644+0,0951
COM 55,66 706,03 0,5862 2,3517 -15,3809+0,0959

Rugosidade quadratica média (RMS)
S= casca

Quitina desmineralizada (DM)
Quitina desproteinizada (DP)
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Figura 3a — Topografia em 3D da superficie das etapas do processo de extragdo da
guitina com area de varredura 20x20 um2: (a) Casca, (b) DM e (c) DP (3D) e respectiva imagem
da superficie representando: Rugosidade RMS (nm) no eixo z (preto); Coeficiente de assimetria
(azul) e Coeficiente de Curtose (verde) no eixo y e a posicao representada no eixo x
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quitosana com area de varredura 20x20 pm?: (a) DSen, (b) DSwm, (c) DSu e (d) COM e respectiva
imagem da superficie representando: Rugosidade RMS (nm) no eixo z (preto); Coeficiente de
assimetria Ssk (azul) e Coeficiente de Curtose Sk (verde) no eixo y e a posi¢ao representada no
€ixo X.
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Figura 6a — Topografia em 3D da superficie das etapas do processo de sintese de
quitosana com area de varredura 20x20 pm?: (a) DSen, (b) DSwm, (c) DSu e (d) COM e respectiva
imagem da superficie representando: Rugosidade RMS (nm) no eixo z (preto); Coeficiente de
assimetria Ssk (azul) e Coeficiente de Curtose Sk (verde) no eixo y e a posi¢ao representada no
€ixo X.
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Figura 7a — Topografia em 3D da superficie das etapas do processo de extracdo da
quitina com area de varredura 90x90 um?: (a) Casca, (b) DM e (c) DP e respectiva imagem da
superficie representando: Rugosidade RMS (nm) no eixo z (preto); Coeficiente de assimetria
(azul) e Coeficiente de Curtose (verde) no eixo y e a posicdo representada no eixo X.
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Figura 8a — Topografia em 3D da superficie das etapas do processo de sintese de
quitosana com area de varredura 90x90 pm?: (a) DSen, (b) DSwm, (c) DSu e (d) COM e respectiva
imagem da superficie representando: Rugosidade RMS (nm) no eixo z (preto); Coeficiente de
assimetria Ssk (azul) e Coeficiente de Curtose Sk (verde) no eixo y e a posi¢ao representada no
€ixo X.
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