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Resumo: O presente trabalho trata da preparagdo e caracterizagdio de membranas de quitosana porosas
e densas, que possuem diversas aplicagdes tecnologicas. Para tanto, foram utilizadas as técnicas de
microscopia (microscopia eletronica de varredura - MEV - e microscopia de forga atomica -MFA),
titulagdo potenciométrica e espectroscopia no infravermelho (FTIR-ATR). A sintese das estruturas foi
realizada através da secagem total ou parcial de uma solugdo acética de quitosana a 2,5% (w/w) segui-
da de coagulacdo em meio alcalino. Glutaraldeido foi utilizado para modificar quimicamente as mem-
branas, tornando-as mais hidrofobicas. A extensdo deste processo pode ser observada por FTIR-ATR,
utilizando-se um plano fatorial onde foram variados o tempo de fixagdo e a concentracdo de glutaraldeido

na solucdo de tratamento.

Palavras-chave:

Introdugao

Com o recente interesse pela quitosana como
um importante recurso natural, muitos estudos so-
bre corpos porosos e densos formados com esse
material tém sido realizados. Uragami estudou a
preparagdo de membranas de quitosana destinadas
a separagdo de agua-etanol por pervaporagdol!! e
também de membranas derivadas, heparinizadas,
para imobiizacdo de enzimas e transporte de espé-
cies i0nicas!?. Ren e Jiangl®! estudaram o processo
de transporte da solucdo agua-etanol na membra-
nas de quitosana natural e reticulada com acido
sulfurico. Sakurail* estudou membranas de
quitosana aplicadas a separagdo e concentracao de
proteinas. Rhal! e colaboradores estudaram a for-
macao de globulos porosos de quitosana obtidos
pela coagulacdo de gotas de solucdo de quitosana
em solugdo de NaOH, para uso com unidade estru-

Quitosana, membranas, glébulos, biopolimero, polissacarideo, quitina.

tural similar a estrutura celular para liberagdo con-
trolada de ingredientes em alimentos. Estas estrutu-
ras teriam larga aplicagdo na industria de alimentos
para simular a textura suculenta das estruturas na-
turais de frutas ou carnes.

A preparacao e utilizacdo das estrututuras de
quitosana, sejam elas porosas ou densas, explo-
ram a natureza policationica da quitosana. Todas
essas estruturas sao normalmente sintetizadas por
secagem ou coagulacido de solugdes aquosas de
quitosana levemente acidificadas (a quitosana ¢
composta de grupos aminos protonaveis e torna-
se solivel em meios polares a pH's baixos). Pos-
teriormente, podem ser realizadas modificagdes ou
derivatizagdes especificas dos grupos funcionais,
de acordo com a utilizacdo final.

Essa versatilidade da quitosana permite sua
conformagdo em formas tdo variadas, quanto sua
aplicabilidade: fibras, glébulos, membranas, etc.
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Para tornar a quitosana quimicamente mais
inerte e resistente ao meio acido, costuma-se blo-
quear os grupos amino com um agente bifuncional.

O agente reticulante escolhido para a matriz de
quitosana foi o glutaraldeido ou 1,5 pentanodial
(HOC-(CH,);-COH). Este agente bifuncional é ex-
tensamente utilizado em imobilizac¢do e reticulacio
de proteinas através de seus grupos aminos resi-
duais, que ¢ um método simples, barato ¢ conveni-
ente para ligantes sensiveis a pH alcalino. A
reticulagdo normalmente ¢é obtida utilizando-se um
excesso do agente bifuncional que provera a su-
perficie da matriz de quitosana com grupos dife-
rentes dos aminas iniciais da quitosana. A ligacdo
covalente entre o grupo amino ¢ o grupo aldeido
terminal do glutaraldeido ¢é irreversivel e resiste a
extremos de pH e temperatura.

A qualidade da reticulagdo precisa ser avalia-
da quanto as variaveis concentracdo, tempo de
contato, temperatura ¢ pH.

Materiais e Métodos

Todos os sais reagentes foram fornecidos em
grau analitico. Agua Milli-Q foi utilizada em to-
das as solugdes.

Uma solugdo a 2,5% (em massa) foi prepara-
da pela dissolu¢do de 20 gramas de quitosana ex-
traida de casca de caranguejo (Sigma, St. Louis,
MO - ntimero de produto C 3646, minimo de 85%
de quitina desacetilada) em 975 ml de solugdo de
acido acético (50ml de acido acético concentrado
e 925ml de agua Milli-Q). A dispersdo foi guarda-
da por 1 semana a 4°C para completa solubili-
zacdo. A solucdo final foi filtrada a vacuo, com
uma placa sinterizada aquecida (a 60°C) obtendo-
se um filtrado limpido e homogéneo, que foi esto-
cado a 4°C, em frasco de polietileno.

As membranas foram preparadas espalhando-
se a solugdo de quitosana em uma placa de vidro.
Para a obtengdo de membranas porosas, permi-
tiu-se a parcial evaporagdo do solvente a 60°C por
60 min em estufa (a solugdo chega a cerca de 50%
do peso inicial) e para as membranas densas, eva-
porou-se totalmente o solvente por 180 min. Em
seguida, as placas com quitosana foram imersas
em solugdo de NaOH 0,5N a 25°C por 24h (den-
sas) ou 48h (porosas). As membranas foram entdo
lavadas e estocadas a 4°C em agua Milli-Q. As
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porosas apresentavam-se opacas (espessura de
cerca de 1mm) e as densas mostravam-se resis-
tentes e transparentes com espessura de 20mm,
apos secagem.

Para constatarmos a influéncia da concentragio
do meio coagulante, repetimos o procedimento para
fabricagdo de membranas porosas descrito acima,
variando-se a concentragdo da solu¢do de NaOH
de concentragdes 0,125, 0,25, 0,5 ¢ 1,0 M. Estas
membranas foram reticuladas com glutaraldeido,
para que mostrassem-se menos higroscopicas e re-
sistissem mais a umidade do ar no meio, desde sua
liofilizagdo até a observagdo no microscopio.

A caracterizacdo da quitosana foi realizada com
analises de IV das membranas densas (apos lava-
gem e secagem ao ar), pois estas se mostravam
mecanicamente mais resistentes que as porosas.
Foram obtidos espectros na faixa de 4000-650 cm!
utilizando-se o instrumento FTIR da Nicolet
Protégé 460, com o acessorio ATR (reflexdo total
atenuada) de ZnSe.

A determinacdo do grau de acetilagdo pdde ser
realizada através de titulagdo potenciométrica:
adicionou-se uma quantidade conhecida de solu-
¢do de HCI (0,02 equivalente/l) em excesso, a uma
determinada massa de quitosana, deixando-a tem-
po suficiente para protonar os grupos aminos dis-
poniveis (24h). Em seguida, titulou-se a solugéo
resultante com NaOH (0,1 equivalente/l) padroni-
zado, obtendo-se uma curva tipica de titulagdo
potenciométrica.

Para a analise morfoldgica das membranas den-
sas e porosas foi utilizada a microscopia eletronica
de varredura (MEV). Utilizamos o microscopio
JEOL JXA-840 A Electron Probe Microanalyzer, do
Departamento de Engenharia de Materiais (DEMA)
da Faculdade de Engenharia Mecénica (FEM/
Unicamp).

As amostras foram observadas apos lavadas
com agua Milli-Q, liofilizadas, fraturadas a frio e
cobertas com carbono por evaporagdo. Utilizamos
as condigdes de 15kV (branda) devido a natureza
ndo-condutiva das amostras.

Microscopia de forca atdmica também foi uti-
lizada para se observar a topografia das amostras
num nivel de detalhe maior que o oferecida pelo
MEYV. Nesse caso, foram observadas apenas amos-
tras densas, pois este tipo de microscopia requer
amostras planas em nivel micrométrico. As amos-
tras foram secas a temperatura ambiente, em local
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protegido. Utilizamos o modo nao-contato, no
microscopio Autoprobe cp, da Park Scient.
Instrument, gentilmente cedido pelo IFGW da
Unicamp. A sonda/cantilever varreu uma area de
5x5 pm.

As membranas de quitosana foram reticuladas
de modo controlado, para a obtengdo de um cara-
ter mais apolar, pois o glutaraldeido introduz por-
¢Oes hidrofdbicas metilénicas. As membranas sdo
muito estaveis em pH neutro ou alcalino, mas dis-
solvem-se em meio acido (acético, citrico, clori-
drico, etc). A reticulagdo com glutaraldeido as
tornam mais resistentes do ponto de vista fisico,
quimico e microbioldgico.

Para a realizacdo do estudo da influéncia da
concentragdo de glutaraldeido, do tempo de
imersdo das peliculas na solugdo de glutaraldeido
e da temperatura dessa solugcdo no grau de
reticulagdo obtido, foi tragado um plano fatorial.
O grau de reticulagdo da quitosana ou incorpora-
¢do de glutaraldeido em fungdo de trés fatores:
tempo de contato, concentragao de glutaraldeido,
e temperatura. O restante das variaveis foram man-
tidos constantes (pH= 8,00). Um planejamento do
tipo estrela centradal® foi utilizada para cada tem-
peratura. Utilizamos glutaraldeido (solugdo aquo-
sa 25%) fornecida pela Nuclear.

A resposta (grau de reticulagdo) foi medida
através de IV, ja que apesar do glutaraldeido apre-
sentar uma absor¢do a 229 nm, esse método indi-
reto mostrou-se pouco sensivel aos intervalos de
fatores escolhidos. O uso de determinagdes
espectroscopicas, tais como RMN e IV dependem
da escolha de bandas convenientes e do uso de
filmes de boa qualidade. Desse modo, se a
espectroscopia de IV € uma determinagdo facil e
rapida, ainda assim, muitas dificuldades e impre-
cisdes devem ser transpostas. Devido aos residuos
de glucosamina na forma —NH;*, ndo ha qualquer
sinal de c¢.d. na faixa de 200-250nm, enquanto que
a N-acetil glucosamina sofre uma transigdao n-Tt
com a banda c.d. alocada perto de 211 nm. Méto-
dos de padronizagdo para correlacionar quantida-
de de grupos amino ¢ intensidade de pico ndo
foram necessarios nesse estudo, pois trata-se de
um estudo qualitativo, em que desejamos obser-
var quais fatores influem de maneira mais acentu-
ada na reticulagdo.

No espectro de espectroscopia de infraver-
melho (IV) das membranas de quitosana umida
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(modo como fizemos as medidas), escolhemos a
intensidade dos picos 1077 cm™ e 1036 c¢cm’!, re-
ferente & amina, para comparamos com 0 pico a
1656 cm™!, referente a agua.

Os experimentos do plano fatorial foram reali-
zados em duplicata da seguinte maneira: 50ml de
solugdo de glutaraldeido eram preparados na con-
centragdo especificada no momento da realizagdo
do experimento. Colocavam-se duas tiras de 0,5
cm x 6,5 cm de membrana densa de quitosana na
solugdo que era levemente agitada até completar-
se o tempo especificado para o experimento. Em
seguida, foram lavadas repetidamente com agua
pura e estocadas em agua Milli-Q a temperatura
ambiente (21°C). As membranas mostravam-se
mais quebradicas apos este processo.

Somente membranas densas foram usados nes-
ses experimentos, uma vez que eram mais
indicadas para a utilizagao da técnica ATR-IR pois
apresentavam morfologia (superficie mais plana)
e resisténcia mecanica adequada.

Absorcdo de agua também foi observada como
variavel de resposta do plano fatorial. A capacida-
de de absor¢do de agua dos polimeros foi obser-
vada pesando-se as amostras recém retiradas da
agua de estocagem, grosseiramente enxugadas
com papel toalha e secas em estufa a 100°C por
24h.

massa_ umida —massa__seca

% _absor¢io _agua = *100

massa__umida

Resultados e Discussao

As membranas densas mostraram-se mais re-
sistentes mecanicamente do que as porosas.
Morfologicamente, as membranas porosas eram
opacas devido ao espalhamento de luz obtido pela
existéncia dos poros microscopicos.

Um espectro de IV tipico de ATR ¢ mostrado
na Figura 1.

Nota-se, na Figura 1, a presenca de estiramento
vibracional C-O de alcool primério a 1068 cm’!
(1090 cm!-grupo éter); aminas alifaticas al070 a
1100 ¢cm™!; aminas (N-H) a 1600 cm™'; COOH
(C=0) a 1700 cm!; amida a 1600-1670 cm!; vi-
bracdo de deformacdo de intensidade média N-H
de amina primaria e de intensidade pequena C-H
do grupo CHj referente ao grupo acetamida a 1654
cm! e 1380 cm™! (ainda possivelmente presente
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Figura 1. Espectro tipico de IV da quitosana.

em pequena propor¢do, pois a quitosana ainda nio
¢ completamente desacetilada)l’]; sobreposi¢do de
aminas, amida e anion carboxilato a 1550 cm™';
grupos alquis e carboxilatos (O-C-O) a 1400 cm’';
grupo alquil (CH) a 1450 cm’'; grupos ésteres a
1725-1750 cm™ e 1230-1277 c¢m’!; estiramento

Figura 2. Micrografia eletronica de varredura de membranas porosas
naturais (g) e reticuladas (todas as demais): (a)tratada a 0,125M
NaOH lado do vidro (b) lado do ar; (¢) com 0,25M NaOH lado do
vidro e (d) lado do ar; com 0,5M NaOH lado do vidro (e) e lado do
ar (f); e (h) 1,0 M lado do ar. A barra corresponde a 10pm.
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C-H a 2900 cm™' e presenga de hidroxilas
(estiramento OH) na regido de 3400cm!.

O grau de desacetilacdo da quitosana foi de-
terminada como 86% desacetilada, em média, atra-
vés de curvas de titulacdo potenciométrica. Ja a
quitosana bastante reticulada, praticamente néao
apresentou grupos amino protonaveis.

As membranas densas mostram-se como su-
perficies muito planas, observaveis por micros-
copia de for¢a atomica (Figura 3). Ja as amostras
porosas apresentavam superficies irregulares, e
sdo apresentadas na Figura 2. Como pode-se no-
tar, a morfologia da superficie porosa natural,
mostra-se facilmente colapsavel ao ar ambiente,
quando liofilizada, pois absorvem muita agua (Fi-
gura 2-g). Uma maneira contornavel para obser-
varmos tais estruturas foi reticular estas amostras
com glutaraldeido 0,25% por uma noite a tempe-
ratura ambiente. Dessa forma, as estruturas
liofilizadas mostram-se auto-sustentaveis durante
0 manuseio ao ambiente com umidade. Segundo
a figura 2, os poros dependem da concentracdo
de NaOH no meio coagulante. Quanto maior a
concentragdo, mais severa a neutralizagdo, o que
induz a formagdo de poros maiores. Também nota-
se que as membranas sdo assimétricas, pois mos-
tram morfologia porosa diferente do lado do vidro
e do lado do ar.

A influéncia de concentragdo, temperatura e
tempo de reticulacdo foi medida e sdo mostradas
na Figura 4 ¢ na Tabela 1.

O ajuste com o pico de 1031 ndo se mostrou
tdo bom quanto o obtido com o pico 1077 (coefici-
ente de correlagdo, 1> = 0,8 e para absorsdo de dgua
foi 0,9). Esses valores de r? se justificam se lem-
brarmos que a metodologia de quantificacdo de
grupos aminos livres por infra-vermelho é uma téc-
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Figura 3. Microscopia de forga atdmica mostrando topografia de membrana densa de quitosana. A esquerda: Sumx5pm de area; a direita

Igm x 1ym de area.

nica muito susceptivel a erros externos. Os erros
com pesagem foram menores, o que induz a um
melhor ajuste do modelo polinomial para absorgao
de agua. Mesmo assim, foi possivel através dos
dados de 1V, sensiveis o suficiente, no presente es-
tudo, para notar-se a influéncia dos fatores: con-
centragdo de glutaraldeido, tempo de reticulagdo e
temperatura. A reticulagdo com glutaraldeido ¢ um
processo extremamente delicado e somente os efei-
tos principais sdo bem pronunciados. Os efeitos
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interativos ndo foram, na faixa estudada, conside-
raveis frente aos erros de ajuste observados.
Observa-se na figura 5, que as bandas da re-
gido de 1000-1100 cm™! diminuem a medida que
a membrana reage com o glutaraldeido, enquanto
que o pico a 1650 cm™!' continua forte, devido a
presenca de umidade nas membranas, que pode
ser considerada constante, ja que todas as mem-
branas tiveram espectro extraido segundo o mes-
mo procedimento. Essa figura confirma que
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Figura 4. Superficie de resposta de: altura relativa de pico (1077/1636) versus concentragdo e temperatura para a reticulagdo com

glutaraldeido. T=21°C (alto, a esquerda) e T=4°C (alto, a direita). absor¢do de dgua (% massica) versus concentracdo e temperatura para a
reticulagdo com glutaraldeido. T=21°C (baixo, a esquerda) e T=4°C (baixo, a direita).
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Tabela 1. Efeitos dos fatores e suas intera¢des, em valores normalizados.

Absorg¢éo de H,O

Termo Intensidade relativa do pico 1077 (%)
Concentragdo -0,025+0,009 -1,83+0,29
Tempo -0,037+0,009 -1,19+0,29
Temperatura -0,013+0,009 -0,42+0,28
Concentragdo X Tempo 0,008+0,009 0,07+0,29
Concentragdo X Temperatura -0,007+0,009 -0,43+0,29
Tempo X Temperatura -0,0002+0,009 0,09+0,29
Concentragdo X Tempo X Temperatura 0,004+0,009 0,47+0,29
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Figura 5. Espectro de IR de: membranas de quitosana umidas
tratadas com glutaraldeido conforme plano fatorial a (acima):
T=21°C; (abaixo): T=4°C. (concentragdo, tempo): (a) 0,05%, 5,5
min; (b) 0,116%, 2,32 min; (c) 0,116%, 8,68 min; (d) 0,275%, 1
min; (e) 0,275%, 5,5 min; (f) 0,275%, 10 min; (g) 0,434%, 2,32
min; (h) 0,434%, 8,68 min; (i) 0,5%, 5,5 min.
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temperatura ¢ um fator importante na reticulagdo
com glutaraldeido.

Conclusao

E possivel formar-se membranas de porosidade
muito bem controladas: quanto maior a concen-
tragdo do meio coagulante (NaOH) e quanto me-
nor a concentragdo de quitosana na solugdo a ser
coagulada, maior o tamanho dos poros formados.
As membranas formadas por secagem total mos-
traram uma superficie muito plana, conforme mos-
trada por MFA. E também possivel promover uma
reticulagdo gradual da quitosana controlando-se o
tempo e a concentragdo (além de temperatura) de
solugdo diluida de glutaraldeido. Esse tratamento
muda as caracteristicas mecanicas da membrana,
que se torna mais quebradica, ¢ também torna a
membrana mais hidrofébica, fato esse verificado
pela diminuigdo da absorg¢do de agua.
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