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RESUMO

A quitosana € um biopolimero proveniente de fontes renovaveis que se
destaca devido a biocompatibilidade, biodegradabilidade e nado toxicidade. Filmes
assimétricos de quitosana se mostram como uma interessante alternativa para sua
aplicacdo como curativos frente aos filmes densos comerciais, uma vez que a
presenca de poros propicia a troca de fluidos entre a pele e o curativo e, a0 mesmo
tempo, evita a entrada de microrganismos patogénicos. Na formacdo de filmes
porosos assimetricos, é necessaria uma caracterizacdo detalhada do material, assim
como o conhecimento do comportamento termodinamico do mesmo em solugéo,
constituindo o objetivo deste trabalho. A quitosana comercial foi purificada utilizando
a liofilizacdo como método de secagem, o grau de desacetilacdo determinado foi de
91 % e sua estrutura quimica foi confirmada por anélises de FTIR. O diagrama ternario
do sistema quitosana/solucdo aquosa de acido acético/solucédo aquosa de hidroxido
de sobdio foi determinado pelo método de titulagdo de ponto de nuvem nas
temperaturas de 30 e 50 °C. Com o aumento da temperatura ficou evidente a
diminuicdo da regido heterogénea do diagrama. Os resultados do diagrama de fases
mostraram que o sistema estudado tem potencial para a formacgéo de filmes porosos
assimétricos pelo método de precipitacdo por imersdo. Os poros formados
apresentaram morfologia lamelar e o aumento da concentragédo de quitosana de 3
para 5 % (m/m) resultou em filmes com poros menores e melhores propriedades
mecanicas. As analises de MEV, FTIR e TGA dos filmes mostraram a presenca do sal
de acetato de sédio na estrutura, indicando a necessidade de acrescentar uma etapa
de lavagem/neutralizacdo na metodologia de preparo dos filmes. O melhor processo
de remocéo dos residuos foi a imersao dos filmes em agua apés a etapa do banho de
precipitagéo, antes da secagem por liofilizagdo. Os filmes formados apresentaram
morfologia dos poros assimétrica, estabilidade térmica e estrutura quimica similares a
quitosana purificada. Desta forma, os filmes produzidos neste trabalho apresentam
potencial aplicacao na area biomédica.

Palavras-chave: biopolimero, quitosana, filmes assimétricos, diagrama de fases.



ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer from renewable sources that stands out due to its
biocompatibility, biodegradability and non-toxicity. Asymmetric chitosan films are an
interesting alternative for application as dressings compared to commercial dense
films, since the presence of pores facilitates the exchange of fluids between the skin
and the dressing and, at the same time, prevents the entry of microorganisms
pathogenic. Towards the formation of asymmetrical porous films, a detailed
characterization of the material is necessary, as well as knowledge of its
thermodynamic behavior in solution, constituting the objective of this work. Commercial
chitosan was purified using lyophilization as a drying method, the degree of
deacetylation determined was 91 % and its chemical structure confirmed by FTIR
analysis. The ternary diagram of the chitosan/agueous acetic acid solution/agqueous
sodium hydroxide solution system was determined by the cloud point titration method
at temperatures of 30 and 50 °C. With the increase in temperature, a decrease in the
heterogeneous region of the diagram was evident. The phase diagram results showed
that the studied system has potential for the formation of asymmetric porous films by
the immersion precipitation method. The formed pores showed lamellar morphology
and the increase of chitosan concentration from 3 to 5% (m/m) resulted in films with
smaller pores and better mechanical properties. The SEM, FTIR and TGA analyzes of
the films showed the presence of sodium acetate salt in the structure, indicating the
need to add a washing/neutralization step in the film preparation methodology. The
best residue removal process was the immersion of the films in water after the
precipitation bath step, before drying by lyophilization. The formed films showed
asymmetrical pore morphology, thermal stability and chemical structure similar to
purified chitosan. Thus, the films produced in this work have potential application in the

biomedical area.

Keywords: biopolymer, chitosan, asymmetric films, phase diagram.
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1. INTRODUCAO

E notdrio o alto potencial poluidor ambiental dos polimeros produzidos através
de petroleo, devido a nao-biodegradabilidade apresentada pelos materiais. Sendo
assim, € indispensavel a busca por novos meios de obtencdo de matéria-prima
sustentavel para producdo de polimeros. Nesse sentido, a capacidade de
processamento de recursos nhaturais como fonte de producdo de polimeros
biodegradaveis vem se destacando, demonstrando grande potencial de aplicacéo
industrial. Dentre os diversos polimeros biodegradaveis, a quitosana apresenta
vantagens em sua utilizacdo, tais como, acdo antimicrobiana, capacidade
antioxidante, efeitos hemostaticos e melhora na cicatrizacdo de feridas (KOU,
PETERS; MUCALO, 2022; UDAYAKUMAR et al., 2021).

A quitosana é originada através da desacetilacdo parcial da quitina. A quitina
é formada por unidades de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina ligadas por
ligagcbes de (B-(1,4)-glicosidicas. Diferente de sua precursora, a quitosana apresenta
maior solubilidade em solu¢des acidas diluidas, sendo facilmente processada devido
a presenca de aminas primarias. A protonacdo dos grupos aminas, o qual ocorre em
pH abaixo de 6, torna a quitosana um polieletrdlito catidbnico (BASTIAENS et al., 2019;
CRINI; LICHTFOUSE, 2019; KOU; PETERS; MUCALO, 2021).

O carater catibnico da quitosana faz com que seus oligbmeros apresentem
caracteristicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade e biocompatibilidade. Por
essas razdes, a quitosana € utilizada para multiplas aplicagdes, como na agricultura,
em tratamento de agua e esgoto, em alimentos e bebidas, em cosméticos, na
biomedicina e em diversos outros campos industriais (ABD EL-HACK et al., 2020;
QIAO et al., 2021; SAHARIAH; MASSON, 2017).

Em destaque, a area biomédica tem demonstrado grande interesse do uso de
guitosana devido ao seu comportamento junto as caracteristicas quimicas da lisozima.
Esta enzima, presente nos fluidos do corpo humano, pode hidrolisar a quitosana e o
copolimero alternativo ligado a parede celular bacteriana, N-acetilglucosamina,
tornando-a um polimero biocompativel (RAVI KUMAR, 2000). Autores afirmam que a
guitosana pode ser um Otimo agente contra a fibroplasia na cicatrizacao de feridas,

protecdo da ferida contra agentes nocivos e para promover 0 crescimento e



regeneracao de tecidos (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019), tornando-a ideal para
a confeccdo de suturas absorviveis, materiais para curativos e bioadesivos.

A aplicacdo de biopolimeros em curativos vem sendo investigada através da
formacdo de filmes assimétricos, devido a sua semelhanca estrutural com a
arquitetura da pele (MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019). Um filme assimétrico é
caracterizado pela variacdo de tamanho de poros ao longo de sua sec¢éo transversal.
Quando aplicado como curativo, a superficie do filme contendo poros de tamanhos
maiores fica em contato com a pele, possibilitando a troca de fluidos entre a mesma e
0 meio externo. A superficie contendo poros menores fica em contato com o meio
externo, impedindo a entrada de microrganismos patogénicos.

Um dos métodos mais comuns para a formacao de filmes assimétricos, a partir
de diversos precursores poliméricos, € a inversao de fases. Para entender a base
destes processos de separagao que ocorrem durante a formacéo do filme assimétrico,
o conhecimento da termodinamica do sistema em equilibrio € essencial. A curva de
ponto de nuvem € uma ferramenta util para a fabricacdo de filmes pela técnica de
inversdo de fases por precipitacdo por imersdo, pois determina a regidao de
miscibilidade do sistema ternario solvente/polimero/ndo solvente.

Com base no apresentado e na situagcéo atual das pesquisas em progresso
na area biomédica, se faz necessario um melhor entendimento do equilibrio liquido-
liquido do sistema quitosana/solvente/nao solvente, assim como da relagao estrutura-
propriedade através da caracterizacdo da quitosana e dos filmes assimétricos

produzidos.

1.1 Objetivos da dissertagcéao
Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral estudar o

comportamento termodinamico na inversao de fases do sistema quitosana/solucéo
aquosa de &cido acético/solucdo aquosa de hidroxido de sédio e o desenvolvimento
de filmes assimétricos de quitosana por precipitacdo por imerséo para aplicacao na
area da saude.
Os seguintes objetivos especificos foram tracados:
e caracterizar a quitosana quanto a sua pureza, grau de desacetilacéo,

estrutura quimica, cristalinidade e estabilidade térmica;



e avaliar o comportamento termodindmico do sistema composto por
quitosana/solucédo aquosa de acido acético/solugcdo aquosa de hidroxido de
sodio através de experimentos de ponto de nuvem;

e avaliar o processo de formacéo de filmes através da técnica de inverséo de
fases de precipitacdo por imersao seguido de secagem por liofilizacdo, com
diferentes concentracfes do polimero;

e caracterizar os filmes formados quanto a estrutura quimica, morfologia,
estabilidade térmica, cristalinidade, grau de inchamento e propriedades

mecanicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo se destina a andlise e discusséo de artigos e revisédo do estado
da arte sobre o polimero quitosana, a termodinamica de solu¢des, formacéao de filmes
microporosos e a aplicacdo na area meédica, assuntos que motivam o desenvolvimento

do presente trabalho.

2.1. Biopolimeros
Hé& muito tempo o petréleo vem sendo a principal fonte de matéria-prima para

a producao de polimeros, porém, devido ao alto potencial poluidor desse insumo, se
faz necessaria a busca por novos materiais que sejam obtidos de outras fontes
(NIAOUNAKIS, 2015). Nesse sentido, os biopolimeros vém se destacando como
materiais poliméricos que podem ser produzidos de fontes biodegradaveis e tém
grande capacidade de aproveitamento dos recursos naturais como fonte de producao,
além de grande potencial de aplica¢éo industrial.

Os biopolimeros sdo materiais poliméricos que podem ser produzidos a partir
de organismos vivos ou de matérias-primas de fontes renovaveis. Biopolimeros
originados de microrganismos sao formados devido ao ciclo de crescimento
microbiano, que os forma dentro de células em seu metabolismo. Exemplos de
biopolimeros naturais sédo proteinas, poliésteres, polissacarideos (NIAOUNAKIS,
2015) e poliacido latico. Quando originados de fontes renovaveis, assim como
produtos usados para a fabricacdo de embalagens plasticas, formam-se biopolimeros
sintéticos como a poli(e-caprolactona), poliamidas e poli (vinil &lcool) (YAASHIKAA;
SENTHIL KUMAR; KARISHMA, 2022).

Nos biopolimeros sintetizados por organismos vivos, 0s mondmeros Ssao:
aminoacidos, acidos nucleicos e monossacarideos. Os mondmeros tem estruturas
ligadas umas as outras, em formas que podem ser lineares ou ramificadas (KOU,
PETERS; MUCALO, 2022; YAASHIKAA; SENTHIL KUMAR; KARISHMA, 2022). A
quitosana, a celulose e a quitina pertencem a classe de polissacarideos, séo
biopolimeros em que as ligacdes glicosidicas conectam sacarideos monoméricos
(ASPINALL, 1970; KARTIK et al.,, 2021). A caracterizacdo desses biopolimeros é



essencial para entender a sua complexidade estrutural e garantir a sua melhor
aplicacgéo.

O potencial de aplicabilidade dos biopolimeros é extenso e vai desde
materiais simples como suturas, sacos de lixo e material de preenchimento de
embalagens até matérias-primas importantes nas areas de medicina, alimentacéo,
cosmetica, agronegocios, entre outras aplicacdes (AMBAYE et al., 2022). Entre as
aplicacfes na &rea médica estédo os sistemas de liberacédo de drogas, os produtos de
fechamento e cicatrizag&o de feridas e os dispositivos de implante cirtrgico. No campo
da cicatrizacao de feridas estao dispostos 0os materiais reabsorviveis para substituicao
de tecido humano (HAMEDI et al., 2022; VAN DE VELDE; KIEKENS, 2002) que
apresentam grande visibilidade da industria devido a sua biodegradabilidade,
compatibilidade e nado toxicidade. Segundo a literatura, os principais biopolimeros
empregados nessa area sao: colageno, celulose, amido e a quitosana. Dentre os
polimeros biodegradaveis, a quitosana se destaca devido a sua agao antimicrobiana,
capacidade antioxidante, efeitos hemostéaticos e melhora na cicatrizagdo de feridas
(KOU; PETERS; MUCALO, 2022; UDAYAKUMAR et al., 2021).

2.2. Quitosana
A quitosana é conhecida como o principal derivado parcialmente desacetilado

da quitina, apresenta maior solubilidade que sua precursora (quitina), sendo soltvel
em solucdes acidas diluidas, melhorando, desta forma, as condi¢cdes de
processamento (BASTIAENS et al.,, 2019; KOU; PETERS; MUCALO, 2021). Os
oligbmeros de quitosana foram relatados como tendo biodegradabilidade, baixa
toxicidade e biocompatibilidade. Por essas razdes, a quitosana € utilizada para
multiplas aplicagbes, como a agricultura, tratamento de agua e esgoto, alimentos e
bebidas, cosméticos, biomedicina e diversos outros campos industriais (ABD EL-
HACK et al., 2020; QIAO et al., 2021; SAHARIAH; MASSON, 2017).

A quitosana é derivada da quitina que consiste em polissacarideos cristalinos
formados por cadeias de monossacarideo de glicose modificado, tais como N-acetil-
D-glucosamina e a D-glucosamina (BASTIAENS et al., 2019). E o biopolimero mais
encontrado na natureza depois da celulose e esta presente em uma variedade de
espécies eucaridticas, como crustaceos, insetos e fungos (ARSHAD; ZUBAIR;
ULLAH, 2020; EL KNIDRI et al., 2018). As propriedades fisico-quimicas da quitosana



diferem entre as espécies de crustaceos que originam a quitina (ARSHAD; ZUBAIR;
ULLAH, 2020). O processo de obtencdo mais comum da quitina consiste,
basicamente, na moagem de conchas dos crustaceos, seguido da desmineralizacéo
e descalcificacdo do po, normalmente, com &cido cloridrico diluido. Essa etapa é
realizada para retirar os minerais presentes, principalmente o carbonato de célcio. Em
seguida, € realizada a desproteinizacdo com hidréxido de sédio e desodorizacdo da
quitina, visando reduzir o odor marcante do material (BASTIAENS et al., 2019).

Nos organismos Vivos a quitina age na biomineralizagdo, como calcificagédo e
silicificacdo, fornecendo locais preferenciais para nucleacdo e controlando a
localizacdo e orientagdo das fases minerais. A biomineralizagéo explica a presenca
de quitina em estruturas sélidas em uma variedade de biomassa, como em paredes
celulares (KOU; PETERS; MUCALO, 2021).

2.2.1. Estrutura e propriedades fisicas e quimicas

Como visto, a quitina é formada por unidades de N-acetil-D-glucosamina e
D-glucosamina ligadas por ligagbes de B-(1,4)-glicosidicas. Quando sujeitas a
desacetilacdo, parte das unidades de repeticdo no polimero sédo transformadas em
unidades sem o grupo acetil, como B-(1,4)-D-glucosamina, passando entdo a ser
conhecida como quitosana (ABD EL-HACK et al., 2020; EL KNIDRI et al., 2018). A
fracdo molar de unidades N-acetiladas é definida como o grau de acetilacdo (GA),
enquanto a porcentagem das unidades de repeticdo de B-(-1,4)-D-glucosamina nos
polissacarideos é conhecida como o grau de desacetilacdo (GD) (EL KNIDRI et al.,
2019; KOU; PETERS; MUCALO, 2021). Diversas definicdes de quitina e quitosana
estdo presentes na literatura, porém as publicacdes atuais ndo chegam a um
consenso quanto aos valores de GD onde a quitina passa a ser considerada
quitosana, contudo geralmente a sua venda comercial em po, tem valores de GD entre
70 e 90 % (KOU; PETERS; MUCALO, 2021; WEISSPFLOG et al., 2021).

A quitosana possui entre 5 e 8 % de nitrogénio que se apresenta na forma de
grupos de amina alifatica primaria, o que a torna elegivel para reacdes tipicas de
aminas (ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017). Na quitina, estes grupos se apresentam na
forma de amina acetilada, sendo assim, a quitosana é quimicamente mais ativa do
gue a quitina devido a presenca de grupos hidroxila primarios e secundarios em cada

unidade de repeticdo e ao grupo amina em cada unidade desacetilada (ARSHAD;



ZUBAIR; ULLAH, 2020; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). A representacao da estrutura

guimica da quitina e da quitosana pode ser vista na Figura 2-1.

(b

Figura 2-1 — Representacdes estruturais da quitina (a) e quitosana (b).
Fonte: adaptado de KUMARI; KISHOR, 2020.

Desacetilacdo da Quitina

A abordagem mais usual para a producéo da quitosana é atraves do método
de desacetilacdo da quitina. O processo de desacetilacdo € principalmente
caracterizado pela remocao do grupo acetil das moléculas de quitina e determina o
conteudo do grupo amina livre (NH2) na quitosana. Nesse método, a quitina é tratada
com uma solucdo aquosa de hidroxido de sodio ou potassio, a fim de evitar que a
quitosana seja contaminada pelas proteinas geradas pelos produtos da quitina. Apos,
o material resultante é transformado em quitosana por meio de uma etapa de
desacetilagdo (ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020; EL KNIDRI et al., 2019; MUXIKA et
al., 2017). A reacdo de substituicdo nucleofilica de desacetilacdo tem duas etapas,
comecando pela etapa de adicao nucleofilica de um hidréxido nos grupos carboxila
(BASTIAENS et al., 2019) e a formacdo da amina pela separacéo do acido acético. A
desacetilacdo € tradicionalmente realizada em meio alcalino usando hidroxido de
sbédio ou potassio em concentracfes de 40 a 45 % (m/m) e temperatura que varia
entre 100 e 160 °C no intervalo de 1 a 3 horas (BASTIAENS et al., 2019; KOU;
PETERS; MUCALO, 2021). Todo o processo € realizado na auséncia de oxigénio,



seguido por procedimentos de purificacdo para a obtencdo da quitosana de natureza
catibnica (KHAYROVA; LOPATIN; VARLAMOV, 2021).

A desacetilacdo heterogénea, onde a quitina é tratada com uma solucéo
concentrada de NaOH e a quitosana € produzida como um residuo insoluvel, ndo é
capaz de alcancar a completa desacetilacdo da quitina em uma Unica etapa, porém
com a repeticdo do tratamento com NaOH pode-se atingir até 99 % de GD (LI,
ZHUANG, 2020).

Como visto anteriormente, o0 GD € proporcional ao grau de transformacéo da
quitina em quitosana, e esse depende diretamente do processo de tratamento com
hidroxido de sodio, da sua concentracdo, da temperatura e do tempo de reacao
(ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017). O grau de desacetilacdo € responsavel por indicar
as caracteristicas quimicas mais importantes para a aplicacdo da quitosana, assim
como, atividade antimicrobiana, biodegradabilidade, biocompatibilidade e solubilidade
(Ll; ZHUANG, 2020).

Autores avaliaram o uso de quitosana com GD de 72 e 85 % e como resultado
obtiveram um produto com propriedades mecanicas diminuidas para quitosana com
maior GD, aumentando a fragilidade do material (FOSTER et al., 2015). TAKAHASHI
et al. (2008) demonstraram que o aumento do GD de 84 % para 92 % apresentou
maior potencial inibidor para Staphylococcus aureus, ndo apresentando inibicdo para
a quitosana com GD menor que 82 %. Resultados semelhantes foram observados por
CHIU etal., (2007) e YOUNES et al., (2014). ARANAZ et al. (2012) demonstraram que
a biodegradabilidade da quitosana aumenta na medida em que o GD diminui. Estes
estudos demostram que a quitosana de alto GD tem potencial de aplicacdo em
produtos biomédicos, mas, ao mesmo tempo, com comportamento mecanico muito
complexo.

Além do grau de desacetilagdo, a massa molar, a solubilidade, a
cristalinidade, o conteudo de agua e valor de retencdo de agua sao parametros
considerados de suma importancia na aplicacdo da quitosana (HISHAM et al., 2021).

A determinacdo da massa molar (MM) é muito utilizada para a avaliagdo da
atividade bioldgica da quitosana, influenciando na viscosidade de solucdes. Estudos
mostram que tal atividade aumenta com a diminuicdo da MM e GD (ARANAZ et al.,
2012; PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009). Desta forma, a massa molar relaciona a
estrutura molecular com a atividade biologica, possibilitando avaliar os processos
bioquimicos induzidos nas células (LI; ZHUANG, 2020; RASHKI et al., 2021,



VINSOVA; VAVRIKOVA, 2011). Pesquisadores avaliaram o uso da quitosana de baixa
massa molar e verificaram que a atividade antimicrobiana foi melhorada, quando
comparada a quitosana de média e alta massa molar, porém se tornou praticamente
nula para bactérias gram-negativas quando a massa molar é muito baixa, abaixo de
50 kDa. Quitosana de alta massa molar, acima de 700 kDa, mostrou maior efetividade
na inibicdo de bactérias gram-negativas, porém menor atividade para bactérias
gram-positivas. Para a quitosana de média massa molar, entre 300 e 500 kDa, tanto
bactérias gram-negativas quanto gram-positivas apresentaram grande sensibilidade
(ARANAZ et al., 2012; NO et al., 2002).

Sabemos que a quitosana é o derivado solluvel da quitina, também é
conhecido o fato de que a cristalinidade esta diretamente ligada a solubilidade do
polimero. Estudos indicam que a quitosana é menos cristalina que a quitina, isso se
deve ao fato da quitina ter uma estrutura bem compacta na qual a cadeia antiparalela
favorece fortes ligacfes de hidrogénio de quatro grupos hidroxila e dois grupos amida
na unidade de repeticdo (CHO et al., 2000). Consequentemente, a quantidade de
ligacOes de hidrogénio diminui para a quitosana com a diminuicdo dos grupos acetil,
tornando-a menos cristalina. Esse fato traz uma ligacdo direta com o grau de
desacetilacdo da quitosana, sendo que quanto maior o GD da quitosana menor sera
sua cristalinidade e mais solluvel sera a amostra.

A Tabela 2-1, traz um resumo das caracteristicas fisico-quimicas
mencionadas com o0s respectivos métodos de determinacao e suas relagcdes com as
propriedades da quitosana (ARANAZ et al., 2012).

Além dos critérios ja mencionados, a distribuicdo dos grupos acetil ao longo
da estrutura linear das moléculas de quitosana pode ser de grande importancia na
definicdo das interacbes com os sistemas biolégicos (LECETA et al., 2013; LI,
ZHUANG, 2020; LIM; HWANG; LEE, 2021). A distribuicdo dos grupos acetil pode ser
determinada por cromatografia de permeacdo em gel, deteccéo de indice refletivo e
espectroscopia no ultravioleta visivel. Autores mostraram que quitosana com
distribuicdo de grupos acetil aleatéria apresenta como caracteristica uma melhor
solubilidade em &acido acético, sem formar precipitados ou géis, facilitando seu
processamento, porém essa distribuicdo ndo € comum para quitosana obtida por
desacetilagcdo heterogénea, que apresenta distribuicdo de grupos acetil em blocos
sequenciais (KUMARI; KISHOR, 2020).
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Tabela 2-1 — Relacao entre as propriedades biolégicas da quitosana, suas caracteristicas
fisico-quimicas e os métodos de determinag&o.
Fonte: Adaptado de ARANAZ et al., 2012.

Caracteristicas

Eisi - Métodos de determinacédo Propriedades
isico-guimicas

Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Espectroscopia UV Biodegradabilidade,
o Espectroscopia de ressonancia magnética blqcompatlblllc_iade,
Grau de desacetilacdo (RMN) atividade antioxidante,

muco adesividade e

Titulacdo condutivimétrica capacidade de adsorcdo

Titulacdo potenciométrica
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Viscosimetria Biodegradabilidade,
' ~ atividade antioxidante,
Massa molar Cromatografia de permeacdo em gel atividade antimicrobiana
Disperséo de luz e muco adesividade
Cristalinidade Difragcéo de raios X (DRX) Solul;:l'|3:1cii(:er()eb?;:;/;dade
2.2.2. Determinacado do Grau de desacetilacdo (GD) da quitosana

Como visto anteriormente, o grau de desacetilagdo é um dos parametros mais
importantes a ser investigado antes da aplicacdo da quitosana, pois influencia em
muitas propriedades do material, como biodegradabilidade, biocompatibilidade, acao
antioxidante e solubilidade. Assim, a busca por métodos precisos, simples, rapidos e
de baixo custo para determinar o GD tem sido uma das principais preocupacdes
relatadas em diversas pesquisas. A determinacdo do GD por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi avaliada como a principal técnica
gue reune essas vantagens (BAXTER et al., 1992; DOMSZY; ROBERTS, 1985;
KASAAI, 2009). O grau de desacetilacdo é definido como a razdo entre 0s grupos
N-acetil-D-glucosamina e a D-glucosamina. Para a determinacdo do GD a partir da
analise de FTIR é necessaria a construcao de uma curva de calibracdo em relacéo
aos valores de grau de desacetilacdo padréo, utilizando razdes de absorbancias (A)
de uma banda de sonda sensivel ao numero de grupos acetil presentes (PB), em
relacdo a uma banda de referéncia independente de GD (RB). As absorbancias de PB
e RB sdo determinadas pelo método de linha de base (BL) (BEIL etal., 2012; DUARTE
et al., 2002).
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A construcdo da curva de calibracdo nao é trivial, ja que a escolha das bandas
de sonda e referéncia com diversas linhas de base néo é dbvia. Diversas razfes para
Ars(BL)/Are(BL) foram sugeridas, onde A € a area da banda escolhida, mas nenhuma
delas poderia realmente fornecer valores precisos em toda a faixa de GD de 0-100 %.

O resultado depende diretamente da escolha das bandas, tendo em vista que
diferentes razdes Ars(BL)/Ars(BL) geram diferentes resultados para o GD. DUARTE
(2002) e KASAAI (2009) compilaram e testaram algumas razdes indicadas por autores
para determinacdo do GD pela técnica de FTIR.

Em 1980, MOORE e ROBERTS, propuseram as bandas em 1663 cm™
(estiramento do grupo C=0O da amida 1) como banda sensivel e em 3448 cm
(estiramento do grupo O-H, a hidroxila) como banda referéncia. O GD € obtido pela

Equacéo 1:

A 100
GD =100 — (ﬁ*g) (1)

O valor 1,33 representa a razdo entre Aps/Ars para quitina totalmente
acetilada.

DONG et al. (2002) propuseram as bandas em 1561 cm™ (estiramento da
amida 1l) como PB e a banda em 2877 cm (estiramento do grupo CH no anel) como

RB. KASAAI (2009) adaptou os resultados aplicando a seguinte equacao linear:
APB — 0,0125 % GA + 0,2 2
ARB

A Equacao 2 retorna o valor do grau de acetilacdo (GA), sabe-se que
GA + GD = 100 %, sendo assim, GD =100 — GA.

BAXTER et al. (1992) estudaram o uso das mesmas bandas defendidas por
Moore e Roberts (1980), com a utilizacdo da Equacéo 3:
GD = 100 — (222 « 115) ©)

ARB
O valor 115 representa o valor das inclinacbes das curvas lineares para as

razdes de bandas obtidas por repetidos testes com diferentes amostras de quitosana

com diferentes GD. O autor KASAAI sugeriu uma modificacdo na formula proposta por
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Moore e Roberts, adicionando a banda 1626 cm? (C=0), estiramento da amida
priméria) como somatério a banda sensivel, resultando na Equacao 4:

_ _ (ApBtAie26 , 100
GD =100 — (228 5 = (4)

O autor também sugeriu uma modificacdo semelhante ao sistema proposto
por BAXTER et al. (1992), segundo a Equacéo 5:

GD =100 — (FEE22626 4 115) (5)

RB

Para uma leitura mais completa da faixa de GD, Kumirska (2010) indica a
banda do estiramento CH. No entanto, essa banda também é uma banda de leitura
complexa, pois muitas bandas CH simétricas e assimétricas podem ser lidas nessa
regido, assim como, C-H do anel glicosideo, CH20H e CHs ligado a grupos acetil.
Contudo, apenas os CH ligados ao grupo acetil sdo afetados pelo GD (KASAAI, 2008).
Apesar disso, essa banda é escolhida pelo fato de ndo ser afetada pelo teor de agua
e ligacbes de hidrogénio.

A relagéo proposta entre Aise1/A2s77 tem melhores resultados para GD entre
40-100 % e mais imprecisos para GD abaixo de 30 %. E amplamente visto que a
intensidade da banda de flexdo de NH aumenta com o aumento do GD (BRANCA et
al., 2016; KASAAI, 2008).

Em sintese, as bandas de C=0 e NH como bandas sensiveis ndo sdo capazes
de compreender toda a faixa de GD. Ainda assim, a banda C=0 é dita sendo melhor
para leituras de GD>90 % e a banda NH se adequaria a leituras de GD<90 %
(DUARTE et al., 2002; KASAAI, 2008; MOORE; ROBERTS, 1980).

Os desvios vistos com o0 uso da banda C=0 sao atribuidos ao possivel ombro
de sobreposicdo causado pelo estiramento C=0O e C-N da amida primaria,
encontrados em 1655 e 1625 cm?, respectivamente. Assim, sugere-se que a soma
dessas duas bandas poderia aumentar a precisédo dos valores de GD (KASAAI, 2008).

Comparando as bandas de referéncia O-H e C-H, a banda referente ao
estiramento O-H tem maior intensidade, mas o fato de a banda C-H néo ser afetada
por ligacdes de hidrogénio, traz certa seguranca para a determinacdo mais precisa do
GD (BRANCA et al., 2016; KASAAI, 2008).
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Em resumo, as leituras utilizando as razfes entre as bandas Aiess/Asaso e
A1630/Az450 SA0 mais indicados para GD entre 20-85 % e 40-100 %, respectivamente.
Essas razfes sao indicadas para amostras com maior cristalinidade e sem umidade,
com pouca precisao para altos valores de GD. Ja a razdo A1seo/Az2s70 oferece uma boa
leitura de GD em torno de 40-100 %, podendo causar erros para valores baixos de
GD (KASAAI, 2008, 2009).

A soma das bandas em 1655 e em 1625 cm™ promete compreender toda a
faixa de valores de GD, evitando os problemas de formacao de ombro e alargamento
de banda. Porém, pode causar imprecisfes quando a amostra estd imida e os valores
de GD sao muito baixos (KASAAI, 2008).

Outra maneira de determinar o grau de desacetilacdo da quitosana € através
de titulacdo condutivimétrica. A titulagcdo condutivimétrica se mostra mais econémica
e precisa para determinacdes de GD entre 65 e 100 % (KASAAI, 2009). Uma das
limitacdes desse método € a alta capacidade de absor¢céo de agua da quitosana, pois
mesmo uma curta exposicdo da amostra & umidade do ar pode causar mudancgas no
valor do GD. Mesmo assim, a técnica de titulacdo condutivimétrica € comumente
empregada para quantificar os grupos acidos com boa precisdo e simplicidade. A
solubilidade é um fator limitante na escolha da técnica, pois amostras com baixo grau
de desacetilacdo séo insoluveis na maioria dos solventes.

Na faixa de massa molar da quitosana utilizada neste trabalho (190 a 310 kDa)
0 uso de ambas as técnicas, FTIR e titulacdo condutivimétrica, traz resultados

confiaveis para o GD médio da quitosana.

2.2.3. Solubilidade da quitosana

A ciéncia e tecnologia de polimeros tem mostrado grande interesse na area
voltada a dissolucdo de polimeros devido ao aumento das possibilidades de
processamento (ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020). A estrutura e a composicédo do
polimero tém grande influéncia na determinacgéo da sua solubilidade em determinado
solvente e a estrutura da quitina exemplifica essa relacdo. Sua estrutura semicristalina
conta com fortes ligacdes de hidrogénio que causam um aumento nos parametros de
solubilidade, tornando-a insolivel na maioria dos solventes comuns (PILLAI; PAUL;
SHARMA, 2009). A maioria dos solventes aplicados a dissolugdo da quitina séo

potencialmente toxicos, corrosivos ou mutagénicos, na sua maioria sao acidos fortes
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comos fluorodlcoois, clorodlcoois e algumas solu¢des salinas hidrotopicas, que podem
promover a degradacdo da quitina impossibilitando a sua aplicacdo em escala
industrial e em produtos medicinais (DENG et al., 2021; KAMALI et al., 2019). A
guitosana também tem restric6es na solubilizacédo, ndo é solivel em nenhum solvente
organico, como por exemplo, a dimetilformamida (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009),
porque a estrutura semicristalina da quitosana e a presenca da rede de ligacdes de
hidrogénio intra e intermolecular conferem propriedades insollveis ao polimero (EL
KNIDRI; LAAJEB; LAHSINI, 2020). Porém, a quitosana apresenta como caracteristica
a formacédo de sais de nitrogénio, conforme ilustrado na Figura 2-2, em pH baixo
(abaixo de 6,5), o que permite a sua dissolu¢cdo em 4cidos organicos. A quitosana
pode ser dissolvida em uma série de solu¢cdes aquosas acidas diluidas de acidos,
como acido acético, acido cloridrico, acido latico, acido fitico, entre outros, com o pH
abaixo de seu pKa de 6,3 (LI; ZHUANG, 2020). Sabe-se que a quitosana tem alta
hidrofilicidade (ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020), porém, ela ndo € miscivel em agua

pura.
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Figura 2-2 — Diagrama demonstrativo da solubilidade da quitosana em funcéo da sua protonacéo
versus pH do meio. Fonte: adaptado de ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020.

A solubilidade da quitosana € diretamente dependente da distribuicdo dos
grupos acetil ao longo da sua cadeia, do grau de desacetilacéo e das propriedades do
acido empregado (THEVARAJAH et al., 2016). A quitosana pode ser considerada uma
base forte por ter grupos de amina primarias em sua composi¢cao. Em pH abaixo de
6, esses grupos podem ser protonados, o que a torna um polieletrdlito catidnico sollvel
em agua. A Figura 2-2 traz a representacao do que ocorre quando o pH é aumentado
acima de 6: as aminas tornam-se nao protonaveis e a quitosana passa a ser insoluvel.

Outro parametro importante para a solubilizagdo da quitosana € o grau de

ionizacdo do acido, que decorre do seu pH e pKa, baseando-se no mecanismo de
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protonacdo da quitosana. Dessa forma, a protonacdo da quitosana € de suma
importancia, pois a dissolugdo do biopolimero permite a obtencdo de filmes,
membranas, granulos, fibras ou esponjas a partir de processos de precipitacao.
Mesmo a dissolucédo da quitosana sendo mais facil que a da quitina, a estabilidade
dos produtos € comprometida pelo seu carater extremamente hidrofilico (QIAO et al.,

2021). A Figura 2-3 ilustra a possivel reacéo entre a quitosana e o acido aceético.

' . I Acetato de quitosana

Figura 2-3 — Equacao quimica da rea¢do entre a quitosana e o 4cido acético. Fonte: adaptado de
ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020.

A eficiente caracterizacdo fisico-quimica, além de outros fatores como a
aplicacdo segura (sem o risco de liberagdo de produtos toxicos), sao
significativamente prejudicados pela dificuldade de dissolucéo total da quitosana sem
correr o risco de degrada-la. Uma solucado completamente diluida € definida como uma
solucdo onde todas as cadeias de quitosana estdo envoltas pelas moléculas do
solvente (MILLER-CHOU; KOENIG, 2003; THEVARAJAH et al., 2016). Sabe-se que
mesmo que a amostra esteja aparentemente dissolvida (liquido transparente), essa
aparéncia nao afirma a sua completa dissolucdo. A completa dissolugéo da quitosana
depende de diversos fatores que incluem caracteristicas estruturais, como a
distribuicAo dos grupos acetil, e de fatores ambientais como forca idnica, pH,
temperatura, tempo e constante dielétrica do solvente (CRINI; LICHTFOUSE, 2019;
DOMARD, 2011; THEVARAJAH et al., 2016).

Segundo THEVARAJAH (2016), a quitosana ndo é capaz de ser dissolvida
totalmente em acido acético a temperatura ambiente, porém na presenca de
temperatura, entre 30 °C e 60 °C, seria possivel formar uma solucéo limpida devido a
alteracao do equilibrio, que é deslocado favorecendo a solucao.

A constante de ionizacao (Ka) do grupo amina é de fundamental importancia

para aplicacdo de materiais poliméricos, uma vez que delimita suas interages fisico-
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guimicas, bem como as propriedades do produto. A constante de
dissociagdol/ionizacdo € baseada no equilibrio envolvendo acidos e bases e para a

guitosana € obtida a partir do equilibrio apresentado nas Equacdes 6, 7 e 8.

Quit — NH, + H;0%* < Quit — NHf + H,0 (6)

[Quit—NH,][H;0]

Ka = - +
Quit—NH3

(7)

pKa = —log(Ka) (8)

A constante de ionizacao da quitosana depende diretamente da concentracéo
de ions H3O" da solucdo, sendo esse dependente da constante de dissociacdo do
acido (K) e do grau de protonagdo da quitosana. O grau de protonagédo (a) da

guitosana pode ser calculado usando a Equacéo 9, demonstrada por Rinaudo, 1999:

o = @Cam[130%])
Cp

9)
onde Ca é a concentracdo do acido em solu¢do aquosa, Cp € a concentragdo de
guitosana e a” € o grau de dissociagado do acido na presenga de quitosana, dado por
K/(K + [H;0%]). A concentracdo de H3O* é determinada por leituras de pH do meio.
Finalmente, a constante de ionizacdo da quitosana (Ka) pode ser calculada por meio
da Equacéo 10:

(1-«") 1-x

Ka= K2 == = [H,07] = (10)

Segundo RINAUDO et. al. (1999), a solubilizacdo da quitosana ocorre em a
variando de 0,5 a 0,6. Outros autores avaliaram o uso da quitosana com a igual a 0,5
e verificaram que a completa solubilizacdo nao foi alcancada sem variacdo de
temperatura e/ou filtragem da solu¢cdo (LUKMAN HEKIEM et al., 2021; PILLAI; PAUL,;
SHARMA, 2009; THEVARAJAH et al.,, 2016). Portanto, pode-se constatar que a
solubilidade da quitosana € um parametro dificil de ser controlado, pois tem muitos

fatores envolvidos em sua determinacdo. Esses fatores podem incluir temperatura,
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tempo e grau de desacetilagdo do polimero, massa molar e tratamentos anteriores
aplicados a quitina (QIAO et al., 2019). O solvente mais amplamente utilizado para a
solubilizacéo deste material € a solucdo aquosa de acido acético (com concentracao
entre 1 e 2 % v/v), que tem seu pH em torno de 4,0 (QIAO et al., 2021). O 4cido acético
€ amplamente empregado como solvente da quitosana pois € um solvente acessivel,
no qual as moléculas de quitosana sdo muito menos decompostas, mantendo as
propriedades do polimero. A concentracdo de &cido necesséria para a solubilizacao
da quitosana depende diretamente da quantidade de quitosana a ser dissolvida, pois
a concentracao de prétons necessaria para dissolve-la deve ser ao menos igual a
concentragéo de unidades —NH2 (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

2.2.4. Atividade antimicrobiana da quitosana

A atividade antibacteriana da quitosana tem sua acao influenciada, entre
outros, pela sua massa molar, grau de desacetilacdo, tipo da bactéria, pH e
temperatura do ambiente e idade da célula bacteriana, ou seja, a fase de crescimento
da célula (KUCHARSKA et al., 2019). A literatura confirma que a quitosana apresenta
mecanismos diferentes de acdo para bactérias gram-positivas e gram-negativas
(HOSSEINNEJAD; JAFARI, 2016; RASHKI et al., 2021; SAHARIAH; MASSON, 2017).
Essa diferenca na atividade pode ser devida a diferenca na composi¢cdo das suas
paredes celulares.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular composta por uma
espessa camada de peptideoglicano, contendo acidos teicdicos carregados
negativamente ligados covalentemente ao &cido n-acetiimuramico. Os acidos
lipopoliteicoicos formam ligagbes covalentes com a membrana citoplasmatica. Os
acidos teicéicos tém como funcédo promover forca a parede celular e organizar cargas
uniformes de alta densidade, afetando assim a passagem de ions através das
camadas superficiais externas.

JA as bactérias Gram-negativas, contam com uma fina camada de
peptideoglicano acima da membrana citoplasmatica, elas sdo cobertas pela
membrana externa, composta principalmente por lipoproteina e lipopolissacarideo
(SAHARIAH; MASSON, 2017).
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Figura 2-4 — (1) Representac&o ilustrativa do primeiro modelo de acao antimicrobiana da quitosana.
Composicao estrutural do envelope externo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas: (a)
membrana externa; (b) camada de peptidoglicano; (¢) membrana citoplasmatica. (1) Efeito da ligacao
da quitosana ao envelope externo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Fonte: Adaptado
de SAHARIAH; MASSON, 2017.

O mecanismo exato de acdo antibacteriana da quitosana ainda permanece
em debate, porém ha um consenso de que ele ocorre pela intera¢do da quitosana com
a superficie bacteriana. Para explicar esse mecanismo, sao encontrados trés modelos
na literatura: (i) interacdo eletrostatica; (ii) quelacdo da superficie bacteriana e (iii)
interacdo com o DNA. O primeiro mecanismo, e o0 mais corroborado pela literatura, se
baseia na atracdo eletrostatica dos grupos catidnicos da quitosana em direcdo aos
componentes carregados negativamente existentes na superficie bacteriana. Em
pH < 6, devido a ligagdo com os polianions, os grupos amina de D-glucosamina (NHz")
protonados disputam com os ions metalicos bivalentes, que assim sdo encontrados
na parede celular bacteriana. Portanto, a presenca de cargas cationicas no esqueleto
de quitosana € um requisito chave para que o biopolimero seja efetivo no combate as
bactérias. Sendo assim, a atividade antimicrobiana de quitosana é altamente
diminuida em pH 7 ou acima deste, devido a desprotonacdo de grupos amina e sua
solubilidade diminuida. Muito se discute sobre como a interacéo eletrostatica pode se
comportar de forma diferente de acordo com o tipo de espécie bacteriana. Em
bactérias Gram-positivas, 0 vazamento dos componentes intracelulares da bactéria
ocorre devido a hidrélise dos peptideoglicanos na parede celular, como mostra a
Figura 2-4. Alguns estudos demostraram um aumento na interacdo elétrica dessas
bactérias, em consequéncia da hidrolise dos peptideoglicanos, esse comportamento
pode ser observado pela suspenséo celular, que tem sua condutividade aumentada,
assim como pela liberagao de p-galactosidase citoplasmatica.

Um segundo mecanismo proposto € que o0s ions metalicos presentes na
superficie bacteriana sdo quelados pelos grupos amino da quitosana, que apresenta
excelentes propriedades quelantes, devido a capacidade de doac¢éo dos grupos amina
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nao protonados formando complexos metélicos. O pH do meio tem grande influéncia
na efetividade desse mecanismo, tendo em vista que o efeito quelante supera o efeito
eletrostatico apenas quando o pH do meio é maior que o pKa da quitosana. O
processo quelante pode ocorrer tanto pelo modelo em ponte, onde 0s grupos amino
ou de diferentes cadeias de quitosana estéo ligados aos ions metalicos, quanto pelo
modelo pingente, em que os ions metalicos estdo ligados aos grupos amino. Essa
ligac&o entre os grupos amino livres e os ions metalicos bivalentes, como Ca?* e Mg?*
gue estdo presentes na parede celular do microrganismo, impedem a producéo de
toxinas e, assim, inibem o seu crescimento.

No terceiro modo de acgéo proposto, supde-se que haja um ataque intracelular
aos microrganismos pela quitosana. De acordo com essa teoria, a quitosana é capaz
de interagir diretamente com o DNA da célula, quando se tratando de bactérias e
fungos, perfurando a célula microbiana. Estudos concluiram que a mureina reticulada
(parede celular bacteriana multicamada) pode ser perfurada pela quitosana, bem
como na membrana citoplasmatica. Com a ligagdo da quitosana ao DNA, a célula
acaba por ser destruida impedindo a reproducéo do DNA e interrompendo a sintese
de proteinas e mMRNA. Esse modelo de ac&o antibacteriana parte da ideia de que a
guitosana é capaz de penetrar na parece celular de multiplas camadas e na membrana
citoplasmatica (SAHARIAH; MASSON, 2017).

A atividade antimicrobiana da quitosana € igualmente afetada pela idade da
célula microbiana: ela tem maior capacidade de danificar as células “jovens”, aquelas
gue ainda ndo chegaram a sua fase estacionaria. Assim também ocorre com a faixa
de temperatura entre 4 e 37 °C, que favorece a interacédo bacteriana (KUCHARSKA
et al., 2019). Além disso, o grau de desacetilacdo causa variacdo na atividade
antimicrobiana da quitosana e é de grande interesse entre muitos pesquisadores.
(ABD EL-HACK et al., 2020). Diversos pesquisadores defendem que com o aumento
do GD da quitosana a atividade antimicrobiana aumenta gradualmente (BYUN et al.,
2013; CHUNG; CHEN, 2008; FEI LIU et al., 2000). Porém, outros defendem que a
diminuicdo do grau de desacetilacdo favorece a acédo antimicrobiana (GOY; DE
BRITTO; ASSIS, 2009; OMURA et al., 2003; QIN et al., 2006). Sendo assim, ndo ha
um consenso sobre o melhor GD de atividade antimicrobiana da quitosana, mesmo
gue seu efeito ja tenha sido comprovado.

Em relacéo a atividade antifingica da quitosana, estudos relatam uma acao

mais fungistéatica, na maior parte de sua a¢do, do que fungicida (ABD EL-HACK et al.,
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2020). Ainda assim, a acdo da quitosana ndo € igualmente efetiva para todos os
fungos e estes se dividem em dois grupos: 0s sensiveis e 0s resistentes a quitosana.
O mecanismo de acéo antifungica depende da estrutura da parede celular dos fungos.
A parede celular dos fungos €, em sua maioria, formada por quitina e glucanos. Para
os fungos sensiveis a quitosana, € dito que a quitosana € capaz de penetrar na
superficie da célula interferindo diretamente no seu crescimento. O mecanismo de
acdo pode ocorrer pela interacdo dos grupos catidnicos da quitosana com a superficie
do fungo devido a atracdes eletrostaticas, rompendo a mesma e causando a liberagéo
de componentes intracelulares, muito semelhante ao que ocorre com as bactérias
Gram-positivas (SAHARIAH; MASSON, 2017). Para os fungos resistentes a
guitosana, esse sistema ndo se adequa, pois a quitosana ndo consegue penetrar em
sua parede celular (VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017).

Neste contexto, a quitosana apresenta-se como uma alternativa promissora
para o tratamento de infec¢des, uma vez que apresenta caracteristicas desejaveis
para confeccdo de curativos, como capacidade de formacdo de filme,

biocompatibilidade, biodegrabilidade, bioadesividade e atividade antimicrobiana.

2.2.5. Aplicacdes da quitosana na area meédica

Atualmente, a maioria dos polimeros disponiveis consiste em materiais
sintéticos, logo a biocompatibilidade e biodegradabilidade desses materiais séo
limitadas ou inexistentes, quando comparadas aos biopolimeros como a celulose e a
quitina (AMBAYE et al., 2022; NIAOUNAKIS, 2015). No entanto, esses biopolimeros
apresentam uma limitacdo quanto a sua processabilidade e caracterizagdo (RAVI
KUMAR, 2000). Devido as suas propriedades unicas como solubilizacao,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e absorcéo, a quitosana tem
sido amplamente aplicada nas industrias de alimentos, biomedicina, farmacéutica,
tratamento de efluentes, téxtil, agricola e outros campos industriais (KONG et al.,
2010). Em vista da grande necessidade da area médica em materiais ndo agressivos
ao corpo humano, muitas pesquisas tém sido voltadas ao uso da quitosana em
diversas areas da medicina (HAMEDI et al., 2022).

O grande interesse do uso de quitosana demonstrado pela area médica se
origina das suas caracteristicas fisico-quimicas. Boa parte dos tecidos vivos

apresentam carga negativa, assim como 0S microrganismos, permitindo a interacéo
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eletrostatica com a quitosana que, quando protonada, possui carga positiva (ORYAN;
SAHVIEH, 2017). Um exemplo é a lisozima, uma enzima presente nos fluidos do corpo
humano que pode hidrolisar a quitosana e o copolimero alternativo ligado a parede
celular bacteriana, N-acetil-D-glucosamina. Este fato torna a quitosana
potencialmente util para aliviar dores, prevenir doencas ou contribuir para uma boa
saude (RAVI KUMAR, 2000). Autores afirmam que a quitosana pode ser um 6timo
agente contra a fibroplasia na cicatrizagcdo de feridas, protecdo da ferida contra
agentes nocivos e para promover o crescimento e regeneracao de tecidos (MIGUEL;
MOREIRA; CORREIA, 2019), tornando-a ideal para a confeccdo de suturas
absorviveis, materiais para curativos e bioadesivos. A quitosana tem forte potencial
para uso em materiais cirdrgicos, farmacéuticos e sistema de liberacdo de
medicamentos, ja que complicacbes advindas de infec¢cdes proporcionadas pelos
microrganismos ocorrem com muita frequéncia (ARSHAD; ZUBAIR; ULLAH, 2020). E
esperado que devido a esses fatores existam altas taxas de mortalidade, e por essa
razao, nao se tem medido esfor¢os para o desenvolvimento de um meio de compensar
e/ou minimizar esses efeitos com o uso de um antibiético a esses materiais. A
guitosana pode ser uma alternativa para o uso em bioadesivos curativos, suturas
cirirgicas, implantes dentarios, reconstituicdo 6ssea e tem sido amplamente
investigada em liberagdo controlada de medicamentos em animais e humanos
(HAMEDI et al., 2022).

Atualmente, uma grande variedade de curativos a base de vérias formas de
quitosana estdo disponiveis no mercado (RASHKI et al.,, 2021), que, além de
apresentarem a capacidade de absorver o liquido exsudato, também se caracterizam
pela alta eficacia no transporte de agua, entre a pele e 0 meio ambiente, e contencéo
do transporte microbiano para a ferida. Muitos estudos tém sido direcionados para a
avaliacado da capacidade de absorgcéo e evaporacéo de curativos, para melhoria da
capacidade de respiracdo e liberacdo de exsudatos da pele através do mesmo.
Andlises como a absorbancia (ABS), a taxa de transmissao de vapor (moisture vapour
transmission rate, MVTR) e a capacidade de retengcdo de fluido (fluid handling
capacity, FHC) sado utilizadas para comprovar a efetividade dos curativos nesses
guesitos, os quais podem ser obtidos com o uso de uma célula de Paddington (ABD
EL-HACK et al., 2020; SUN et al., 2021).

Um curativo ideal para lesdes na pele deve ser seguro, esterilizavel, atoxico,

aderir fortemente ao tecido, controlar a infeccdo, conservar o ambiente Umido e
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promover a troca gasosa, inibir o crescimento bacteriano, absorver os exsudatos, ser
degradavel e absorvivel em prazo razoavel e ser acessivel, tanto em pre¢co como
obtencdo (HAMEDI et al., 2022; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA, 2019). Nesse campo
sado aplicados os bioadesivos, uma classe de adesivos derivados de fontes
poliméricas, que adere a superficies de tecido vivo (HAMEDI et al., 2022). Os
bioadesivos podem ser fabricados a partir de polimeros sintéticos ou naturais, como
por exemplo poli(n-2-hidroxipropil metacrilamida), pectina, alginato, quitosana e acido
poliacrilico.

Para aplicacdo em curativos, os filmes assimétricos vém chamando atencao
devido a sua semelhanca estrutural com a arquitetura da pele (MIGUEL; MOREIRA;
CORREIA, 2019). Os filmes assimétricos possuem uma camada superior com poros
mais fechados, que é capaz de proteger a pele de poluentes externos, da entrada de
microrganismos patogénicos e ainda, controlar as trocas gasosas. A camada inferior,
com poros maiores, pode absorver os exsudatos e suportar a bioadesao e proliferacéo
celular (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; MIGUEL; MOREIRA; CORREIA,
2019).

2.2.6. Filmes de quitosana

Materiais médicos sdo utilizados para proteger locais de ferida de
contaminagdes nocivas e/ou infecgbes. No entanto, a maioria desses materiais
tradicionais sdo extremamente secos, permitindo a evaporac¢do da umidade da pele e
tendem a se tornar mais aderentes as feridas. Como resultado, eles sdo dificeis e
dolorosos de remover. Para superar esses problemas em relacdo aos materiais
precursores, tem-se utilizado biopolimeros para confeccdo de curativos, suturas e
bioadesivos (KUMARI; KISHOR, 2020).

Neste contexto, a quitosana tem recebido grande atencao na fabricagéo de
materiais biomédicos, pois além de sua capacidade de formar filmes, apresenta a
unidade monomeérica N-acetil-D-glucosamina que é precursora do acido hialurénico,
uma macromolécula extracelular importante para a recuperacao de feridas.

Muitos trabalhos na literatura reportam a fabricacdo de filmes densos de
quitosana, cuja técnica baseia-se na solubilizacdo do polimero em solucdo acida

diluida e posterior evaporagdo controlada do solvente (ALTIOK; ALTIOK;
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TIHMINLIOGLU, 2010; BALAU et al., 2004; COLOBATIU et al., 2019; DE MASI et al.,
2019; NUNTHANID etal., 2001; QIAO et al., 2021; S. BHUVANESHWARI et al., 2011),

Porém, como dito anteriormente, filmes assimétricos porosos sao mais
interessantes para a utilizagcdo como curativos, pois desempenham papel fundamental
no controle de exsudatos e no controle de proliferacdo de microrganismos
patogénicos, responsaveis pelas infec¢des da pele. Na obtencéo destes filmes pode
ser utilizada a técnica de inversdo de fases induzida por precipitagdo em contato com
banho de ndo solvente. Neste processo, a solucdo de quitosana dissolvida é
espalhada sobre uma placa e colocada em um banho de coagulacdo contendo néo
solvente, promovendo a precipitacdo do polimero.

Autores que seguem essa técnica para o preparo de filmes de quitosana
(HONG; WEI; LIU, 2007; KAMINSKI; MODRZEJEWSKA, 2006; LOU et al., 2008; MI
et al., 2001), obtiveram filmes com estrutura assimétrica, consistindo em trés
camadas, sendo elas, camada densa, camada de transi¢cdo densa média com alguns
poros e uma camada porosa. A Figura 2-5 traz um exemplo da morfologia dos filmes
obtidos.

(o= 000® 13 20 €|

Figura 2-5 — Imagens de microscopia eletronica de varredura de filmes de quitosana obtidos por
inversdo de fases induzida por ndo solvente. a) secéo transversal; b) superficie densa; c) e
d) superficie porosa. Fonte: HONG; WEI; LIU, 2007.

Solugbes com diferentes concentracbes de hidréxido de sodio sé&o
comumente aplicadas para o banho de precipitacéo de filmes de quitosana devido ao
esgotamento da dissociacdo do 4cido no meio, ao ser adicionado a solugcdo de NaOH
(TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015). Sabe-se que a adi¢édo de hidroxido de sddio

desloca o equilibrio da reacdo de protonagdo da quitosana, consumindo HsO",
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ocasionando a desprotonacdo da quitosana e elevando o pH do meio (TAKARA,;
MARCHESE; OCHOA, 2015; YIP et al., 2014).

A técnica de obtencéo de filmes por inversao de fases € bastante complexa,
com diversas variaveis que interferem na morfologia final. Como o desenvolvimento
de filmes assimétricos de quitosana é o objeto de estudo deste trabalho, este assunto

sera melhor discutido nas proximas sessoes.

2.3. Fabricacédo de filmes

2.3.1. Metodologias utilizadas na fabricacéo de filmes porosos

assimétricos

Os primeiros filmes assimétricos foram desenvolvidos pelo processo de
inversao de fases por precipitacdo por imersdo no final da década de 1960 por Loeb
e Sourirajan. Desde entdo, a producédo de filmes poliméricos sintéticos tem sido
amplamente investigada. A formacao de um filme se mostra relativamente simples,
quando partido de uma solucdo polimérica onde o polimero esteja totalmente
dissolvido (FELTON, 2013). Existem diferentes metodologias de preparo de filmes
poliméricos como sinterizacdo de particulados, estiramento a quente, gravacdo e
inversdo de fases. Dentre essas, a técnica de inversao de fases destaca-se devido a
ampla variacdo morfoldgica que pode ser alcancada com apenas pequenas alteracdes
nos parametros utilizados durante o processo de inverséo, sendo a mais utilizada na

fabricacdo de membranas comerciais.

2.3.2. Técnica de Inversdo de Fases

A técnica de inversdo de fases é uma das metodologias mais utilizadas para
preparar filmes porosos. Neste processo, a solucdo polimérica passa, de forma
controlada, do estado liquido para o estado sdlido. Baseia-se na transformacéo de
uma solucdo polimérica estavel em instavel, que pode ser realizada pela modificacdo
da temperatura da solucdo, evaporacdo do solvente, difusdo induzida, precipitacéo
por evaporagcdo controlada e precipitagdo por imersdo em ndo solvente. Para
minimizar a energia livre da mistura, a separacao de fases ocorre e um novo estado
de equilibrio é alcancado (DI LUCCIO; NOBREGA; BORGES, 2000).



Diferentes morfologias podem ser obtidas dependendo do processo de
inversao de fases utilizado, sendo muito importante o controle de todas as variaveis
envolvidas para se obter filmes adequados a aplicacdo desejada. Os filmes séo
definidos morfologicamente segundo duas grandes categorias: densa e porosa. Um
filme pode apresentar as duas morfologias, nesse caso é classificado como
anisotropico, constituido por uma fina camada superior de morfologia mais fechada,
podendo ter ou ndo poros, seguido de uma morfologia porosa. Quando o filme possui
apenas uma morfologia na sua sec¢ao transversal € chamado de isotropico (HABERT;
BORGES; NOBREGA, 2006). A Figura 2-7 apresenta uma ilustracdo esquematica

desses tipos estruturais de filmes.
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Figura 2-6 — llustracdo esquemadtica dos principais tipos de morfologias de filmes. Fonte: Adaptado de
HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006.

No processo de separacéo de fases ocorre a formagéo de pelo menos duas
novas fases: uma rica e outra pobre em polimero. A transferéncia de massa entre as
duas fases faz com que a nova fase dispersa cresca até que efeitos viscosos,
caracteristicos dos sistemas poliméricos, forcem esse processo a parar (DI LUCCIO;
NOBREGA; BORGES, 2000). A técnica de inversao de fases consiste em dissolver
um polimero com o uso de um solvente compativel e em seguida espalhar a solucao
formada em uma placa com o auxilio de uma faca de espalhamento com espessura
previamente definida. O filme €& formado pela perturbacdo desse sistema, que

acontece com a inclusao de outro componente, que pode ser um néo solvente para o
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polimero ou pela mudanca de temperatura do ambiente (HABERT; BORGES;
NOBREGA, 2006; STRATHMANN; KOCK, 1977). A perturbacdo desestabiliza a
solucéo, fazendo com que ela se separe em pelo menos duas fases (SMOLDERS et
al., 1992).

Durante o processo de formacéo do filme, intera¢des fisico-quimicas podem
acontecer entre as cadeias poliméricas, resultando em diferentes conformacdes,
assim como, a gelificacdo ou regides cristalinas sendo formadas, que aceleram a
precipitagdo do polimero (REUVERS, 1987). Tais interagdes dependem fortemente do
tipo de polimero escolhido. Nesse sentido, a necessidade de pesquisas que
investiguem e prevejam de forma eficiente a morfologia e propriedades dos filmes
obtidos por inversdo de fases € de fundamental importancia.

Diversas técnicas podem ser aplicadas na inversao de fases e esta sec¢ao tem
como principal objetivo a discussdo da técnica de imersdo-precipitacdo, tendo em
vista que a técnica sera utilizada para a formacéao dos filmes assimétricos de quitosana
neste trabalho. As outras técnicas de inversao de fases também serdo brevemente

apresentadas.

2.3.2.1. Separacdo de fases induzida por precipitacdo térmica

A separacdo de fases induzida por precipitacdo térmica € uma técnica
amplamente empregada na fabricacdo de membranas poliméricas microporosas com
caracteristicas de poros controlados a partir de uma variedade de polimeros cristalinos
e termoplasticos. Nesse processo, uma placa com a solugéo polimérica € resfriada a
uma taxa pré-determinada, que define a morfologia da membrana. A reducédo da
temperatura desestabiliza a solu¢éo, causando a separacao de fases liquido-liquido e
promovendo a formacao do filme polimérico poroso (HABERT; BORGES; NOBREGA,
2006).

2.3.2.2. Separacédo de fases induzida por evaporacgéo de solvente

A separacdo de fases induzida por evaporacdo de solvente consiste na
evaporacao do solvente da solugcdo, em temperatura ambiente ou sob atmosfera
controlada. Conforme o solvente € evaporado, a concentracdo do polimero aumenta,

causando a precipitacdo. Esta técnica pode ser aplicada antes do espalhamento da
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solucédo polimérica na placa, ocasionando uma maior viscosidade da solucdo de
espalhamento. E aplicada em solucdes de facil escoamento, auxiliando o controle de
espessura de filmes. A técnica também pode ser aplicada apos o espalhamento da
placa, utilizando do controle do tempo de evaporacéo para definicdo da morfologia
resultante (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

2.3.2.3. Separacéao de fases induzida por difuséo

Na separacdo de fases induzida por difusdo, uma solucdo polimérica é
colocada em contato com o vapor de um néo solvente e a troca de massa por difusao
leva a uma mudanca na composicao do sistema levando a precipitacdo do polimero
(REN; WANG, 2011).

2.3.2.4. Separacao de fases induzida por ndo solvente

Em meados de 1960, Loeb e Sourirajan desenvolveram os primeiros filmes
utilizando a técnica hoje conhecida como inversdo de fases por precipitacdo por
imersdo. Essa metodologia se mantém, até hoje, como o principal meio de obtencao
de filmes poliméricos assimétricos (LOEB, 1981; REN; WANG, 2011). Os filmes
produzidos por Loeb e Sourirajan apresentavam morfologia assimétrica, caracterizada
por uma camada superior densa e parte inferior porosa, sendo possivel emprega-los
como membranas para dessalinizacdo, uma vez que, essa morfologia facilitava a
rejeicdo de sais, oferecendo estabilidade mecanica e um bom fluxo de 4gua. Tais
filmes foram produzidos primeiramente com o polimero acetato de celulose (HAN;
NAM, 2002). Desde entdo, a técnica foi amplamente difundida, aumentando o
interesse no aperfeigoamento dessa metodologia e criando modificagdes a fim de
melhorar as propriedades de transporte das espécies permeantes.

Na técnica de inversdo de fases por precipitagcdo por imersdo, uma solucao
polimérica é espalhada em uma placa (suporte) com o auxilio de uma faca de
espalhamento e posteriormente é imersa em um banho contendo um néo solvente, o
qual deve ser totalmente miscivel com o solvente, conforme esquema representado
na Figura 2-8. Apés a imerséo no banho de n&o solvente, a solugdo se separara em
duas fases devido a difusdo do solvente do filme polimérico para o banho de

precipitacdo e a difusdo do ndo solvente para o filme.
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Figura 2-7 — Etapas do processo de inversédo de fases por imersao-precipitacdo. Fonte: Adaptado de
HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006.

Essa técnica também € muito utilizada juntamente com a técnica de
evaporacao de solvente, podendo ser aplicada a etapa de evaporacao antes ou depois
do banho no nédo solvente (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; REUVERS, 1987,
SMOLDERS et al., 1992). A morfologia do filme polimérico obtido por precipitacdo por
imersado depende da escolha do polimero e sua concentracdo, natureza do solvente e
do nédo solvente e da composicdo do banho de precipitacdo, além da temperatura (DI
LUCCIO; NOBREGA; BORGES, 2000).

2.4. Filmes assimétricos de quitosana
Filmes de quitosana sdo amplamente estudados em diversas aplicacfes, no

entanto, a grande maioria estd na forma de filmes densos (ALTIOK; ALTIOK;
TIHMINLIOGLU, 2010; BANO et al., 2017; COLOBATIU et al., 2019; LECETA et al.,
2013; QIAO et al., 2019). Poucos trabalhos reportam a formacao de filmes de
quitosana pela técnica de precipitacdo por imersédo. Dentre estes, a producdo de
scaffolds se destacam. Scaffolds sdo suportes que fornecem apoio estrutural ao
crescimento de células, fornecendo sustentacdo mecanica e permitindo o transporte
de nutrientes necessarios para a regeneracao 6ssea e/ou de tecidos.

Uma técnica constantemente utilizada para obtencdo de scaffolds de
quitosana € a precipitacdo por imersédo seguida de secagem por liofilizacdo. O filme

ainda umido é congelado e formam-se cristais de gelo que, apos a sublimacao, dao
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origem aos poros. Ao final desse processo os scaffolds formados sédo neutralizados
com o uso de solucdo de hidroxido de sédio e/ou etanol.

Essa técnica resulta em poros interconectados e seus diametros sao
diretamente afetados por seus parametros de producéo, assim como, temperatura de
congelamento, gradiente de temperatura e concentragdo do polimero. Por exemplo, o
didmetro dos poros pode ser diminuido combinando o condicionamento a
temperaturas mais baixas e 0 aumento da taxa de congelamento dos scaffolds
(HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Quando o gradiente de temperatura € unidirecional, a interconectividade dos
poros diminui e isso se deve ao crescimento paralelo dos cristais de gelo. Quando sao
aplicados gradientes de temperatura radiais, as chances de haver uma maior
interconectividade de poros € maior. Para a aplicacdo médica é desejavel que os
scaffolds tenham uniformidade na estrutura porosa, pois estes apresentam boa
resisténcia mecanica e integridade estrutural (LEVENGOOD; ZHANG, 2014).

Diversos autores que aplicam essa técnica na obtencdo de scaffolds de
quitosana (CHHABRA et al., 2016; JIANG et al., 2021; ORYAN; SAHVIEH, 2017,
SINHA et al., 2013; VANDEVORD et al., 2002; WANG et al., 2020; YANG et al., 2010),
obtém morfologias de poros interconectados em conformacdes lamelares, como
ilustra a Figura 2-9. A estrutura lamelar se torna mais aparente conforme a diminuicéo
da temperatura, devido a maior nucleacao e o crescimento dos cristais de gelo (LI et
al., 2017; WANG et al., 2020).

Figura 2-8 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura de scaffolds de quitosana obtidos por
inverséo de fases induzida por ndo solvente e liofilizag&o. Fonte: WANG et al., 2020.

A aparéncia a olho nu dos scaffolds obtidos é comumente de cor branca e
palida e superficie altamente porosa. Porém, com o aumento da concentragdo do
biopolimero had a formagdo de rachaduras na superficie dos scaffolds. Maiores

concentracbes de quitosana costumam produzir filmes com poros menores e maior
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espessura da parede dos poros, aumentando a resisténcia mecanica (WANG et al.,
2020).
Para um melhor entendimento do processo de inversédo de fases, aspectos

termodinamicos e cinéticos serdo abordados na proxima sessao.

2.5. Aspectos termodinamicos e cinéticos na separacao de
fases
O conhecimento do equilibrio liquido-liquido de um sistema ternario

envolvendo polimero(P)/solvente(S)/ndo solvente(NS) é um fator importante na
preparacao de filmes porosos por inducao da precipitagéo. A adicdo de néo solventes
a solucao polimérica € uma alternativa para a promocao da solidificacédo do polimero
devido a variacdo da composicdo do sistema e deslocamento do mesmo para uma
regido de imiscibilidade. O diagrama ternario de equilibrio liquido-liquido auxilia na
previsdo e compreensao da formacdo de varios produtos de interesse, assim como
filmes, membranas e fibras, por meio do processo de separacao de fases. A base da
separacgédo de fases, processo que ocorre durante a formacgéo de filmes e afins, é o

conhecimento da termodinamica desse equilibrio (BULTE et al., 1996).

2.5.1. Termodinamica de solu¢des poliméricas

Na termodindmica, o equilibrio entre fases é atingindo quando todas as
propriedades macroscopicas do sistema, assim como, temperatura, pressao e
potencial quimico néo se alteram com o tempo (SMITH; VAN NESS; ABBOTT, 2007).
Portanto, para atingir o equilibrio, deve-se obter um balan¢o de todos os fatores que
podem causar algum tipo de variacdo no sistema (AFONSO, 2012).

O estudo do comportamento termodinamico dos polimeros segue critérios de
equilibrio e estabilidade que podem ser definidos seguindo as limitagbes impostas ao
sistema em questdo (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001). A Equacdo 11
demonstra a variagdo da energia de Gibbs para a condicdo de miscibilidade da

mistura.

AG,, = AH,, — TAS,, (11)
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onde, AGm é a energia de Gibbs de mistura, AHm € a entalpia de mistura, T é a
temperatura e ASm representa a entropia de mistura.

A tendéncia de contribuicbes para a energia de Gibbs é negativa (AGm < 0)
quando ha a solubilizacdo espontdnea de um elemento em outro, considerando
processos com temperatura e pressao constantes (LUCAS; SOARES; MONTEIRO,
2001; SANCHEZ; LACOMBE, 1978). No caso da solubilizacdo espontanea, adota-se
a determinacdo da diferenca entre as fung¢des termodinamicas da solucéo e as
mesmas fun¢gbes dos componentes puros, antes da dissolucdo. Portanto, a energia
de Gibbs é determinada pela diferenca entre a energia de Gibbs da mistura e o
somatério das energias de Gibbs dos seus componentes puros (LUCAS; SOARES;
MONTEIRO, 2001).

2.5.2. Diagrama de fases para sistemas ternarios

O estudo do sistema ternario contendo quitosana, acido acético e hidroxido
de sodio é de grande interesse, uma vez que suas aplicacdes em diferentes areas
como a médica, bioldgica, agricola e estética, dependem diretamente do modo como
o polimero se comportara nesse sistema e das caracteristicas desejadas dos produtos
formados (KOU; PETERS; MUCALO, 2021). O comportamento de cada produto pode
ser definido pela termodindmica deste sistema, uma vez que, sabe-se que a
separacdo de fases apenas acontece em determinadas condi¢cbes especificas
(DANNER; HIGH, 1993).

Como ja comentado anteriormente, os desenvolvimentos de filmes
assimétricos de quitosana sé&o de grande importancia na area médica e podem ser
desenvolvidos a partir da técnica de inversao de fases por precipitacdo em banho de
ndo solvente. A técnica de inversdo de fases consiste em separar uma solucdo
polimero/solvente que estava em uma fase homogénea, em duas fases, uma rica e
uma pobre em polimero (GHASEMI; ASGARPOUR KHANSARY; AROON, 2017;
KARIMI et al., 2005). A separacédo de fases acontece através de uma perturbacédo do
sistema que ocorre devido a mudancas nas suas propriedades termodinamicas e
concentragbes, as quais podem ocorrer por transferéncia de massa e/ou calor
(DANNER; HIGH, 1993).

O fenbmeno de separacéo de fases de um sistema binario, polimero/solvente,

induzido por temperatura pode ser entendido a partir da representacao do diagrama
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esquematico da energia de Gibbs da mistura em funcdo de temperaturas variadas,
Figura 2-9. A partir do diagrama, observa-se que a temperatura do sistema é
responsavel pela determinacéo das concentra¢cfes poliméricas em diferentes regides.
A curva binodal é obtida no inicio da separacao de fases, onde a energia de Gibbs de
mistura (AGm) € minima e € calculada pela projecéo das composic¢des das fases rica
e pobre em polimero. A curva espinodal esta diretamente ligada a estabilidade
instantanea da solucdo e esta localizada no limite entre a regido instavel e a curva
binodal (regido metaestavel). O ponto de encontro entre as curvas binodal e espinodal
€ denominado ponto critico (KURADA; DE, 2017).
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Figura 2-9 — Representacdo esquematica do diagrama de energia de Gibbs com a temperatura e
composicao. Fonte: Adaptado de BULTE et al., 1996.

Os pontos A e B apresentados na Figura 2-9 exemplificam as regides de
composicdo em que o sistema se apresenta em apenas uma fase. A linha de
amarracao que liga os pontos A1 e A2 representa a composicdo de duas fases em
equilibrio. Nas inflexdes da curva de AGm versus concentragéo localizam-se 0s pontos
espinodais (DUARTE, 2013; MULDER, 1997-). Com o aumento da temperatura, a
regido de separacdao de fases decresce até atingir o ponto critico e entdo a separacéo
de fases cessa em toda a faixa de composicao (SADEGHI et al., 2018). A diminuicao
da temperatura (To para T1) induz a separacao de fases na qual se baseia a técnica
de separacao de fases induzida termicamente (Thermally Induced Phase Separation,
TIPS). Como resultado dessa técnica, uma estrutura microporosa de membrana é

obtida sem a necessidade de uso de ndo solvente. Os poros advém da separacéo de
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fases induzida pelo resfriamento de uma mistura entre o polimero e o solvente
(POCHIVALOQV et al., 2021).

O processo de inversdo de fases por precipitacdo em um banho de nao
solvente pode ser compreendido com o auxilio de um diagrama de fases ternario,
conforme apresentado na Figura 2-10. Neste diagrama, a curva binodal divide o
triangulo em duas regifes: uma regido monofasica, na qual todos os componentes
sdo misciveis, e uma regido bifasica, na qual o sistema se separa em uma fase rica

no polimero e uma fase rica no solvente (DUARTE, 2013).
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Figura 2-10 — Representacéo do que ocorre no sistema ternario durante a inversdo de fases em um
sistema polimero, solvente e ndo solvente. Fonte: Adaptado de MULDER, 1997.

Como ja mencionado, a solucéo polimero/solvente quando entra em contato
com um banho de n&o solvente muda a sua composicao, devido a troca do solvente
pelo ndo solvente. A Figura 2-10 representa as duas fases em equilibrio: uma fase
rica em polimero (F1), que é responsavel pela formacao da matriz do filme, e outra
pobre em polimero (F2), responsavel pela construcdo dos poros. Impulsionadas pela
separacao de fases, essas fases entdo, passam a ter a sua composicao ligada por
uma linha de amarracédo (BRAGA, 2011; DUARTE, 2013). O ponto critico caracteriza-
se pelo ponto onde a curva binodal e espinodal se encontram e neste ponto as
composicdes das fases rica e pobre em polimero sdo iguais. O comportamento de
equilibrio metaestavel ocorre na regido entre a curva binodal e espinodal. Cada

sistema ternario tem uma localizacdo distinta para sua curva binodal, dependendo
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diretamente das caracteristicas fisico-quimicas dos componentes envolvidos e da
interac&o entre as espécies.

A composicao da curva binodal pode ser obtida matematicamente por meio
do uso de modelos termodindmicos. Dentre os mais utilizados, pode destacar o
modelo de Flory-Huggins (DANNER; HIGH, 1993). Modelos termodindmicos podem
auxiliar na obtencédo de informacdes acerca da estrutura do filme a ser formado pelo
processo de inversdo de fases, porém a sua maioria requer o conhecimento de
parametros binarios de interagcdo entre as espécies envolvidas. No entanto, pode-se
obter experimentalmente uma aproximacao muito confiavel da curva binodal por meio
da construcao da curva de ponto de nuvem (DANNER; HIGH, 1993; DUARTE, 2013;
MULDER, 1997).

2.5.3. Curva de ponto de nuvem

O método mais utilizado para determinar o equilibrio liquido-liquido de uma
solucéo polimérica € a construcao da curva do ponto de nuvem, que é a curva binodal
experimental. Ela representa a composicdo onde a solucdo ndo ¢é
termodinamicamente estavel na forma homogénea e ocorre a separacdo de duas
fases liquidas.

A formacéo do filme é rastreada desde a solucéo inicial homogénea até a
estrutura sélida final através do caminho da composic&o. O ponto de precipitacdo é o
ponto em que a precipitacdo do polimero inicia. Na medida em que a precipitagcdo
continua, a viscosidade do polimero aumenta até se tornar suficientemente alta e ser
considerada um solido. Assim, o caminho formado entre a composi¢éo inicial da
solucéo polimérica e a posicéo da linha binodal ttm um efeito na morfologia do filme
(MAZINANI et al.,, 2017). O ponto de nuvem é constantemente utilizado para
determinar o limite da separacéo de fases em um sistema polimérico (CADORE, 2019;
XU; QIU, 2014). As duas formas mais usuais para a determinac¢ao do ponto de nuvem
séo através da variacdo da composi¢ado do sistema ou pela variagdo da temperatura
da mistura. O método de titulacdo consiste em um processo onde uma solucdo
homogénea, formada por solvente e polimero, é perturbada pela adicdo de um néo
solvente em temperatura e agitacdo constantes, até que se identifique o comeco da
turbidez da solucéo e a consequente separacao de duas fases liquidas (BAKERI et

al., 2014). No outro método de determinacéo do ponto de nuvem, a mesma aparéncia
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turva da solucéo é esperada, porém através do lento resfriamento da solucdo com
concentragdes pré-definidas de polimero e solvente, (KONINGSVELD; STAVERMAN,
1968; MANNELLA; LA CARRUBBA; BRUCATO, 2013). Logo, no primeiro método, a
curva de ponto de nuvem é construida com as composicdes finais dos componentes
da solucéo, e no segundo, apresenta-se o grafico da temperatura versus composicao.
A deteccao do ponto de nuvem pode ser feita visualmente se a viscosidade da solucao
for baixa, ou utilizando uma abordagem de deteccéo de transmissao de luz, onde pode
ser detectada com a diminuicéo repentina do feixe de luz transmitido. A medicéo do
ponto de nuvem via titulacdo pode ajudar a estabelecer a melhor concentracdo e a
melhor razdo solvente/ndo solvente, sendo possivel prever as caracteristicas
resultantes de filmes e membranas (POLETTO et al., 2010).

Uma curva de ponto de nuvem hipotética experimental de um diagrama
ternario € mostrada na Figura 2-11. A obtencéo da curva nesse sistema se da pela
titulacdo de pequenas quantidades de nao solvente a solu¢des contendo polimero e
solvente em concentragbes pré-determinadas. Na Figura 2-11, as concentracdes
iniciais das misturas polimero/solvente estdo representadas pelos pontos 1, 2 e 3.
Assim, a titulacdo do ndo solvente na solugdo homogénea ocasiona a separacao de
fases. Dessa forma, os pontos de nuvem consistem na composicdo massica de
polimero/solvente/ndo solvente no equilibrio, determinada como o ponto de turvacéo

persistente, sendo estes pontos utilizados para construir a curva de ponto de nuvem.

I Curva de ponto
de nuvem

NS

Figura 2-11 — Representacao ilustrativa do diagrama ternario com a localizagdo da curva de ponto de
nuvem, obtida experimentalmente. Fonte: Adaptado de BULTE et al., 1996.
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O espaco existente entre a curva de ponto de nuvem e 0O eixo
polimero/solvente é denominado de lacuna de miscibilidade (CADORE, 2019). Quanto
menor for esse espaco, maior é a incompatibilidade entre o polimero e o ndo solvente,
0 que causa a instabilidade na solugéo polimérica (CADORE, 2019; HILLERT, 2007;
TAN; PAN; PAN, 2008)(MANNELLA; LA CARRUBBA; BRUCATO, 2013).

Quando ocorre a separacdo em duas fases liquidas, na curva de ponto de
nuvem, inicia-se a formacéo do filme, a composi¢ao da fase rica em polimero continua
a aumentar até atingir a regiao de efeitos viscosos. Este processo € controlado pela
cinética de difusdo e pelas propriedades termodinamicas do sistema (BOOM et al.,
1993; DI LUCCIO; NOBREGA; BORGES, 2000). Apés a imersao da solucdo
polimérica em um n&o solvente ou banho de coagulacéo, o ndo solvente se difundira
na solucéo de polimero, enquanto o solvente se difundird no banho. O coeficiente de
difusdo do polimero € muito menor e, portanto, a mobilidade dessas moléculas

poliméricas ficara reduzida (WIENK et al., 1996).

2.5.4. Aspectos cinéticos na separacdo de fases

Segundo REUVERS, VAN DEN BERG, SMOLDERS (1987) os sistemas de
formacéao de filmes dividem-se em duas classes: processos de separacéo instantanea
€ processos que apresentam atraso na separacao. O primeiro caso ocorre quando
quase imediatamente apds a imersdo o caminho da composi¢ao cruza a curva binodal.
Ja no segundo caso, a curva binodal s6 sera cruzada apés um determinado tempo.

A formacdo de filmes que ocorre pela separacdo de fases instantanea
geralmente apresenta macro vazios em sua subestrutura e uma camada de pele fina
(com poros menores). Para os filmes formados com separacdo com atraso, a
subestrutura se apresenta menos porosa, sem a presenca de macro vazios e com
uma camada de pele mais espessa e densa (WIENK et al., 1996). A classe que o
sistema de polimero/solvente/ndo solvente ird seguir dependera principalmente da
interacdo entre o solvente e 0 ndo solvente e pela concentracéo de ndo solvente no
banho. A formacdo de macro vazios é muitas vezes vista em filmes obtidos através
da separacéao de fases induzida por difusdo. Alguns autores atribuem a formacéo de
macro vazios ao gradiente de tenséo superficial (MATZ, 1972) e as tensdes mecanicas
(STRATHMANN et al., 1975). BROENS et al. (1980) defendem que a formacéo de

macro vazios ocorre devido a um crescimento anormal de nucleos, ja que o ndo
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solvente tem um contrafluxo baixo, permitindo que 0s macro vazios cresgam
acompanhando a separagdo de fases induzida por ele. Em 1992, SMOLDERS
relacionou esse mecanismo ao modelo de transferéncia de massa de REUVERS.
Essa teoria se aportou no fato de que sob a camada superior, poderiam ser formados
nacleos com alta concentracdo de solvente, o que induziria o atraso na separacgéo de
fases. Assim, durante o crescimento do nucleo a solucdo de polimero se manteria
estavel ao redor do mesmo. Ao mesmo tempo, nenhum novo nucleo mais profundo
se formaria e 0 nucleo poderia crescer em forma de macro vazio. Esse modelo
apresenta algumas restricdes, porém se adequa para explicar os efeitos das variaveis
do processo de forma qualitativa, assim como, concentracao da solucdo, temperatura
e interacdo entre os componentes. Desde entdo, varios outros mecanismos ja foram
propostos (GUILLEN et al., 2013; KOSMA; BELTSIOS, 2012; PRAKASH; FRANCIS;
SCRIVEN, 2008; REN; LI; WONG, 2004; TREE et al., 2018; WANG; LAI, 2012) para
descrever a formacdo de macro vazios, porém alguns estudos se mostraram
inconsistentes, trazendo a possibilidade de que varios mecanismos ocorram
simultaneamente (PENG; CHUNG; WANG, 2021) sendo necessarios maiores estudos
para elucidar e unificar as teorias em torno da formacédo de macro vazios em filmes
poliméricos.

O aumento da concentragdo de n&do solvente no banho pode aproximar a
composicao inicial da solucdo polimérica do ponto de precipitacdo. Em outras
palavras, a concentracao do ndo solvente pode alterar o comportamento de separacao
de fases durante o processo de formacdo do filme. Dependendo das taxas de
transferéncia de massa entre o solvente e o ndo solvente, a solucdo de polimero
atingird a regido de duas fases ou entrara na regido de efeito viscoso. Os perfis de
concentracdo criados durante os processos de difusdo podem induzir um perfil no
tamanho dos poros: proximo a superficie do filme os poros serdo muito pequenos ou
inexistentes e em regides do filme mais submersas, os poros formados seréo
normalmente maiores (BOOM et al., 1993). Quando ndo solvente € adicionado a
solucéo polimérica, a solidificacdo do polimero pode ocorrer rapidamente na superficie
do filme e, como resultado, uma camada de pele mais fina e uma estrutura mais
uniforme podem ser formadas (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006). Ainda, as
propriedades do solvente afetam a morfologia e o desempenho do filme polimérico.
Por exemplo, a adicdo de um solvente volatil em uma solu¢éo polimérica, juntamente

com um nao solvente, pode alterar o comportamento de separacéo liquido-liquido (L-
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L) e, como resultado, pode causar uma mudanca na morfologia e no desempenho do
filme.

Além disso, a adicdo de um co-solvente a solucdo polimérica pode eliminar a
formacdo de macro vazios durante a separacéo instantanea, alterando a morfologia
dos filmes de uma estrutura semelhante a dedos (fingerlike) para uma do tipo esponja
(spongelike), conforme Figura 2-12 (AROON et al., 2010).

< | nuglon
ot
VS

Figura 2-12 — Imagem de MEV na se¢do transversal de filmes de poliétersulfona. (a) morfologia tipo
dedos; (b) morfologia tipo esponja. Fonte: HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006.

Algumas modificacbes podem ser aplicadas a técnica de precipitacdo por
imersdo, assim como, a temperatura do banho de precipitacdo e a adicdo de nao
solvente na solucdo homogénea de polimero e solvente (REUVERS, 1987).

As modificagdes visam mudar e controlar caracteristicas importantes do filme,
como por exemplo, a porosidade e a espessura da camada de topo e a porosidade da
camada do suporte. Diversos autores acreditam que a caracteristica assimétrica dos
filmes obtidos por precipitacdo por imerséo ocorre no inicio da separacao da fase rica
e pobre em polimero, que apresenta uma distribuicdo assimétrica de polimero no filme
imerso em solucdo (REUVERS, 1987; SZLEIFER, 1996). Porém, isso ndo € uma
verdade absoluta na literatura. No momento, trés teorias se dispdem a explicar a

distribuicdo do polimero no inicio dessa separacao, sao elas:

I.  Autores sugerem que os efeitos da tenséo superficial promovem o aumento da
concentracdo do polimero na superficie, trazendo uma distribuicdo assimétrica
do polimero para a solucéo dissolvida, (LI; XU; YANG, 2008; YABUNO et al.,
2020). Outros autores refutam essa tese (REUVERS, 1987) devido a teoria de
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gue apdés a imersdo no banho, o polimero se adaptaria ao novo ambiente
termodinamico.

II. A duracdo da etapa de evaporacao do solvente na superficie do filme pode
causar uma distribuicdo assimétrica do polimero, assim como influenciar as
propriedades finais da membrana, conforme abordado por KIM et al. (2005),
BINDAL, HANRA, MISRA (1996) e STRATHMANN, SCHEIBLE, BAKER
(1971).

lll. O processo de difusao ternaria a que o filme imerso em solucdo esta sujeito,
causaria uma maior concentracdo de polimero na camada superior do filme.
Isto se deve ao fato de que ha um esgotamento de solvente na camada superior
do filme quando a difuséo se inicia no contato com o banho, evitando que haja
uma grande penetracdo de solvente na camada. A camada superior fica
altamente concentrada na superficie do filme se opondo as moléculas de
solvente mais fortemente do que as moléculas de ndo solvente, conforme
STROPNIK, KAISER, (2002), REUVERS (1987) e RADOVANOVIC, THIEL,
HWANG (19922 e 1992b).

A teoria mencionada no item Ill € amplamente difundida atualmente na
literatura, pois se trata de uma etapa inevitavel para o processo.

Teorias também sédo aplicadas ao processo de separacdo da mistura apés a
imersado. Depois da imerséao da solugdo no banho de n&o solvente ocorre uma troca
de solvente e néo solvente na solugao polimérica, onde AGm diminui e a solucéo se
divide em duas, ou mais fases com diferentes composicdes. Quando as fases sdo
liquidas, o processo é chamado de separacédo de fases liquido-liquido (REN; WANG,
2011).

Nesse contexto, esse trabalho tem por objetivo investigar os aspectos
termodindmicos na separacdo de fases por meio da construgcdo de diagramas
ternarios de ponto de nuvem e produzir filmes com estrutura assimétrica com bom

desempenho para a aplicagdo em curativos e outros materiais biomédicos.
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3. METODOLOGIA

Neste capitulo estdo descritos os materiais utilizados e as metodologias
aplicadas para a preparacdo e caracterizacdo da quitosana e de seus filmes

assimétricos.

3.1. Materiais
A guitosana utilizada foi fornecida pela Sigma-Aldrich, advinda de cascas de

caranguejo, com grau de desacetilagdo acima de 77 % e massa molar na faixa de 190
kDa a 310 kDa. Acido acético glacial, fornecido pela Sigma-Aldrich, e acido cloridrico
37 % P.A., fornecido pela Vetec, foram utilizados para solubilizar a quitosana.
Hidroxido de sédio 99 %, fornecido pela NEON, foi utilizado para a precipitacdo da
quitosana. A agua utilizada no preparo de soluc¢des e nas andlises quimicas foi obtida

a partir de um destilador de gua modelo 2008 da marca GLF.

3.2. Fluxograma experimental
A seguir, na Figura 3-1, é apresentado um fluxograma que resume a

sequéncia dos procedimentos experimentais utilizados neste trabalho. Cada etapa

sera detalhada nas secdes a seguir.
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Quitosana
comercial

- Linha cronoldgica + 1

[ Purificacdo ] [ Caracterizacdo ]

¥
Determinacéo da curva Comparacéo e escolha entre ‘

de ponto de nuvem as amostras de Quitosana
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¥
[ Preparacdo dos filmes assimétricos ]
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[ Preparacdo dos filmes assimétricos ]‘
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Figura 3-1 — Fluxograma experimental.
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[ Morfologia indesejada ]

3.3. Caracterizagcao da quitosana

3.3.1. Purificacdo da quitosana

A quitosana pode apresentar algumas possiveis impurezas, incluindo
particularmente proteinas e/ou impurezas metalicas, devido ao seu material precursor
ser de origem natural. Logo, nesse trabalho, processos de purificacdo da quitosana
com distintas etapas de secagem do material foram investigados. Foram avaliadas a
remocao de agua por liofilizacdo a - 50 °C, conforme metodologia adaptada de NASTI
et al., 2009 e por aquecimento da amostra a 50 °C conforme PARDO-CASTANO;
BOLANOS, 2019.

Na purificacdo, 5 g da quitosana comercial foram dissolvidas em 500 ml de
uma solucdo de &cido acético (2 %, v/v) em agua destilada. A solucdo foi agitada
durante 24 horas e filtrada através de filtros com didmetro de poros de 20 ym para a
remocdao de impurezas &cidas insoluveis. A mistura foi, entdo, centrifugada por 30 min
a 4.000 rpm para a remocgdo de proteinas. Posteriormente, o pH da solucédo foi
ajustado para 9,0 com solucdo de hidroxido de sédio 1 M, a fim de precipitar a

quitosana da solugdo e remover quaisquer impurezas sollveis na solugdo. A
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guitosana precipitada foi recuperada por centrifugacao, lavada com agua destilada e
filtrada a vacuo (com filtro com didmetro de poros de 14 um) até que o pH da agua de
lavagem atingisse o valor de 7. As amostras de quitosana purificada e neutralizada
foram liofilizadas (- 50 °C) por 24 horas ou aquecidas em estufa (50 °C) por 24 horas
para posterior armazenamento em dessecador evacuado. As amostras de quitosana

foram identificadas seguindo a Tabela 3-1.

Tabela 3-1 — Identificacdo das amostras de quitosana comercial e purificada.

Amostra Sigla

Quitosana comercial QtC

Quitosana purificada com liofilizac&o QtL
Quitosana purificada com temperatura em estufa QtE

Para a avaliacao da eficacia da purificacdo e a caracterizacdo da composicéo
guimica da quitosana foi utilizada a analise de espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR).

3.3.2. Caracterizacao estrutural da quitosana por FTIR

A investigacao da estrutura quimica das amostras desse trabalho foi realizada
em um equipamento Frontier™ MIR da marca PerkinElmer (Connecticut, Estados
Unidos), no modo reflexdo atenuada (UATR) utilizando 64 varreduras por amostra e

ressolucéo de 4 cm™, na faixa de 4000 a 400 cm™.

3.3.3. Grau de desacetilacao (GD)

Para a determinacao do GD foram aplicadas as técnicas de FTIR e titulacédo
condutivimétrica.

Na determinacéo do GD pela andlise de FTIR utilizaram-se os procedimentos
descritos na Secdo 2.2.2. Para obter as respectivas areas e linha de base dos
espectros da amostra de quitosana em p6 foi utilizado o software OriginLab8. A Figura
3-1 apresenta a linha de base (linha pontilhada) do espectro FTIR, obtida conforme
DOMSZY, ROBERTS (1985).
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Figura 3-2 — llustracdo da obtencéo de linha de base em um espectro de FTIR da quitosana.
Fonte: DOMSZY; ROBERTS, 1985.

Na determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana por titulacéo
condutivimétrica, a metodologia empregada foi adaptada de DE ALVARENGA;
PEREIRA DE OLIVEIRA; ROBERTO BELLATO, 2010. Para essa analise, 0,250 g de
quitosana purificada foi dissolvida em 50 ml de acido cloridrico (0,05 M). Esta solugéo
foi mantida sob agitacdo constante durante 24 horas e dividida em 3 aliquotas. Cada
aliquota foi titulada com uma solu¢édo de NaOH (0,1 M) na temperatura de 25,0 + 1 °C.
As variagcGes de condutividade (uS.cm™) foram medidas em condutivimetro da marca
Digimed, modelo DM-32, Brasil. Os dados coletados foram utilizados para a
construcdo das curvas de titulacdo de condutividade versus o volume gasto de
titulante.

O caélculo do grau de desacetilacdo (GD) foi obtido a partir da Equacéo 12,
onde: 161 € o valor correspondente a massa molar de um mondémero de quitosana
(g.mol); Vi (ml) o volume de titulante necesséario para a neutralizacdo do acido
cloridrico; V2 (ml) o volume de titulante gasto para neutralizar o NH3" presente no
polimero; [NaOH] é a molaridade da solucéo de titulante e m € a massa em gramas

de quitosana.

[NGOH]+(V,—V1)+161

%GD = 100 (12)
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3.3.4. Grau de cristalinidade (Cr %)

A cristalinidade foi avaliada por analise de difracdo de Raios X (DRX). Os
padroes de DRX da amostra de quitosana foram adquiridos em um difratdmetro
Siemens (Bruker) D-5000, com os parametros operacionais em 40 kV e 40 mA. As
medicBes de varredura foram realizadas aplicando a radiacdo de 1,548 A com
espalhamento de luz variando o angulo de 5° < 26 < 50 ° e taxa de varredura de
5°mint. O indice de cristalinidade foi estimado empregando-se o método de

subtracdo amorfa em padrdes de DRX, conforme descrito pela Equacédo 13.

Crop = Atort=Aam , 100 (13)
total

Onde, Aam € a area de dispersao amorfa obtida ajustando-se uma linha de

base, que foi subtraida da area total do padrao de difracdo, Atwta. ESte procedimento

foi realizado utilizando o software OriginLab8.

3.3.5. Andlise da estabilidade térmica

As andlises térmicas foram conduzidas em um modulo calorimétrico DSC
6000 da marca PerkinElmer (Connecticut, Estados Unidos) com razdo de
aguecimento de 10 °C mint! em atmosfera de N2 na faixa de 25 a 600 °C. As
temperaturas dos picos caracteristicos da quitosana foram definidas com o auxilio do

software TA Universal Analysis.

3.4. Ponto de nuvem
Os valores de ponto de nuvem do sistema quitosana/solvente/ndo solvente

foram medidos em uma célula de vidro encamisada. A temperatura da célula foi
controlada com um banho termostéatico com preciséo de 0,1 °C, da marca SolidSteel.
Diferentes composi¢cdes homogéneas e transparentes de QtL (0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4 e
5 %, m/m) em solucdo de acido aceético (2% v/v) foram preparadas com agitacéo e
temperatura (25 °C) constantes durante 24 horas. Em seguida, aliquotas das solucfes
foram aquecidas na célula termostatica a duas temperaturas diferentes (30 °C e
50 °C) para determinacdo do ponto de nuvem. Assim que a mistura atingiu a
temperatura desejada foi medido o pH da solucdo (pHmetro da marca Kasvi, com
precisdo de £ 0,01 pH) e iniciou-se a titulacdo com solucéo de hidroxido de sédio (2
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% m/m) utilizando uma micropipeta de 10 um de volume. O ponto de nuvem foi
determinado observando a transicdo da mistura homogénea para uma mistura
heterogénea através da mudanca de turbidez. Neste ponto o pH foi novamente
medido. Este procedimento foi realizado em triplicata para cada concentracdo de

quitosana.

3.5. Preparacéo dos filmes assimétricos
Os filmes assimétricos de quitosana foram preparados pela técnica de

inversdo de fases por precipitacdo por imersdo. Para a formacdo dos filmes de
guitosana foram utilizadas trés concentracdes diferentes de solucdes de QtL (3, 4 e
5% m/m) em solucdo de acido acético (2 % v/v), sob agitacdo magnética e
temperatura constante (25 °C) por 24 horas. Esta solucéo foi vertida em uma placa de
vidro e espalhada com o uso de uma faca de espalhamento com espessura controlada
(0,3 um). A sequir, as placas foram imersas em banho de ndo solvente composto por
solucéo aquosa de NaOH (2 % m/m), por 24 horas. Para a completa secagem dos
filmes, estes foram submetidos ao processo de liofilizagdo em um liofilizador LS6000
da marca Terroni a - 50 °C durante 24 horas. O processo de liofilizacdo leva a
formacdo de filmes porosos, uma vez que a umidade congelada sublima durante a
secagem.

Apos a secagem, os filmes foram retirados das placas e armazenados em
dessecador a vacuo. A Figura 3-2 apresenta um fluxograma das etapas envolvidas no

processo de preparo dos filmes assimétricos de quitosana.
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1. Depdsito da solugdo na placa
2. Espalhamento da solugdo Secagem em liofilizador
3. Imersdo no banho de nio-solvente (24 h)
(NaOH 2 % m/m) por 24 h

B
=

Solugdes:
-QtL (3. 4 2 5 % m/m)
- Acido acético (2 % wiv)

Dessecador a vacuo

Figura 3-3 — Fluxograma simplificado das etapas envolvidas nos processos de fabricacdo dos
filmes assimétricos de quitosana.

Os filmes assimétricos foram identificados conforme descrito na Tabela 3-2.
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Tabela 3-2 — Identificagdo dos filmes assimétricos de quitosana.

Filme Sigla
Filme de quitosana (3 % m/m) Qt3
Filme de quitosana (4 % m/m) Qt4
Filme de quitosana (5 % m/m) Qt5

Também, foram utilizadas outras duas metodologias no preparo dos filmes de

guitosana, como descrito a seguir.

3.5.1. Pos lavagem dos filmes assimétricos

Os filmes assimétricos apos serem secos no liofilizador apresentaram
residuos do sal de quitosana na superficie. Estes filmes foram lavados com o auxilio
de uma pisseta com agua destilada e mergulhados em um banho de neutralizagéo,
também com agua destilada, durante 2 horas. A seguir, a agua do banho foi
descartada e os filmes foram lavados novamente com o uso da pisseta. Os filmes
lavados foram colocados em um suporte de silicone e submetidos a secagem durante
1 hora em estufa de conveccao forcada a 30 °C. ApoOs a secagem, os filmes foram
retirados das placas e armazenados em dessecador a vacuo. Os filmes pds-lavados

foram identificados conforme descrito na Tabela 3-3.

Tabela 3-3 — Identificagdo dos filmes pds-lavados de quitosana.

Filme Sigla
Filme de quitosana (3 % m/m) Qt3-lav
Filme de quitosana (4 % m/m) Qt4-lav
Filme de quitosana (5 % m/m) Qt5-lav
3.5.2. Preparacéo de filmes assimétricos com etapa de

neutralizacao
Filmes assimétricos em duas concentragdes de quitosana (5 e 6 %, m/m) em
solucéo de acido acético (2 %, v/v) foram preparados pela técnica de precipitacao por

imersao, conforme descrito anteriormente. Apés a retirada do banho de ndo solvente,
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o filme composto por 5 % m/m de quitosana foi lavado com auxilio de pisseta com
agua destilada e o filme a 6 % m/m de quitosana foi imerso em banho de agua
destilada durante 8 horas. Apds, para completa secagem dos filmes, eles foram
submetidos ao processo de liofilizacédo, retirados das placas e armazenados em
dessecador a vacuo. Os filmes neutralizados foram identificados seguindo a
Tabela 3-4.

Tabela 3-4 — Identificacéo dos filmes neutralizados de quitosana.

Filme Sigla
Filme de quitosana (5 % m/m) Qt5-N
Filme de quitosana (6 % m/m) Qt6-N
3.6. Caracterizacao dos filmes de quitosana
3.6.1. Andélise da composic¢do quimica

A composicdo quimica dos filmes preparados, assim como a interagdo da
quitosana com o acido acético, foram avaliadas por espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier. Os espectros de absorcao na regido do infravermelho
foram obtidos pelo médulo de reflexdo total atenuada (UATR) em um espectrometro
Perkin Elmer Frontier na faixa de nimero de onda entre 4000 e 400 cm™, com 64

varreduras por espectro e ressolucéo de 4 cm™,

3.6.2. Grau de cristalinidade (Cr %)

A cristalinidade dos filmes foi avaliada por andlise de difracdo de Raios X
seguindo os parametros apresentados na Secao 3.2.4. A realizacao destas analises
teve como objetivo avaliar possiveis alteracdes na cristalinidade dos filmes apos a

dissolucdo em meio levemente acido e imersdo em solucdo de hidroxido de sédio.

3.6.3. Andalise da estabilidade térmica

A estabilidade térmica dos filmes de quitosana foi avaliada por analises de

TGA, conforme o procedimento descrito na Secao 3.2.5.
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3.6.4. Morfologia

A morfologia da secéo transversal e da superficie dos filmes de quitosana foi
analisada por microscopia eletronica de Varredura (MEV). Para a avaliagdo da sec¢éao
transversal, os filmes foram fraturados em nitrogénio liquido e os seus fragmentos
foram depositados em stubs com uma fita de carbono e submetidos a metalizacao
com ouro. A analise de MEV foi realizada em microscoépio eletrdnico de varredura
Phenom World PRO X (Phenom World - Holanda) com tenséo de trabalho de 15 kV,

localizado no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM) da UFRGS.

3.6.5. Propriedades mecanicas

As propriedades mecéanicas dos filmes, previamente cortados em retangulos
de 70 mm x 25 mm, foram avaliadas em um texturémetro (TA.TX Plus - Stable Micro
Systems). Nesse equipamento, a forca de tracdo e a elongacao de ruptura foram
medidas de acordo com o método padrdo ASTM D882, com célula de carga de 50 N,

velocidade de operacdo 0,8 mm/s e distancia inicial entre as garras de 50 mm.

3.6.6. Grau de inchamento

O grau de inchamento dos filmes foi determinado a partir do seguinte
procedimento: os filmes foram recortados nas medidas de 2 cm x 2 cm e pesados a
fim de obter a massa inicial, denominada mi1. Em seguida, as amostras foram imersas
em agua deionizada por 24 horas. ApGs esse periodo, os filmes foram retirados da
agua, secos cuidadosamente com papel toalha e pesados com o objetivo de obter a

massa final, denominada mz. O grau de inchamento foi calculado pela Equagéo 14.

[="2"14100 (14)

mq
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4. RESULTADOS

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
caracterizacao e na purificacdo da quitosana, na determinagéo do ponto de nuvem do
sistema quitosana/acido acético/hidréxido de sodio e na preparacdo dos filmes

assimétricos de quitosana.

4.1. Caracterizacao da quitosana

4.1.1. Purificagcédo da quitosana

Mesmo que a quitosana ja tenha se consolidado como um material adequado
para muitas aplicacfes biomédicas, um dos pré-requisitos para o uso desses materiais
€ a sua obtencao na forma purificada, uma vez que impurezas podem causar reacoes
imunoldgicas. Neste sentido, foram realizadas purificacdes da quitosana conforme
metodologia descrita na se¢éo 3.2.1.

A Figura 4-1 ilustra os espectros de FTIR para a quitosana sem purificagéo
(QtC), purificada utilizando a liofilizagdo como método de secagem (QtL) e purificada

utilizando a evaporacdo em estufa como método de secagem (QtE).
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Figura 4-1 — Espectro de FTIR das amostras de quitosana comercial (QtC) e purificadas (QtL —
liofilizada, QtE — em estufa).

As bandas principais da quitosana estdo localizadas na regido de 3280-
3356 cm™, correspondentes ao alongamento sobreposto das ligagées N-H e O-H; em
2870 e 2922 cm? atribuidas ao alongamento C-H assimétrico e simétrico,
respectivamente, tipicas de polissacarideos.

As bandas que comprovam a presenca de grupos N-acetil residuais, tendo em
vista que a quitosana nunca é 100 % desacetilada, sdo encontradas em 1647 cm?,
1309 cm™ e 1558 cm? e correspondem ao alongamento C=0O da amida primaria,
alongamento CN da amida secundéaria e a curvatura N-H da amina priméaria,
respectivamente (BRANCA et al., 2016; DOMSZY; ROBERTS, 1985; KASAAI, 2009).
As bandas localizadas em 1414 e 1370 cm™ formam as deformacdes simétricas CH>
e CHs, respectivamente (KASAAI, 2009; PAVIA et al.,, 2012; QIAO et al.,, 2021;
YATEENDRA et al., 2012).

A banda em 1147 cm é atribuida ao estiramento assimétrico da ligagdo C-O-
C e as localizadas em 1071 e 1025 cm™ correspondem ao estiramento C-O. As
bandas referentes as ligagbes C-O-C e C-O sao atribuidas as vibracdes de
estiramento da ligacdo glicosidica, presente em polissacarideos (DOMSZY;
ROBERTS, 1985; QIAO et al., 2021). Em 1260 cm! esta4 presente a banda referente
a vibracdo de dobramento das ligacdes C-N e em 888 cm™ a banda correspondente
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ao C-H curvando-se para fora do plano do anel dos monossacarideos (QIAO et al.,
2021).

Observando-se os espectros das trés amostras é possivel inferir que todas
apresentaram as bandas caracteristicas de uma amostra de quitosana (HAJJI et al.,
2014). Comparando os espectros da Figura 4-1, pode-se observar para a amostra de
quitosana QtC, uma banda em torno de 1735 cm™, que pode, provavelmente, ser
devido a presenca da molécula lactona, um éster ciclico, que consiste em uma das
impurezas presentes na quitina antes da purificacdo das cascas dos crustaceos,
normalmente retirada na etapa de aquecimento (CHEREPANOV; BOTALOVA, 2020;
COURY; DILLNER, 2008; DAHMANE et al.,, 2014). Observa-se a diminuigdo da
intensidade da referida banda apos o processo de purificacdo, mais acentuada para a
amostra que passou pelo aquecimento na etapa de secagem (QtE) (HAJJI et al.,
2014). H4& a necessidade de lembrar que o nivel de impurezas pode variar
dependendo da fonte e do tratamento prévio da quitina. Também séo dificeis de se
detectar impurezas, tendo em vista que a maior parte delas é composta por proteinas,
gue apresentam grupos funcionais muito semelhantes aos da quitosana (NASTI et al.,
2009; PARDO-CASTANO; BOLANOS, 2019).

A metodologia de purificagdo com secagem por liofilizagdo (QtL) foi a
escolhida neste trabalho. A escolha se deve ao fato da amostra QtL ter apresentado
um espectro com bandas mais definidas e também por ndo ter uma etapa de
aquecimento que pode vir a degradar o polimero (EL-HEFIAN et al., 2010; PARDO-
CASTANO; BOLANOS, 2019).

4.1.2. Grau de desacetilagao (GD)

Técnica de FTIR

A determinacdo do grau de desacetilacdo da quitosana pode ser realizada
através da andlise das bandas caracteristicas no FTIR. Para padronizar as bandas do
espectro da quitosana foi tracada uma linha de base seguindo metodologia descrita
por DUARTE et al., (2002), utilizando o software OriginLab8.

Para obter melhores resultados de GD utilizando esta técnica, € importante
gue a amostra esteja seca, uma vez que a presenca de umidade pode influenciar na
determinacao da relacao entre as areas das bandas (THOMAS; PIUS; GOPI, 2020).
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Os resultados para o grau de desacetilacdo da amostra QtL, utilizando as
diferentes equacgfes apresentadas na secao 2.2.2, bem como as relagdes das areas

de absorbancia em frequéncias especificas, podem ser visualizados na Tabela 4-1.

Tabela 4-1 — Equacdes, relacdo das bandas e resultados para o grau de desacetilacdo da quitosana

Identificacdo Equacio Relacdo de Areas GD (%)
1 GD=100-(Ars/ARrRB *100/1,33) A1663/A3448 90,53 £ 0,96
2 Ars/ArB =0,0125*GA+0,2 A1561/A2877 77,54 £ 0,67
3 GD=100-(ArB/ARB *115) A1663/A3448 89,52 £ 0,81
4 GD=100-((Ara+A1626)/ARB *100/1,33)  (A1663 + A1626)/A3448 87,07 + 0,13
S GD=100-((Ara+A1626)/ARB *115) (A1663 + A1626)/A3448 82,04 + 0,77

Como pode ser observado na Tabela 4-1, os valores encontrados para o GD
sdo diferentes e dependem da Equacéo e da relacdo das bandas escolhidas. Além
disso, a presenca de bandas alargadas e sobreposi¢cbes de dois ou mais picos,
dificultam o calculo da sua area. Dentre as relacdes de bandas utilizadas na literatura,
as escolhidas por Moore e Roberts (1) e Baxter (3) apresentam resultados préximos
aos obtidos por outras metodologias como: titulacdo potenciométrica, titulacdo
condutivimétrica e ressonancia magnética nuclear de protons (DOS SANTOS et al.,
2009; KASAAI, 2009; WEISSPFLOG et al., 2021). Porém, ndo existe um consenso na
literatura sobre a existéncia de uma razao entre bandas que possa ser usada para
toda a faixa de GD, pois a leitura do espectro de FTIR da quitosana muda em funcéo
do seu grau de desacetilacdo (KASAAI, 2008).

Nestes dois métodos, 1 e 3, a banda referente a ligacdo O-H, em 3448 cm™?
foi escolhida como banda de referéncia, pois ndo muda com o GD. No entanto,
considerando a afinidade da quitosana com a 4gua, a intensidade e/ou a largura desta
banda pode sofrer variagcdo, caso a amostra ndo esteja devidamente seca. Outro fator
que pode influenciar na leitura da banda da hidroxila € o seu envolvimento em ligac6es
intra e intermoleculares, como em grupos CH20H ou em anéis glicosideos (DUARTE
et al., 2002; KASAAI, 2008; WEISSPFLOG et al., 2021). Além disso, existe a
possibilidade de sobreposicdo das bandas das ligac6es O-H e N-H, esta ultima em
torno de 3270 cm™, tendo sua intensidade afetada pelo nimero de grupos acetil do
material. Mesmo que estas bandas ndo sejam muito proximas, as ligacbes de
hidrogénio e os efeitos da presenca de dgua podem causar a sobreposi¢cdo (BRANCA
et al., 2016).
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A banda em 1663 cm? foi escolhida como banda sensivel de modo a
balancear a interferéncia causada pela absorgéo de agua pelos grupos O-H, também
presentes proximos a 1640 cm™. Deste modo, a umidade causaria um aumento da
intensidade dessa banda e também na banda em 3350 cm™ (DOMSZY; ROBERTS,
1985; MOORE; ROBERTS, 1980).

A equacao proposta por Moore (1) (1980) € conhecida por ser mais adequada
a leituras de GD entre 79-90 %, j& a equacdo de Baxter (3) (1992) é indicada para
leituras de GD<80 %. Nesse sentido, baseado no grau de desacetilacdo médio da
guitosana informado pelo fabricante, entre 75-85 %, estas duas equacdes podem ser

consideradas adequadas para a obtengcéo do GD desta amostra.

Titulagdo condutivimétrica
O grau de desacetilacdo médio da amostra QtL foi também determinado
utilizando a titulacdo condutivimétrica. A curva de titulacdo esta apresentada na

Figura 4.2.
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Figura 4-2 — Curva de titulac@o condutivimétrica para determinacdo do GD médio da quitosana QtL.

Na titulagdo condutivimétrica a mudanca de condutividade da solucao indica
a substituicdo de ions, na medida em que a amostra de quitosana em solucdo aguosa
acida é titulada com uma solugdo de NaOH. Na primeira etapa da titulacao percebe-
se uma tendéncia linear de diminuicdo da condutividade da solu¢do com o aumento
do volume de titulante adicionado. Esta etapa acontece até a neutralizagdo do acido

(V1) presente em excesso na solucdo. Na segunda etapa da titulacdo ocorre a
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neutralizacdo dos grupos amina presentes na quitosana, até um volume de base
adicionado V2. Por fim, a terceira etapa do processo apresenta um aumento da
condutividade do meio, resultante do excesso de base e aumento da concentracao do
ion hidroxila (DE ALVARENGA; PEREIRA DE OLIVEIRA; ROBERTO BELLATO,
2010).

A titulacao foi repetida trés vezes para a amostra de quitosana purificada e os
pontos de inflexdo da curva de condutividade versus volume de NaOH gasto foram
determinados pela intersecdo das retas. O GD médio da quitosana foi obtido pela
meédia aritmética da triplicata, sendo encontrado um GD de 91,52 + 1,82 %.

O resultado de grau de desacetilacdo obtido pela titulagdo condutivimétrica
estd em acordo com os valores encontrados pelo método de espectroscopia,
calculado com as equacdes 1 e 3, apresentados na Tabela 4-1. Este valor é superior
ao fornecido pelo fabricante, no entanto, este resultado é esperado uma vez que a
guitosana, no processo de purificacdo, passa por um tratamento adicional com NaOH,
que também é utilizado na desacetilacdo da quitina (KUMARI; KISHOR, 2020).
Consequentemente, houve a diminuicdo do nimero de grupos acetil, aumentando o
GD para a amostra QtL. Este resultado é satisfatorio, pois quitosana com GD mais
elevado apresenta uma maior propor¢ao de grupos amina, que sdo considerados 0s

responsaveis pela acédo antimicrobiana deste material.

4.1.3. Grau de cristalinidade (Cr %)

O grau de cristalinidade das amostras de quitosana nao purificada (QtC) e
purificada (QtL) foi investigado por andlise de DRX. Os difratogramas sao

apresentados na Figura 4-3.
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Figura 4-3 — Difratogramas da quitosana comercial (QtC) e quitosana purificada (QtL).

Analisando ambos difratogramas, é possivel observar padrdes semelhantes
entre eles, revelando o padrdo ordenado simétrico ortorrémbico P212121, 0 grupo
espacial mais frequentemente visto em cristais de proteinas (FACCHINATTO et al.,
2020). Segundo a literatura, este padréo esta relacionado a estrutura do cristal de
quitosana (MAZEAU; WINTER; CHANZY, 1994; OKUYAMA et al., 1997, 2000). E
possivel identificar dois picos de difracdo com as intensidades mais altas entre 20
aproximadamente igual a 9°-10° e a aproximadamente igual a 20°. E reportado que
tais picos podem ser atribuidos aos planos cristalinos hidratados da quitosana
(FACCHINATTO et al., 2020; IOELOVICH, 2014; RINAUDO, 2006).

Nota-se que as amostras apresentam leituras diferentes de intensidade. Tal
comportamento é devido a temperatura a que a amostra € submetida, que causa uma
mudanca na intensidade dos picos (NAITO et al., 2015). Sendo assim, as amostras
de quitosana provenientes de uma mesma fonte devem apresentar intensidades
semelhantes.

A cristalinidade foi medida como a razdo da soma das areas sob os picos de
difracdo cristalina, com relacdo a area total sob a curva. Seguindo a equacéo
apresentada na secéo 3.2.4, podemos obter os valores de 46,58 % e 45,07 % para
QtC e QtL, respectivamente, com desvio de 0,11 %. Este resultado esta de acordo
com o esperado, pois 0 processo de purificagdo da quitosana promoveu uma leve
desacetilacdo do material, tendo uma relacéo direta com o grau de cristalinidade. A
amostra purificada é ligeiramente menos cristalina que sua precursora e, portanto,

mais sollvel, o que é benéfico para a formacao dos filmes.
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41.4. Andlise da estabilidade térmica

As curvas da andlise termogravimétrica (TGA) das trés amostras séo

apresentadas na Figura 4-4.
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Figura 4-4 — Curvas de analise térmica (TGA) das amostras de quitosana.

Massa (%)

Pode-se observar dois intervalos de temperatura caracteristicos de perda de
massa sob atmosfera de N2: o primeiro encontra-se abaixo de 100 °C e corresponde
a evaporacao da agua fisicamente adsorvida no material; o segundo pico encontra-se
préximo de 300 °C, caracteristico da despolimerizacdo/decomposicdo das cadeias
poliméricas. A degradacéo do material acontece através da desacetilagéo e clivagem
de ligacBes glicosidicas, que representam uma ligacdo entre um carboidrato e um
alcool, ocorrendo ap6s a condensacao, levando a pirdlise da matriz polimérica da
quitosana. A temperatura de maxima degradacdo da amostra de quitosana comercial
(QtC) ocorreu em 334,6 °C, permanecendo em concordancia com resultados da
literatura, que trazem valores aproximados por volta de 300 e 330 °C (ZAWADZKI,
KACZMAREK, 2010). Esses resultados podem variar dependendo das caracteristicas
da quitosana, como o GD e a sua origem.

O primeiro aspecto visto na comparacao das trés amostras é que a amostra
QtE nao apresentou um pico significativo de perda de 4gua (abaixo de 100 °C), sendo
esse justificado pela secagem prévia da amostra na temperatura de 50 °C. Esta

amostra também apresentou menor temperatura de degradacéo no evento principal,
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0 que pode indicar uma mudanca da estrutura da quitosana causada pelo
aquecimento da mesma, favorecendo a degradacgdo térmica do material.

Para a amostra QtL, a degradacdo maxima ocorreu em 290,5 °C, como
mostrado na Figura 4-5. Aqui novamente se evidencia o efeito do grau de
desacetilagdo na propriedade do material. Estudos demonstram que a estabilidade
térmica da quitina é levemente superior a da quitosana e esta relacionada ao grau de
desacetilagdo (MOUSSOUT et al., 2016; ZAWADZKI; KACZMAREK, 2010).
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Figura 4-5 — Curvas de TGA da amostra QtL.

4.2. Ponto de nuvem
O diagrama de fases de um sistema ternario pode ser construido através do

método de titulacdo de ponto de nuvem se a viscosidade da solucao for relativamente
baixa. Neste estudo, os componentes do sistema séo: quitosana, solucdo aquosa de
acido acético (solvente) e solugcdo aquosa de NaOH (ndo solvente). Uma vez que
solugcbes de quitosana com concentracdes maiores de polimero apresentam alta
viscosidade, estas ndo puderam ser analisadas em funcdo da dificuldade de
visualizacdo do ponto de turvacdo do sistema. Apesar disso, 0 método titulométrico
revelou-se aplicavel para a determinacdo da curva de ponto de nuvem em duas
temperaturas diferentes (30 e 50 °C) das solucdes preparadas com a amostra QtL,
até uma concentracdo de polimero de 5 % (m/m). Na Figura 4-6 esta apresentada
uma imagem ilustrativa do comportamento de uma solucdo de quitosana na

concentragdo de 0,5 % (m/m) com a titulagdo utilizando uma solugdo aquosa de
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NaOH 2 % (m/m). O ponto de nuvem se caracteriza pela mudanca de turbidez da

solucéo que é observada no instante da separacéo de fases.

Figura 4-6 — Imagem ilustrativa do comportamento de uma solucéo de quitosana 0,5 % (m/m) (a)
antes e (b) depois de atingir o ponto de nuvem.

As solugcdes homogéneas (transparentes) de quitosana quando em contato
com um determinado volume de n&o solvente, ou seja, no ponto de separacdo de
fases, apresentam uma coloragdo esbranquicada e turva sem a formacdo de
precipitados. Como visto na Figura 4-7, para solugbes em concentracdo acima de
2 % (m/m) de quitosana, a visualizacdo da turbidez da solucdo foi menos acentuada,
uma vez que a quitosana é naturalmente de dificil solubilizacdo. Esta caracteristica é
comum a todos os biopolimeros com cadeia semelhante a celulose (KASAAI, 2008).

Figura 4-7 - Imagem ilustrativa do comportamento de uma solucéo de quitosana 3 % (m/m) (a) antes
e (b) depois de chegar ao ponto de nuvem.

A guantidade de nédo solvente utilizada para atingir o ponto de nuvem, como
esperado, diminui com o aumento da concentracdo do polimero. As quantidades em

base massica do polimero e do n&do solvente estéo listadas na Tabela 4-2.
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Tabela 4-2 — Composicao dos pontos de nuvem na temperatura de 30 °C e 50 °C: % massica de
solucdo aquosa de NaOH e % de quitosana em solucdo de &cido acético 2 % (v/v).

Ccznmc/.m(?tL Qua(r:rt]./rl:l]? OH Quant. NaOH (m/m)
T=30°C T=50"°C
0,25% 40,04% + 0,38 40,23% £ 0,23
0,50% 39,41% £ 0,59 39,90% + 0,68
1,00% 36,85% + 0,38 38,09% + 0,66
2,00% 33,84% £ 0,17 34,60% + 0,69
3,00% 26,65% + 1,37 28,74% + 1,35
4,00% 22,32% + 1,23 23,79% + 1,01
5,00% 15,53% + 1,20 17,80% + 0,89

Através da andlise dos resultados reportados na Tabela 4-2, € possivel
verificar que a solubilidade do material aumenta levemente com a temperatura, tendo
em vista a maior necessidade de adicdo de ndo solvente nos experimentos
conduzidos a 50 °C. No entanto, 0 aumento da temperatura ndo modificou a tendéncia
de diminuicdo da necessidade do néo solvente com o aumento da concentracao de
guitosana, pois uma maior quantidade de polimero em solu¢éo diminui a concentracao
de ion H3O".

As curvas de ponto de nuvem apresentadas na Tabela 4-2 sdo mostradas na

forma gréafica através do diagrama de equilibrio liquido-liquido ternario da Figura 4-8.
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Figura 4-8 — Diagrama ternario para quitosana/solucéo de acido acético/solucao de hidroxido de sédio
a 30 e 50 °C.

No diagrama de fases da Figura 4-8 temos uma regido a esquerda da curva

de ponto de nuvem e uma regido a direita. A primeira indica a presenca de uma fase
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homogénea e estavel e, a direita, a regido de separacao liquido-liquido. As curvas de
ponto de nuvem tendem a se aproximar do eixo polimero/solvente na medida em que
a concentracao de quitosana na solucéao acida aumenta.

Conforme observado nos experimentos mostrados na Figura 4-8, a regiao de
equilibrio liquido-liquido diminui com 0 aumento da temperatura e a regido de uma
fase homogénea torna-se maior. Este resultado é o esperado para a maioria dos
sistemas poliméricos, pois 0 aumento da temperatura favorece a dissolucdo das
regides cristalinas dos materiais. Para uma mesma concentracdo de solucdo de
guitosana e acido acético, a variacao de 20 graus na temperatura promoveu uma leve
mudancga na separacgdo liquido-liqguido. Um fendbmeno semelhante para a curva
binodal também foi observado por (CHENG, 1999) para
agua/Dimetilformamida/fluoreto de polivinilideno. Sendo assim, temperaturas mais
altas causam a maior necessidade de ndo solvente para promover a precipitacéo do
polimero, indicando melhor miscibilidade.

A temperatura consorciada a adi¢éo de solucdo de NaOH reduziu de maneira
consideravel o poder do solvente promovendo o processo de inversado de fases. Este
fato é essencial para a fabricacédo de filmes porosos pelo método de precipitacéo por
imersdo em banho de n&o solvente.

O pH da solucdo € um dos parametros mais sensiveis para o calculo do grau
de protonacado da quitosana, da qual depende sua solubilizacdo. Nesse sentido, se
faz necesséria a investigacdo do comportamento do pH durante os experimentos de
ponto de nuvem. A partir das medicOes de pH das solu¢des de quitosana e acido
acético antes da titulacdo, o grau de protonacéao (a) foi determinado com o uso de

equacdes presentes na secéo 2.2.2 e apresentado na Figura 4-9.
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Figura 4-9 — Grau de protonac¢édo da quitosana para as diferentes solu¢des de quitosana utilizadas
nos experimentos de ponto de nuvem.

A partir dessa andlise, pode-se observar que a solubilizacdo completa é
obtida, para ambas as temperaturas, quando o grau de protonacao esta em torno de
0,3. Para o sistema quitosana/acido acético, a influéncia da concentracdo de
quitosana e da temperatura da solu¢ao no grau de protonacgéo foi minima ou nula.

Em se tratando do pH inicial das solugdes, notou-se um aumento do pH com
0 aumento da concentracdo de quitosana. A Figura 4-10 apresenta o comportamento

do pH das solu¢des acidas de quitosana.
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Figura 4-10 — pH das diferentes solu¢des acidas de quitosana utilizadas nos experimentos de ponto
de nuvem.
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Através dos resultados de pH apresentados na Figura 4-10, percebe-se que
para menores concentracdes de quitosana o valor do pH da solugdo homogénea é
menor. Este comportamento € devido a maior quantidade de acido dissociado e ao
menor consumo de ions para a protonacado dos grupos amina (-NHz2) dos monémeros
de quitosana. Da mesma forma, seguindo a Figura 4-10 observa-se um aumento nos
valores de pH com o aumento da concentracéo de quitosana.

Em ambas as temperaturas o pH das solu¢cbes homogéneas estabiliza em
valores aproximados de 3 a 4, em toda faixa de concentragdo analisada. Em
contrapartida, a precipitacdo da quitosana e a separacdo em duas fases liquidas
acontece em valores de pH mais altos. A Figura 4-11 apresenta os valores de pH da

solucdo turva, quando o sistema atinge o ponto de nuvem.
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Figura 4-11 — pH das diferentes solu¢des de quitosana medido no ponto de nuvem, com as solugdes
turvas.

Como esperado, em todas as concentracfes de quitosana, a precipitacdo do
polimero foi induzida pelo aumento do pH do meio, causado pela neutralizacdo dos
ions HzO™" da solucao e desprotonacao dos grupos amina. Os menores valores de pH
final para as maiores concentracdes de quitosana, estdo diretamente ligados a menor

necessidade de adicdo de solugéo basica para que ocorra a separacéo liquido-liquido.
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4.3. Caracterizacao dos filmes sem banho de neutralizagéo
A Figura 4-12 traz as imagens dos filmes de quitosana obtidos apos o

processo de liofilizacdo. Os filmes apresentam coloracéo branca e superficie rugosa

e irregular.

3 %(m/m) de quitosana 4 %(m/m) de quitosana 5 %(m/m) de quitosana

| -

=
p ;_ M
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l Figura 4-12 — Imagem dos filmes de quitosana em diferentes concentracoes.

A elevada rugosidade apresentada na superficie do filme se deve,
provavelmente, ao processo de secagem por liofilizacdo, em que o ndo solvente
(solucdo aquosa de NaOH) ao sublimar, promove o encolhimento dos poros presentes
nos filmes (MANSOURIZADEH; ISMAIL, 2012). Além disso, a rugosidade € uma
caracteristica intrinseca de um material poroso e o grau de rugosidade é um fator a
ser considerado e controlado para cada aplicacéo especifica (THOMAS; PIUS; GOPI,
2020). Para curativos, a existéncia de poros de tamanhos diferentes ao longo da
espessura do filme é desejada quando o objetivo é absorver exsudatos de uma ferida

e proteger contra patdégenos externos, por exemplo.

4.3.1. Caracterizacéo fisico-quimica por FTIR

A fim de observar a interagdo da amostra com a solucéo de acido acético e
de hidroxido de sédio, foram realizadas analises de FTIR nos filmes de quitosana em
diferentes concentracoes.

Os espectros de FTIR da quitosana purificada QtL e dos filmes preparados
por precipitacdo por imersao estdo apresentados na Figura 4-13. Em relacdo aos
espectros dos filmes de quitosana, a ampla banda de absor¢éo entre 3600 e 3000 cm™
€ atribuida as ligacbes O-H e C-H. A amplitude alongada é devido as vibragcbes de

interferéncia entre moléculas do acido ligadas ao hidrogénio das ligacbes O-H e N-H
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da quitosana (BALAU et al., 2004; BRANCA et al., 2016; TAKARA; MARCHESE;
OCHOA, 2015).
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Figura 4-13 — Espectro de FTIR da amostra de quitosana QtL e dos filmes preparados em
diferentes concentragdes.

A banda em 1582 cm™ corresponde a amina primaria. A intensidade da banda
se intensifica com 0 aumento da concentracdo de quitosana na solucao precursora do
filme, o que é esperado, uma vez que aumenta o numero de grupos amina
protonaveis.

A presenca de grupos N-acetil foi confirmada pela banda em 1642 cm™,
atribuida a ligacdo C=0O da amida, que aumenta sua intensidade conforme a
concentracdo de quitosana aumenta. A diminuicdo da intensidade desta banda nos
flmes de quitosana pode ser atribuida a desacetilagdo dos grupos amida
remanescentes da quitina quando os filmes entraram em contato com NaOH. A banda
referente ao estiramento C-N de amida, em 1325 cm, ndo foi observada

possivelmente pela sobreposi¢cao das bandas nesta regido.
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Outra banda dominante pode ser observada em 1431 cm, associada ao
acetato de sodio (C2HsNaO2), formado durante o processo de desprotonagdo da
quitosana na formacdo do filme (BECKINGHAM; LYND; MILLER, 2018). O
aparecimento desta banda sugere que o sal ficou depositado sobre o filme apés a
troca de solventes. As bandas em torno de 1019 cm™, correspondentes as ligacdes
C-O-C e C-0, apresentaram um aumento em sua intensidade com o aumento da
concentragéo do biopolimero, isso se deve a presenca da estrutura do polissacarideo,
evidenciando as vibracbes de estiramento da ligacdo glicosidica (DOMSZY;
ROBERTS, 1985).

A nitida banda em 866 cm™ corresponde ao modo vibracional de dobramento
CH3COH do acido carboxilico. Essa banda € comumente considerada parte da regiao
da impressao digital para a identificacdo do acido acético na leitura de espectros de
FTIR, e esta presente na maioria dos compostos organicos. A sua presenca comprova
gue atroca de solventes nao foi efetiva no processo de formacéao do filme de quitosana
(DENG et al., 2021; FERNANDEZ-SAIZ; OCIO; LAGARON, 2006).

4.3.2. Grau de cristalinidade dos filmes (Cr %)

A fim de investigar as mudancas estruturais dos filmes de quitosana em
diferentes concentracdes do biopolimero foram realizados e comparados
difratogramas de Raios X dos filmes de quitosana e da quitosana purificada QtL
(Figura 4-14). O difratograma da quitosana purificada em pé (QtL) apresenta dois
picos principais de difragdo em torno de 26 = 16,3° e 29,7°, associados a conformagéo
hidratada da quitosana. Conforme o perfil dos difratogramas dos filmes, eles
apresentam uma estrutura amorfa, como relatado em outros estudos de filmes de
guitosana solubilizados em é&cido acético (CHEN et al., 2015; QIAO et al., 2021,
TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015).
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Figura 4-14 — Padrdo de DRX para a amostra de quitosana QtL e dos filmes formados em diferentes
concentracdes.

Em comparacdo com a quitosana em po, os filmes nas trés concentracdes
avaliadas apresentam uma estrutura amorfa com sinais mais alargados e com
deslocamento do sinal para angulos maiores, revelando uma mudancga na estrutura
cristalina do biopolimero. Uma hipdtese para este comportamento é a presenca de
cargas e de contra-ions, verificada na andlise de FTIR, que dificulta as intera¢cdes inter
e intracadeias, diminuindo o empacotamento e, por consequéncia, a cristalinidade. Na
formacéao do filme, a presenca do acido e da base promovem uma desestabilizacdo e
rearranjo das ligacdes de hidrogénio presentes nas cadeias da quitosana, causada
pelas interacdes intramoleculares entre os grupos amina protonados e a hidroxila da
guitosana, que limitam o movimento molecular da cadeia de quitosana, e a presenca
dos ions acidos que dificulta as ligacdes de hidrogénio. Isso acaba por dificultar o
empacotamento necessario para a cristalizacao da quitosana. A possivel presenca de
algum excesso de acido também pode contribuir para a diminui¢cdo da cristalinidade
dos filmes (CHO et al., 2000; QIAO et al., 2021).
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4.3.3. Andlise da estabilidade térmica dos filmes

As curvas da analise termogravimétrica da amostra QtL de quitosana e dos
filmes formados estdo presentes na Figura 4-15. A quitosana em po purificada, QtL,
apresenta dois estagios de degradacdo térmica, sendo o0 primeiro em
aproximadamente 70 °C, correspondente a perda de agua, e o segundo estagio, com
inicio em aproximadamente 215 °C, referente & decomposicdo térmica da cadeia
principal da quitosana. A estabilidade térmica dos filmes de quitosana diminuiu e o
termograma apresentou quatro estagios de degradacdo, iniciando em
aproximadamente 70 °C e terminando entre 465 e 540 °C. Os eventos de perda de
massa sdo semelhantes para os filmes nas diferentes concentragcfes, sendo que a
maior perda de massa ocorreu em aproximadamente 70 °C, sendo essa entre 21 e
24 %, atribuida a perda da umidade do filme e também ao &cido remanescente, que
apresenta ponto de ebulicdo em aproximadamente 118 °C, proximo ao fim desse pico
de perda de massa (DIMIAN; A.KISS; BILDEA, 2019). A segunda etapa de perda de
massa, em aproximadamente 180 °C, é devida a decomposi¢cao térmica e oxidativa
da quitosana, também podendo estar relacionada a eliminacdo de produtos volateis.
A presenca de residual da solugdo do acido e do hidroxido de sédio utilizados no
processo de formacdo da membrana, além da presenca do sal de acetato, como
observado na andlise de FTIR, pode ter promovido a antecipagédo da degradacgéo da
cadeia principal do polimero (BALAU et al., 2004).

Experimentos térmicos anteriores (EL-HEFIAN et al., 2010; NUNTHANID et
al., 2001; QIAO et al., 2021; TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015; ZHANG et al.,
2021) mostraram que a degradacao térmica de filmes de quitosana imersos em NaOH
apresentam mais estagios de degradacédo devido a liberacdo de pequenos produtos
de degradacdo molecular, tanto de quitosana quanto do hidréxido de sodio. Essa
degradacéao ocorre em torno de 270 °C para os filmes Qt4 e Qt5, com perda de massa
de 13 e 6,5 %, respectivamente. Para o filme Qt3 essa etapa pode ter acontecido junto
a etapa anterior de decomposicao glicosidea.

O ultimo estagio de degradacdo pode ser atribuido, segundo a literatura, a
uma pequena fracdo do grupo acetato que ainda pode estar presente no filme apos a
decomposicdo das ligacbes glicosidicas (cadeia principal da quitosana), que acaba
por formar 4cido acético e butirico e uma série de acidos graxos de cadeia curta
(NETO et al., 2005; OSMAN, 2005).



68

105 - 430

100 atL 28

95 . Q3 126

\ Qt4 24

90 —Qt5 '
122
R 85 1209
g 80 1182
@ 75- 416 3
w 7]
© 70 - 414 ®
= 122
65 - 112
J10E
60 Y@
55 joe®

Jos

50 1 Joa

] e
SV AN J\_’ 102
40 : e ——— Joo
0 200 400 600

Temperatura (°C)
Figura 4-15 — Termogramas da amostra QtL de quitosana e dos filmes de quitosana em diferentes
concentracdes.

Os filmes apresentaram percentual de residuo, na temperatura de 600 °C,
consideravelmente superior (46 % a 50%) ao polimero puro QtL (40 %). Este
comportamento est4 de acordo com a literatura e com os resultados de FTIR, que
mostram a presengca de acetato de soédio nos filmes, possiveis residuos da
neutralizacdo apdés a imersdo dos mesmos em solucdo de hidroxido de sédio
(BECKINGHAM; LYND; MILLER, 2018; TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015).

4.3.4. Morfologia dos filmes

A morfologia da superficie e da se¢éo transversal dos filmes de quitosana esta
apresentada na Figura 4-16. Segundo as imagens da superficie (Figura 4-
16 (a), (b) e (c)), observa-se que ela é irregular e ndo sdo observados poros nessa
magnitude de ampliacdo. Porém, sabe-se que estruturas opacas apresentam poros
em sua superficie. Uma das caracteristicas da técnica de precipitacdo por imersao &
a formacédo de estruturas assimétricas com variacdo de diametros de poros na secao
transversal, e que estes podem apresentar tamanhos muito pequenos na superficie.

A partir das imagens da secéo transversal (Figura 4-16 (d) e (e)) observa-se
gue os filmes possuem uma estrutura lamelar porosa para os filmes Qt3 e Qt4 com
uma fina camada de topo. No entanto, o tamanho dos poros para Qt3 &
consideravelmente maior. A estrutura lamelar se deve ao processo de secagem dos
filmes por liofilizacdo. Os filmes sé@o primeiramente congelados onde a agua e o

residual do solvente (acido acético) e o nao solvente (hidréxido de sédio) passam pelo
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processo de resfriamento, ocorrendo a nucleacéo e crescimento de cristais de gelo,
formando uma microestrutura na forma de lamelas quando o solvente aquoso passa

pelo processo de sublimacgéao.

Figur -1 —magens de MEV dos filmes de quitosana na magnitude d 500x:(a) superficie Qt3 (b)
superficie Qt4 (c) superficie Qt5 (d) secao transversal Qt3 (e) secao transversal Qt4 (f) secao
transversal Qt5.

Outro fato observado é a posi¢cao da curva do ponto de nuvem, sabe-se que
guanto maior a lacuna entre o eixo polimero/solvente e a curva de ponto de nuvem
maiores serao os poros formados (CADORE, 2019).

Para o filme Qt5 (Figura 4-16 (f)) é possivel observar uma grande quantidade
de sal na secéo transversal, que dificulta a visualiza¢@o de possiveis poros, resultando
em uma aparéncia densa e granulosa. Nota-se a supressao do tamanho dos poros
com o aumento da concentracdo de biopolimero nos filmes. Esse comportamento
pode ser devido ao aumento da viscosidade da solugdo com o aumento da
concentracdo de quitosana, dificultando a difusdo mudtua entre o solvente e 0 néo
solvente, promovendo a precipitacdo denominada “‘com atraso” que favorece a
formacdo de filmes com estrutura mais fechada de poros (MANSOURIZADEH;
ISMAIL, 2012).
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4.3.5. Propriedades mecanicas dos filmes

As propriedades mecanicas de filmes porosos assimétricos séao
substancialmente mais baixas, quando comparadas as de filmes obtidos através de
métodos evaporativos que promovem a formacéo de filmes densos (ALTIOK; ALTIOK;
TIHMINLIOGLU, 2010; DEBONE et al., 2019; LECETA et al., 2013).

A Tabela 4-3 apresenta os resultados das propriedades mecéanicas dos filmes

de quitosana em diferentes concentragdes.

Tabela 4-3 — Propriedades mecénicas dos filmes de quitosana.

Médulo de Tenséo de

Filmes  Elongacdo (%) v ,ng (MPa)  ruptura (MPa)

ot3 3,05 + 1,38 0,28 + 0,07 0,90 + 0,03
ot4 2,80 + 0,48 0,75+ 0,26 2,23+0,72
ot5 4,23+ 1,62 1,01 +0,34 3,57 + 1,09

Os resultados mostram que os trés filmes apresentam valores similares para
a percentagem de elongacao. O filme Qt3 apresenta menor elasticidade e tensao de
ruptura que os demais filmes. Conforme observado pela anédlise de MEV, o filme Qt3
apresenta uma estrutura lamelar mais porosa, portanto, mais fragil.

Pode-se observar uma tendéncia de aumento das propriedades mecéanicas
dos filmes com o0 aumento da concentragéo de quitosana, que pode estar relacionada
com o0 aumento da concentracdo dos grupos amina nao protonados no filme,
aumentando as interacdes entre cadeias do polimero, conduzindo a filmes mais
compactados e mais resistentes (TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015).

Todos os filmes produzidos, quando comparados com scaffolds de quitosana,
sao mais resistentes, conforme dados de tensao de ruptura reportados por diferentes
autores: 0,31 £ 0,03 MPa (4 % QT) (JANA et al., 2012), 0,058 £ 0,028 MPa (1,5 % QT)
(ALBANNA et al., 2012) e 0,013 + 0,003 MPa (2 % QT) (ZAKHEM; BITAR, 2015).

4.3.6. Grau de inchamento dos filmes

Os filmes de quitosana em diferentes concentracbes foram submetidos a
testes de inchamento com agua deionizada. Esse € um parametro importante para a
aplicacao desses filmes na area biomédica, ja que a alta capacidade de absorcédo de

agua pode manter o ambiente Uumido e remover o fluido de feridas, o que é uma
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caracteristica importante para promover a cicatrizacao (ZHANG et al., 2021). A Tabela
4-4 mostra os resultados de grau de inchamento obtidos para os filmes de quitosana

em diferentes concentracoes.

Tabela 4-4 — Grau de inchamento dos filmes de quitosana.

Filme | (%)
Qt3 176,42 + 1,75
Qt4 179,88 + 1,65
Qt5 183,73 + 2,72

Sabe-se que, naturalmente, filmes de quitosana fabricados a partir de
solucdes diluidas de acido acético com uso da técnica de evaporagcao de solvente
tendem a quase dissolver-se em contato constante com a agua (PAVONI, 2018;
SENCADAS et al., 2012; TASSELLI et al., 2013; YANG et al., 2010), devido a
protonacdo das unidades de quitosana, formando o acetato de quitosana, um
composto com maior inchamento em agua. Porém, os filmes formados com o uso de
solucdo de NaOH como nao solvente causa a desprotonac¢éo do biopolimero fazendo
com que ele mantenha sua estrutura em contato com a agua. Para scaffolds de
quitosana, o grau de inchamento pode ficar entre 400 e 1000 %, dependendo da
temperatura de secagem e da concentracdo do banho de precipitacdo, que ira
promover a formacdo de uma estrutura esponjosa que favorece a absorcéo de agua
(KARAKECILI et al., 2019; REYS et al., 2017; THEIN-HAN; KITIYANANT, 2007).
Pelos resultados apresentados na Tabela 4-4, observa-se que ha um leve aumento
no grau de inchamento com o aumento da concentragédo de quitosana, que deve-se
provavelmente, ao maior nimero de grupos amina no meio, promovendo maior

hidrofilicidade ao filme.

4.4. Caracterizacao dos filmes apds a lavagem com agua
Devido ao residual do sal acetato de sodio observado na superficie dos filmes

produzidos, optou-se por adicionar uma etapa de lavagem com agua destilada apos a
secagem dos mesmos.

As imagens dos filmes apds o processo de lavagem estdo apresentadas na
Figura 4-17. Os filmes tiveram sua integridade fisica mantida, sem que houvesse

solubilizagdo em agua ou quebra no processo de secagem.
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Figura 4-17 — Filmes de quitosana pds lavagem em diferentes concentracdes.

A lavagem dos filmes liofilizados acarretou mudancas fisicas visiveis, 0s
filmes passaram a apresentar transparéncia e coloracdo esbranquicada. O aspecto
rugoso dos filmes foi mantido nas concentracdes de 3 e 4 % (m/m) e intensificado no
filme com 5 % (m/m) de quitosana. A secagem dos filmes em estufa de conveccéao
causou a movimentacdo da agua ligada ao filme, a qual pode provocar a
deformacao/encolhimento da matriz polimérica dependendo da quantidade de 4gua a
ser evaporada.

4.4.1. Caracterizacéao fisico-quimica dos filmes apds a lavagem

A lavagem dos filmes liofilizados teve como principal finalidade a retirada de
quaisquer resquicios de solvente/ndo solvente e sais presentes no material. A andlise
dos espectros de FTIR foi utilizada para investigar potenciais diferencas estruturais
entre os filmes de quitosana. Os espectros de FTIR das amostras apds a lavagem
podem ser visualizados na Figura 4-18.
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Figura 4-18 — Espectro de FTIR da amostra de quitosana QtL e dos filmes apés a lavagem.

Os espectros exibiram os picos de absorgéo caracteristicos da quitosana sem
diferencas significativas. Quando comparados aos filmes néo lavados (Figura 4-13) &
possivel observar a auséncia dos picos referentes as bandas do &cido e do sal,

demonstrando que o objetivo de remocao desses compostos foi atingido.

4.4.2. Grau de cristalinidade (Cr %) dos filmes ap6s a lavagem

Os padrdes de difracédo de raios X de todos os filmes foram semelhantes aos
dos filmes sem a lavagem, apresentando estrutura amorfa, com picos de difracéo
alargados e localizados em 28 = 16° e 29°. Estes picos de difragdo sao relatados para
filmes de quitosana preparados com o solvente acido acético e em filmes tratados com
NaOH, assim como também podem ser detectados em scaffolds de quitosana (BALAU
et al., 2004; FACCHINATTO et al., 2020; JANA et al., 2012; LECETA et al., 2013;

NUNTHANID et al., 2001; QIAO et al., 2021; SINHA et al, 2013; TAKARA,
MARCHESE; OCHOA, 2015).

4.4.3. Andlise da estabilidade térmica dos filmes apés a lavagem

Conforme mostrado na Figura 4-19, os termogramas de todos os filmes de
guitosana poés lavados exibiram picos semelhantes aos exibidos para a quitosana em
po. A primeira etapa de degradacéao entre 30 e 155 °C é atribuida a perda de agua e

a segunda etapa entre 207 e 390 °C, a decomposicao da cadeia principal do polimero.
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Observa-se que a lavagem dos filmes promoveu a remocéo dos residuos do
acido e da base, uma vez que os termogramas dos filmes se assemelham ao
termograma da quitosana. Além disso, é possivel observar um leve decréscimo no
percentual de residuo dos filmes em comparacdo a quitosana QtL e também aos

filmes sem a etapa de lavagem.
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Figura 4-19 — Curvas de analise térmica (TGA) da amostra de quitosana QtL e dos filmes pos-lavados
de diferentes concentracdes.

4.4.4. Morfologia dos filmes apés a lavagem

As micrografias de todos os filmes de quitosana apds o processo de lavagem
apresentaram a mesma estrutura (Apéndice A), conforme mostrado na Figura 4-20,
correspondente ao filme Qt5-lav. Através da analise Figura 4-20(a) observa-se uma
superficie mais homogénea, comparada a superficie do filme sem a lavagem, e
auséncia de poros, também verificada na secdo transversal (Figura 4-20(b)). A
densificacdo da estrutura pode ter ocorrido devido a etapa de secagem lenta em
estufa, que promove a densificacdo dos filmes (TAKARA; MARCHESE; OCHOA,
2015).

Outra etapa determinante do processo de pés lavagem € a sua capacidade
de causar a ressolubilizacdo parcial dos filmes em sua forma de acetato de quitosana
em contato com a agua, resultando no fechamento dos poros que foram gerados

durante a liofilizacéo.
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Figura 4-20 — Imagens de MEV do filme de quitosa (mm) Qt5-lav com magnitude de 5000x: (a)
superficie (b) secéo transversal.

4.5. Caracterizacao dos filmes com etapa de neutralizacao
A morfologia assimétrica dos filmes é um dos requisitos essenciais para que

o filme seja capaz de fazer a troca de gases e fluidos com o0 ambiente e proteger uma
ferida de agentes nocivos. Neste contexto, sabendo que a etapa de liofilizacdo é a
principal causadora da formacdo de poros lamelares (ALIRAMAJI; ZAMANIAN;
MOZAFARI, 2017), foi proposta uma alteracdo na metodologia, adicionando a etapa
de lavagem dos filmes antes do processo de liofilizacdo. Essa modificagéo visa manter
as caracteristicas fisicas e quimicas melhoradas do filme e manutengéo da estrutura
porosa. Para esta metodologia foram testadas duas concentracdes de quitosana, 5 e
6 % (m/m). Uma maior concentracdo de quitosana foi testada para se obter filmes
mais integros apoés a etapa de neutralizacao.

Os filmes neutralizados podem ser visualizados na Figura 4-21. O filme
composto por 5% m/m de quitosana foi lavado com auxilio de pisseta com agua
destilada. Ja o filme a 6 % m/m de quitosana foi imerso em banho de agua destilada
durante 8 horas. A adicdao de uma etapa de neutralizagdo antes do processo de
secagem por liofilizacdo parece ter conferido uma aparéncia plastificada aos filmes,
provavelmente devido a secagem preferencial das camadas superficiais e maior
quantidade de agua no filme. Além disso, os filmes apresentaram areas densificadas
nas suas extremidades, essa caracteristica possivelmente é devido a parcial
ressolubilizacdo dos filmes em sua forma de acetato de quitosana, promovida pelo

contato com o banho de agua e/ou pela evaporacgdo parcial do solvente.
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(b)

Figura 4-21 — Filmes de quitosana: (&) 5 % (m/m), lavado com agua; (b) 6 % (m/m), imerso em banho
de &gua destilada por 8 horas.

Os filmes neutralizados apresentaram superficie irregular e maior
encolhimento foi observado para o filme com maior concentracdo de quitosana. O
filme com 6 % (m/m) ficou imerso em agua durante 8 horas e, portanto, apresenta
maior quantidade de agua, que pode ter favorecido o encolhimento da matriz durante
o processo de liofilizacao.

45.1. Anélise da composic¢do quimica dos filmes com etapa de

neutralizacao

Andlises de FTIR foram realizadas com o intuito de verificar as mudancas
estruturais dos filmes de quitosana que passaram pela etapa de neutralizagéo.
Conforme observado na Figura 4-22, o procedimento de submeter os filmes a um
banho de neutralizagcdo antes do processo de liofilizagdo, promoveu a retirada do
excesso de solvente e do ndo solvente dos filmes, uma vez que o espectro do filme
Qt6-N se assemelha ao espectro da quitosana QtL. A lavagem do filme com agua,
sem imersé&o (Qt5-N), ndo foi suficiente para a total retirada do NaOH (704 cm™1), do
acido acético (866 cm™) e do sal de acetato de sédio (1431 cm™) formado pela reacdo

do acido com a base.
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Figura 4-22 — Espectro de FTIR da amostra de quitosana QtL e dos filmes neutralizados: Qt5-N,
lavado com agua; Qt6-N imerso em banho de agua destilada por 8 horas.

7

Como observado na Figura 4-23, o espectro do filme Qt5-N é muito
semelhante ao dos filmes n&o neutralizados de quitosana (Figura 4-13). Em
1582 cm! observa-se a diminuicdo da banda referente a protonacdo dos grupos
amina, possivelmente devido a sobreposicdo de bandas causada pelo excesso de
NaOH no filme.
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Figura 4-23 — Espectro de FTIR dos filmes 5 % (m/m) de quitosana com diferentes metodologias de
obtencéo: filme sem pré-tratamento Qt5 e filme lavado com agua antes da liofilizacéo.

4.5.2. Grau de cristalinidade (Cr %) dos filmes com etapa de

neutralizacao

O padréo de difragéo de raios X dos filmes confirma a estrutura amorfa do
material, independente da metodologia de preparo, como pode ser observado pelo
difratograma do filme Qt6-N na Figura 4-24. O padréo de difracdo apresenta 0 mesmo
comportamento para os filmes nao lavados (Figura 4-14), indicando que as etapas de
lavagem dos filmes néo afetam as propriedades estruturais dos filmes de quitosana
(TAKARA; MARCHESE; OCHOA, 2015).
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Figura 4-24 — Padréo de DRX para o filme de quitosana Qt6-N.
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4.5.3. Andlise da estabilidade térmica dos filmes com etapa de

neutralizacao

Os termogramas dos filmes com etapa de neutralizacdo podem ser
observados na Figura 4-25. A estabilidade térmica do filme que foi imerso em agua
destilada (Qt6-N) € semelhante a da quitosana QtL, evidenciando que a remocéo do
excesso dos residuos foi efetiva. Ao compararmos os picos do filme Qt5-N com os de
guitosana, observam-se duas etapas na perda da umidade, provavelmente devido a
saida de agua e, na sequéncia, a remocdo do residuo de solucdo acida. Nota-se
também a influéncia dos residuos no filme no processo de degradacdo térmica da
ligacdo glicosidea, responsavel pela maxima degradacdo da quitosana. Se
comparado aos filmes sem a etapa de neutralizacdo, Figura 4-15, observa-se que
guanto maior a presenca dos residuos, menor é a estabilidade térmica dos filmes de
guitosana, evidenciando que o acido, a base e os sais formados durante a formacéo

dos filmes aceleram a sua degradacao térmica.
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Figura 4-25 — Curvas de analise térmica (TGA) da amostra de quitosana QtL e dos filmes pds lavados
de diferentes concentragdes.

Os resultados corroboram o fato de que a lavagem é um fator crucial para
obtencéo de filmes mais resistentes, e que o método de lavagem influi na estabilidade

dos filmes obtidos.
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45.4. Morfologia dos filmes com etapa de neutralizacéo

Os filmes com etapa de neutralizacdo apresentaram morfologias semelhantes
entre si, como demonstra a Figura 4-26. Pode ser observada uma morfologia
assimétrica com uma fina camada de topo densa e estrutura lamelar, resultado
semelhante ao obtido para os filmes sem a etapa de lavagem ou neutralizacdo. Cabe
relembrar, que esta estrutura é desejada para ser utilizada em curativos, pois é capaz
de absorver os exsudatos pela presenca de poros na superficie inferior, e evitar a
entrada de microrganismos patogénicos por ter superficie superior mais fechada.
Diferentemente dos filmes ndo lavados ou imersos em agua destilada, os filmes Qt5-
N e Qt6-N ndo apresentaram sal aderido na superficie e mantiveram a estrutura
porosa lamelar na secéo transversal. O filme Qt5-N apresentou superficie rugosa e
heterogénea, promovida durante o processo de secagem por liofilizagéo,
principalmente se a composicdo da solu¢cdo aquosa aderida a superficie ndo for
homogénea. Na magnitude avaliada ndo sdo observados poros na superficie de

ambos os filmes.

Figura 4-26 — Imagens de MEV dos filmes de quitosana com neutralizacdo com magnitude de 5000x:
(a) superficie Qt5-N (b) superficie Qt6-N (c) secéo transversal Qt5-N (d) secao transversal Qt6-N.

A partir das imagens da secéo transversal observa-se que a distancia entre

os poros lamelares para o filme Qt6-N é consideravelmente maior. Esta estrutura é
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formada principalmente pelo processo de secagem por liofilizacdo, que além de
manter a morfologia porosa resultante do método de inverséo de fases (precipitacao
por imersédo), controla a saida do solvente por sublimacao, fixando a geometria e o
tamanho dos poros. Como o filme Qt6-N foi imerso em agua por 8 horas, além de
apresentar maior quantidade de Agua em sua estrutura, houve a saida do excesso de
reagentes e remocéao dos residuos, o que pode ter ocasionado maior espacamento
entre as lamelas. Se comparado aos filmes sem a etapa de neutralizagcdo (Figura
4-16), pode-se perceber a formagdo de uma estrutura mais ordenada (HABERT,;
BORGES; NOBREGA, 2006; REUVERS; VAN DEN BERG,; SMOLDERS, 1987),
evidenciando o fato de que a presenca de solvente/ndo solvente e sais durante a
liofilizacdo dos filmes pode ter influenciado no processo de formacdo de poros,
afetando o tamanho e a geometria dos mesmos (ALIRAMAJI; ZAMANIAN;
MOZAFARI, 2017).
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Esta secdo se destina as conclusGes decorrentes dos estudos realizados

neste trabalho e algumas sugestdes para trabalhos futuros.

5.1. Concluséao
Filmes assimétricos de quitosana utilizando a técnica de inversao de fases

induzida por ndo solvente, para o sistema quitosana/acido acético/hidréxido de sédio,
foram produzidos com sucesso.

A etapa de purificacdo foi de grande importancia para a solubilizacéo total da
quitosana. Através da caracterizacao da estrutura quimica, da estabilidade térmica e
do grau de desacetilacdo da quitosana purificada, foi possivel definir que a
metodologia utilizando a secagem por liofilizacéo foi a mais adequada.

O estudo do comportamento termodinamico do sistema quitosana/solucao de
acido acetico/solugéo de hidroxido de sodio foi realizado pelo método titulométrico.
Foi obtido o diagrama de fases ternario através das curvas de ponto de nuvem em
duas temperaturas, demonstrando o aumento da distancia entre 0 eixo
polimero/solvente e a regido de duas fases com 0 aumento da temperatura. Assim, foi
possivel determinar as condi¢des experimentais mais adequadas para a formacéo de
filmes assimétricos pela técnica de precipitagdo por imersao.

As caracteristicas fisico-quimicas e morfologia dos filmes obtidos dependem
fortemente da presenca residual do acido acético, do hidroxido de sddio e do acetato
de sodio na sua estrutura. Os filmes obtidos sem as etapas de lavagem e banho de
imersdo em agua apresentaram residuos que afetaram as suas propriedades
térmicas. A resisténcia mecénica aumentou com a concentragdo polimérica do filme
estando em concordancia com os valores para filmes porosos de quitosana
encontrados na literatura. O grau de inchamento também apresentou esse
comportamento frente ao aumento de concentracao de quitosana, ficando abaixo dos
valores encontrados para filmes de quitosana preparados por outros métodos. Este

comportamento é desejado, pois filmes que apresentam grau de inchamento muito
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elevado, podem perder a sua integridade fisica durante o contato com ambientes
muito imidos, como é o caso de algumas aplicagbes médicas.

O aumento da concentracdo do polimero de 3 para 5 % m/m favoreceu a
formacéo de poros lamelares mais estreitos, possivelmente devido ao aumento de
viscosidade da solucdo polimérica, dificultando a transferéncia de massa entre o
solvente e o0 ndo solvente durante a etapa de formacéo do filme.

A etapa de pés lavagem dos filmes liofilizados e posterior secagem em estufa
de conveccdo, com o objetivo de retirar o excesso de solvente e ndo solvente e
remover o sal formado, alterou significativamente a morfologia dos filmes, que passou
de porosa assimétrica para densa simétrica, tornando os filmes inadequados aos
objetivos do presente trabalho. O processo de secagem dos filmes por liofilizagdo se
mostra essencial para a manutencdo da estrutura porosa assimétrica dos filmes e a
etapa de retirada de excesso de reagentes e produtos deve ser realizada
anteriormente.

Os filmes imersos em agua, Qt6-N, apresentaram caracteristicas térmicas e
fisico-quimicas semelhantes as da quitosana purificada QtL, evidenciando a
necessidade desta etapa de neutralizacdo antes do processo de liofilizacdo. A
morfologia dos filmes traz uma estrutura assimétrica lamelar com fina camada densa
de topo, e com auséncia de sais aderidos a sua superficie.

Sendo assim, neste trabalho foi possivel definir uma metodologia para a
obtencdo de filmes porosos assimétricos de quitosana, adicionando uma etapa de
imersdo em agua apos o processo de formacéao dos filmes para a retirada do solvente
e nao solvente em excesso e remocao dos sais que sao formados. Os filmes
assimétricos obtidos apresentam camada de topo mais fechada, importante para
evitar a entrada de microrganismos patogénicos, e se¢ao transversal contendo poros
de estrutura lamelar, importantes para absorver exsudatos e manter a umidade da
pele. Estas caracteristicas sado essenciais para filmes a serem utilizados em

aplicacdes biomédicas.

5.2. Sugestdes para trabalhos futuros
Com base nos resultados obtidos foram sugeridos alguns estudos futuros:
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¢ estudo sistemético da influéncia da concentracdo do polimero e do tempo de
banho de imersdo em agua, na etapa de neutralizacao dos filmes, antes do
processo de secagem por liofilizacao;

¢ estudo da influéncia da utilizacdo de diferentes solugfes acidas na formacao
dos filmes e de suas propriedades;

e caracterizacdo dos filmes quanto as propriedades antimicrobianas,

adesividade, irritabilidade e citotoxicas.
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7. APENDICE A

Figura 7-1 — Imagens de MEYV dos filmes pds lavagem: (a) superficie QT 3 % (m/m) (b) superficie
QT 4 % (m/m) (c) secdo transversal QT 3 % (m/m) e (d) sec¢éo transversal QT 4 % (m/m).
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