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Sumario

O quitosano é actualmente um dos biomateriais com maior potencial de resposta as

exigéncias do mercado biomédico. O facto de existir uma panéplia de aplicacbes
para a quitina e seus derivados leva a considerar este polimero como aspirante a
biomaterial do século XXI. A quitina e o seu derivado desacetilado, quitosano, sdo
polimeros naturais compostos por unidades monoméricas de B-(1-4)-D-glucosamina
(unidade desacetilada) e por N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada). A quitina é
insoluvel em meio acido enquanto o quitosano é soluvel nessas condi¢cdes devido
aos grupos amina protonados livres presentes nas unidades D-glucosamina. A
procura desta matéria prima tem crescido substancialmente principalmente pelo seu
potencial no desenvolvimento de dispositivos medicos.

No presente trabalho procurou-se desenvolver novos materiais com este fim,
aproveitando o facto de o quitosano poder formar estruturas liquidas cristalinas e
assim mimetizar a organizagcdo peculiar do colagénio, um dos principais
componentes do tecido humano. A aplicacdo destas solugbes originou o
desenvolvimento de um cimento 6sseo totalmente biocompativel. A formagdo de
nanofibrilas de quitina, constituiu ainda alvo de estudo pelo seu potencial de reforgo

de estruturas compodsitas com polimeros termoplasticos.

Palavras Chave: Quitina; Quitosano; Nanofibrilas






Abstract

Chitosan is currently one of biomaterials with the greatest potential to respond to the
biomedical market requirements. The fact that there is a range of applications for
chitin and their derivatives, transforms this polymer in an aspirant biomaterial of the
21st century. Chitin and its deacetylated derivative chitosan are natural polymers
composed of randomly copolymer formed by B-(1-4)- linked D-glucosamine
(deacetylated units) and N-acetyl Dglucosamine (acetylated units). Chitin (composed
of less than 50% deacetylated units) is insoluble in aqueous media while chitosan
(with more than 50% deacetylated units) is soluble in acidic conditions due to the free
protonable amino groups present in the D-glucosamine comonomers. A great
demand is emerging for this feed-stock mostly because of it's potential to develop
medical devices.

In the present work we developed new materials for this purpose, taking advantage
from the fact that chitosan can form liquid crystals phases and thus mimic the
peculiar organization of collagen, one of the main components of our human tissues.
From the application of these liquid crystalline solutions, successful biocompatible
bone cement was created. Also, the formation of chitin nanowhyskers was studied
for their potential to reinforce composite structures with thermoplastic polymers.
Keywords: Chitin; Chitosan; Chitin
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SPx — Sensor de pH

TM — Tanque de Mistura

T4 — Temperatura de Transi¢do Vitrea

T;— Temperatura de Fuséo

Unidades

cal — Calorias

cps -Centipoise

cm — centimetro

dm? — decimetro quadrado
dm3 — decimetro cubico

g — grama

XX



°C — Graus centigrados
°K - graus Kelvin

mol — mole

M — Molar

m-metro

m?— metro quadrado
um — micrémetro

mm - milimetro

mL — mililitro

nm - nanometro

ppm — parte por milhdao

MPa — MegaPascal
Pa — Pascal
(s) - segundos

EU/g — unidades de endotoxinas por grama (endotoxin units per gram)

Cfu/g — unidades de coldnias formadas por grama (colony forming units per grams

XX
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Objectivos e Enquadramento do Trabalho

Face ao caracter empresarial da presente tese de doutoramento € importante o
adequado enquadramento em relacdo as especificagcbes do trabalho proposto. A
presente tese de doutoramento tem por base o trabalho de 1&D feito para a empresa
CERAMED.

A CERAMED, é uma empresa dedicada a prestacio de servicos de revestimento de
préteses metdlicas, nomeadamente, revestimentos de Titanio e Hidroxiapatite em
préteses de ligas de Titanio-Vanadio-Aluminio ou Cobalto-Cromio. Com o objective
de diversificar a sua gama de produtos, existia a intengdo de criar uma nova area
dedicada a produgdo de dispositivos médicos de terceira geragcdo, ou seja, que
tivessem a capacidade de integragdo no corpo humano e pudessem promover a sua
regeneracéo de tecidos.

A primeira etapa seria o desenvolvimento da matéria prima para tal, tendo a escolha
recaido na quitina e quitosano. Estes polissacarideos sdo 6ptimos candidatos para a
inclusdo em dispositivos médicos uma vez que tém caracteristicas comprovadas de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioactividade. Possuem ainda amplo
estudo académico e d&o ainda os primeiros passos na constituicdo de dispositivos
meédicos. Face a isto, uma das estratégias seria produzir quitosano de grau médico,
nao s6 para futuras aplicagbes desenvolvidas pela CERAMED, mas também para
comercializagdo para outras empresas. O estudo realizado da extraccéo de quitina e
producdo de quitosano deram origem a um processo inovador e ao projecto e
instalagdo de uma instalagéo piloto nas instalagbes da CERAMED, no campus do
antigo INETI. Devido a questdes de propriedade industrial, s&o apenas
apresentados os resultados da optimizagdo da desmineralizacdo bem como o
impacto que esta etapa possui nas caracteristicas do produto final. Deste modo é
somente apresentado um metodo de produgéo de quitosano de grau comercial.

Um dos principais objectivos do presente trabalho passa pelo aproveitamento das
caracteristicas da mesofase nematica quiral (colestérica) no desenvolvimento de
novos dispositivos médicos. O facto dos tecidos humanos serem constituidos por
colagénio, que apresenta fases nematicas quirais, tal como a quitina ou o quitosano.
Estas fases apresentam uma organizagao propria que lhes confere caracteristicas
opticas e mecanicas especificas. Desta forma, torna-se pertinente estudar a
potencialidade do quitosano na formacéo deste tipo de estruturas de forma a ser

possivel produzir dispositivos médicos implantaveis capazes de mimetizar a
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organizacdo do colagénio na matriz extracelular. A compreensdo dos mecanismos
de formacéo de estruturas liquidas cristalinas com o quitosano permitiu pensar-se
em constituir materiais compdsitos para regeneragao 6ssea. Tal facto, traduziu-se
na investigagdo de um cimento 6sseo que combinasse as caracteristicas das
solugdes anteriormente estudadas e que pudesse fornecer uma base mineral que
induzisse a regeneracdo de tecido 0sseo. Este trabalho encontrase protegido por
propriedade intelectual.

Do trabalho realizado da extrac¢do da quitina resultou outra matéria prima que se
considera de grande potencial de aplicagdo, as nanofibrilas de quitina. O
desenvolvimento desta matéria prima, traduz a aposta de apresentar solucdes
inovadoras dentro do campo biomédico através do aproveitamento dos
polissacarideos quitina e quitosano. Deste modo, e aproveitando a baixa
solubilidade da quitina, considerou-se que esta seria um bom candidato para uma
modificagdo morfoldgica de forma a apresentar-se sobre a forma de nanofibrilas. As
excelentes propriedades mecanicas associadas a um caracter biocompativel e
biodegradavel levam a consideragdo do seu uso em materiais amigos do ambiente
(“eco-friendly” composites: eco-compodsitos) estudo este que foi realizado e é

apresentado neste trabalho.

Concluindo, o presente trabalho teve como resultados:

- 0 desenvolvimento a escala laboratorial de trés matérias primas, a quitina, o
quitosano e as nanofibrilas de quitina;

- a projeccgao e instalacdo de uma unidade piloto de producédo de quitina e quitosano;
- 0 estudo de solugdes de quitosano para futura aplicagcdo em dispositivos médicos;

- 0 desenvolvimento de um dispositivo médico;

- o0 estudo do reforgo de estruturas poliméricas de PVA com nanofibrilas de quitina
O trabalho iniciado originou ainda a criagdo de uma nova empresa, a ALTAKITIN,

dedicada a producdo de quitina, quitosano e derivados, bem como de dispositivos

médicos.
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CAPITULO |

Estudo da Extraccao de Quitina e Producéo de Quitosano a Escala Laboratorial
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1. Estudo da Extrac¢ao de Quitina e da Produgao de Quitosano a Escala

Laboratorial.

1.1 Introducgao

A Quitina, € um polissacarideo natural presente em diversos organismos vivos e que
consiste em unidades repetitivas de N-acetil-glucosamina unidas por uma ligacao
covalente B-1,4. A sua estrutura é muito semelhante a da celulose com um grupo
hidroxilo na posigdo C-2 a ser substituido por um grupo acetilamina, se for
considerada um homopolimero, o que na realidade n&do acontece, como é explicado

na Figura 1.1.

Figura 1.1 - Comparagao das macromoléculas de celulose e quitina

O numero elevado de organismos que produzem anualmente este biopolimero faz
dele o segundo mais abundante na natureza a seguir a celulose, sendo de notar que
a taxa de reposicéo da quitina € duas vezes mais elevada que a celulose (Campana-
Filho, 2007). Para tal contribui o facto de este polimero ser um dos principais
constituintes de exoesqueletos de artropodes, como os crustaceos e insectos. Esta
presente ainda em moluscos, cefalépodes e nas paredes celulares de fungos.

(Rinaudo, 2006). Foi isolado pela primeira vez pelo francés Braconnot em 1811, a
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partir de fungos, 30 anos antes de descoberta da celulose. Foi-lhe atribuido o0 nome
“fungine” que veio a ser substituido por “chitin”, derivado de “chiton” do grego que
significa armadura de malha ou tunica, apdés a separagdo de um composto
semelhante a partir da cuticula de crustaceos (Khor, 2001, Rinaudo, 2006).

A quitina pode ser encontrada em trés formas cristalinas diferentes: a a-quitina, a -
quitina e a y-quitina. A a-quitina é a que se encontra com mais facilidade na
natureza, ocorrendo, por exemplo, em cascas de ovos de nematoéides e rotiferos, em
moluscos, em cuticulas de artrépodes, nas paredes celulares de fungos, em tendbes
e casca de lagosta e camardo. Pode também ser encontrada e produzida por varios
organismos marinhos menos comuns, apresentando esta a-quitina mais exdética uma
maior cristalinidade e pureza, por ser produzida na auséncia de pigmentos,
proteinas e calcite. Esta a-quitina é obtida a partir da recristalizagado de solugbes, de
biossintese in-vitro ou de polimerizagdo enzimatica (Kumar et al., 2004; Rinaudo,
2006).

A B-quitina é rara aparece como parte constituinte das cascas de braquidpodes e
moluscos, em algumas larvas e em partes especificas de cefalépodes. Nos
cefaldopodes aparece associada com proteinas num constituinte especifico do
sistema digestivo das lulas. Este tipo de quitina aparece na sua forma mais pura em
filamentos monocristalinos excretados por alguns seres, como por exemplo na
Thalassiosira fluviatilis. A B-quitina ainda n&o foi produzida através de solugbes ou
por biossintese in-vitro. E possivel encontrar uma outra forma, a y-quitina, que se
veio a verificar ser uma variante da a-quitina e também pode ser encontrada nas
lulas (Rinaudo, 2006; Campana-Filho et al., 2007).

Estes tipos de estruturas podem ser identificados e diferenciados recorrendo a
técnicas de caracterizagdo como a espectroscopia de infra-vermelhos e ressonancia
magnética nuclear do estado soélido, em conjunto com difrac¢édo de raios X (Kumar et
al., 2004; Kurita, 2006; Rudall, 1969; Rinaudo, 2006).

A a-quitina é a forma mais estavel, tendo sido realizados estudos detalhados da sua
estrutura que indicaram que as moléculas de a-quitina estdo arranjadas com uma
conformagéo anti-paralela, permitindo uma maxima ligagdo entre moléculas por
ligacbes de hidrogénio. A forma [B-quitina apresenta cadeias paralelas, uma por
célula unitaria, o que leva a uma forga inter-molécular menor. Este arranjo espacial
nao favorece a ligagdo de hidrogénio entre cadeias ao grupo hidréxilo (ligado a C-6),
como observado para a a-quitina (Khor, 2001). Por fim surge a y-quitina, em que
duas cadeias paralelas alternam com uma anti-paralela (Kurita, 2006; Cohen, 1987;

Merzendorfer & Zimoch, 2003). Estas duas ultimas podem ser convertidas para o
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formato anti-paralelo, a forma a-quitina, com um tratamento em &cido cloridrico forte
(HCI) (Kurita, 2006). Na Figura 1.2 estdo representadas as estruturas da a- e da -

quitinas.

Figura 1.2 — Representagao da estrutura da a-quitina (a esquerda) da B-quitina,
a direita (adaptado de Kurita, 2001)

A conformacdao anti-paralela das moléculas da a-quitina permite um empacotamento
compacto, formando micronanofibrilas de quitina, as quais consistem em
aproximadamente 20 cadeias Unicas que sdo estabilizadas por um elevado namero
de ligacdes de hidrogénio. Este arranjo contribui amplamente para as propriedades
fisico-quimicas da cuticula, como a resisténcia mecéanica e a estabilidade (Cohen,
1987; Merzendorfer & Zimoch, 2003). A principal consequéncia das fortes ligagdes
de hidrogénio na a-quitina é a sua insolubilidade em todos os solventes orgénicos
comuns e em solugdes acidas, sendo por isso tdo complicado trabalhar com este
polimero. A funcionalidade do grupo N-acetilo desempenha um papel fundamental
no comportamento deste biopolimero, pois sdo estes grupos os responsaveis pelas
inumeras ligagdes intermoléculares.

Em contraste com a anterior, na B-quitina e na y-quitina a compacidade e o nimero
de ligacbes de hidrogénio intermoléculares sdo reduzidos, originando um aumento
de ligacdes de hidrogénio com a agua. O elevado grau de hidratacdo e a reduzida
compacidade resultam em estruturas quitinosas mais flexiveis e moles
(Merzendorfer & Zimoch, 2003). A B-quitina apresenta também elevada afinidade
com outros solventes e elevada reactividade, devido a ja referida estrutura cristalina.
A distancia entre cadeias no eixo b da B-quitina potencia inclusdes cristalinas de
complexos de pequenas moléculas polares, como a agua, alcoois € aminas. A (3-
quitina, obtida das lulas, é semi-cristalina, apesar de, segundo Kurita (2006), a B-

quitina quase completamente cristalina ter sido obtida de tubos de Tevnia
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jerichonana, um organismo do fundo marinho. A dissolugdo ou o inchamento
convertem a B-quitina em a-quitina (o contrario nao acontece), sugerindo que a (-
quitina seja uma forma meta-estavel biossintetizada por um mecanismo diferente do
da a-quitina (Kurita, 2006). Observag¢des morfologicas e cristalograficas revelaram
que a transformacgao inter-cristalina esta dependente da concentragcdo de acido
(HCI) utilizado (Kurita, 2001). No caso de B-quitina obtida de lulas, pode ocorrer
completa dissolugdo em agua, podendo ser também referido que a passagem a a-
quitina se deve a grande mobilidade das cadeias de B-quitina. A sua afinidade com a
agua e a sua escassez sao as razdes para a nao produgdo em larga escala da -
quitina, pois a sua utilidade fica um pouco limitada. A y-quitina tem um
comportamento em relagdo a agua intermédio entre o da B-quitina e da a-quitina
(Khor, 2001).

O principal derivado da quitina, o quitosano, foi descoberto em 1859 por Rouget,
quando este provou que a quitina em suspensdo numa solug¢do de hidroxido de
sodio, levada a fervura, se torna soluvel em acidos organicos. Sé em 1894 é que
Hoppe-Seyler deu o0 nome a este produto, denominando-o quitosano. A estrutura
deste importante polimero apenas ficou totalmente conhecida no ano de 1950 (Khor,
2001; Campana-Filho et al., 2007).

Ao estudar-se o quitosano é essencial definir o que este representa e o que o
distingue do seu percursor, a quitina. Esta distingdo €& necessaria pois durante
muitos anos os dois termos foram vulgarmente confundidos, tendo melhorado a sua
compreensédo nos ultimos vinte anos (Khor, 2001; Kurita, 2006).

Como foi referido, a quitina € um polissacarideo linear formado pelo encadeamento
de unidades N-acetil-glucosamina. Enquanto que no quitosano se observa a
repeticdo de unidades N-glucosamina (Khor, 2001) Desta forma o quitosano é obtido
por hidrélise alcalina da quitina, processo designado por desacetilacdo que sera

extensivamente abordado mais adiante.

Na realidade, a acetilacdo ou a desacetilagdo total, quase nunca ocorre, existindo
sim um copolimero de N-acetil-glucosamina com N-glucosamina, fazendo-se a
distincdo entre quitina e quitosano através do respectivo conteudo em grupos
acetilo. Na Figura 1.3 esta representado o copolimero referido anteriormente,

encontrando-se também identificados os seis carbonos do anel da glucopiranose.
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Figura 1.3 - Representag¢ao esquematica do copolimero quitina e quitosano
(Khor & Lim, 2003).

E no carbono C-2 que se ligam o grupo acetamida ou o grupo amina. Quando se
tem uma percentagem de unidades N-acetil-glucosamina superior a 50% tem-se
quitina; quando a percentagem desses grupos € inferior a 50% tem-se quitosano,
predominando entdo as unidades N-glucosamina. A percentagem de grupos
acetamida é vulgarmente denominada de grau de acetilagdo (DA). Por sua vez, o
grau de desacetilagdo (DD) é a percentagem de grupos amina presentes no
polimero (Khor, 2001). Esta nomenclatura é a usada no meio cientifico respeitante a
estes biopolimeros, sendo utilizada para caracterizar o conteudo médio de unidades
N-acetil-D-glucosamina na quitina e no quitosano (Silva, dos Santos & Ferreira,
2006).

A principal diferenca entre o comportamento destes dois polimeros é a sua
solubilidade. O polimero quitina & solivel em N-dimetilacetamida com 5% cloreto de
litio (Li/DMAc) e insoluvel em solu¢cdes aquosas acidas de acidos fracos, ao
contrario do seu derivado quitosano. Ao ter-se quitosano, o que implica um DD
maior que 50%, tem-se um polimero soluvel em solugdes acidas aquosas que se
comporta como um polielectrélito cationico (Khor, 2001; Tolaimate, Desbrieres,
Rhazi & Alagui, 2003). O conteudo em azoto em amostras tratadas e purificadas é
menos de 7% para a quitina e mais de 7% para o quitosano (Khor, 2001).
Cientificamente o quitosano tem sido mais explorado do que a quitina, por ser

soluvel em solugdes aquosas de pH inferior a 6,5, sendo por isso mais facil trabalha-
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lo (Khor & Lim, 2003).

Apesar de a quitina estar presente em inumeros grupos taxonémicos, é geralmente
separada e obtida de exoesqueletos de crustaceos, mais concretamente, de
camarao e caranguejos, as fontes mais acessiveis de quitina. De um ponto de vista
pratico, as cascas destes tipos de crustdceos sdo as mais convenientes, pois estdo
disponiveis como residuos da industria alimentar (Kurita, 2006; Tolaimate et al.,
2003). Estas cascas geralmente contém 15-40% de a-quitina, 20-40% de proteinas
e 20-50% de carbonato de calcio, sendo os restantes constituintes pigmentos e sais
metalicos (Kurita, 2006).

Na Tabela 1.1 estdo indicados os conteudos em quitina e em carbonato de calcio,

para as diferentes fontes de quitina disponiveis na Biosfera.

Tabela 1.1 - Fontes de quitina: conteiddo em quitina e em CaCO; (Kurita, 2006)

Fonte Quitina CaCO; (%) Tipo
Camarao 30-40 20-30 a-quitina
Caranguejo 15-30 40-50 a-quitina
Krill 20-30 20-25 a-quitina
Lula 20-40 residual B-quitina
Améijoa/ostra 3-6 85-90 a-quitina
Insectos 5-25 - a-quitina
Fungos 10-25 - a-quitina

Ao analisar-se a Tabela 1.1, chega-se a conclusao de que os dois tipos de fonte de
quitina com maior conteido em biopolimero séo, as ja referidas, casca de camarao
e caranguejo. A viabilidade da extrac¢do de quitina de outras fontes, para além do
camarao e caranguejo, fica comprometida quer pela baixa percentagem de quitina
que apresentam, quer pela sua disponibilidade.

Na producdo de um biomaterial, a alta pureza e a reprodutibilidade de
caracteristicas fisico-quimicas sado fundamentais, pois sé assim sera possivel
chamar-lhe material de grau médico. Na produgdo da quitina tem que se ter em
conta a sua origem, pois esta vai influénciar em muito o seu processo de obtencgao.
Existem caracteristicas que variam de fonte para fonte, como o conteddo em calcio
e proteinas, mesmo para a mesma fonte as caracteristicas da quitina alteram-se
com a idade, sexo e habitat de onde o animal é proveniente. E essencial ter-se a

nogcdo de que as condi¢cdes de obtencdo deste biopolimero (nomeadamente, as

34



temperaturas, os reagentes e suas concentragdes, o material a utilizar e o numero
de etapas a realizar variam com a fonte e a espécie). Esta preocupagédo é
fundamental pois vai influénciar directamente a qualidade do produto final.

No entanto, existem outras fontes de razoavel interesse para a extracgao de quitina
como as paredes celulares de fungos e a cartilagem de moluscos como a lula.

Os fungos sao facilmente cultivados sob condi¢cdes controlaveis, ndo sofrendo
alteragbes de sazonalidade. Existem autores que extrairam quitosano de fungos
com tratamentos acidos e alcalinos (Rane and Hoover, 1993; Cai et al., 2006;
Suntornsuk et al., 2002; Chatterjee et al.,2005).

As cartilagens de lulas séo interessantes devido a composi¢éo elevada de p-quitina,
entre 35-40% e baixa em elementos inorganicos como o célcio, um dos elementos
principais dos exoesqueletos do grupo artropode. No entanto, a baixa

disponibilidade desta fonte torna-a uma ma escolha para um processo industrial.

A quitina e o quitosano exibem inUmeras propriedades bioldgicas e fisico-quimicas
interessantes, tendo sido encontradas varias aplicacbes em diferentes campos, tais
como: a industria biomédica e farmacéutica, o tratamento de aguas residuais, a
agricultura, a cosmética e a industria alimentar. Como ja foi referido anteriormente,
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioactividade, é cada vez
mais tido em conta como um poderoso biomaterial (Rinaudo, 2006).

O grau de desacetilagdo € um parémetro estrutural cuja caracterizagdo é
fundamental, pois influéncia as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do
polimero, bem como o peso molécular, do qual dependem a deformagdo maxima
antes da fractura e a resisténcia a traccdo do mesmo. Estes parametros combinados
influénciam também as propriedades biolégicas do quitosano, como a sua
biodegradacédo, a promoc¢ao da cicatrizagdo de lesdes nos tecidos biolégicos e, mais
especificamente, a osteogénese e angiogénese (Chatelet, Damour & Domard,
2000).

Muitas das aplicagbes do quitosano sdo limitadas por problemas de solubilidade,
uma vez que este é insolivel em meio neutro, condicdo em que enzimas fisioldgicas
exercem a sua actividade. Partindo do principio que derivados de quitina e quitosano
podem ser preparados com a finalidade de melhorar a sua solubilidade em agua, as

aplicagdes destes polimeros podem aumentar significativamente (Silva et al., 2006).
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Tabela 1.2 - Aplicagdes do quitosano

Area de Aplicagdo

Uso Especifico

Agentes de coagulacao/floculacdo para aguas residuais

Tratamento de Aguas

poluidas

Remocao/recuperacao de ides metalicos de aguas

residuais poluidas

Herbicida/pesticida

Agricultura

Revestimento de sementes

Fertilizante

Papel/Téxtil

Fibras para téxteis

Papel e filmes

Cromatografia

Biotecnologia

Material de imobilizacdo enzimatica

Espessantes naturais

Aditivos alimentares

Alimentar/Suplementos

Processamento de alimentos

Filtracao e clarificacao

Agentes de absor¢do de gorduras

Cosmeéticos

Condicionadores para cabelo e pele

Tabela 1.3 - Relagao entre as propriedades do quitosano e as suas possiveis

aplicag6es biomédicas (Rinaudo, 2006)

Aplicagoes Biomédicas

Caracteristicas Principais

Suturas cirargicas
Implantes dentarios
Pele artificial
Reconstrucdo do osso
Lentes de contacto
Libertacdo controlada de farmacos
Material de encapsulamento

Biocompativel
Biodegradavel
Renovavel
Capacidade de formar filmes
Agente hidratante
Nao é toxico, tolerado biologicamente
Hidrolisado pela lisozima
Potencia a regeneracao de tecido lesado
Eficiente contra bacténas, virus e fungos
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Um dos objectivos do presente trabalho passa por obter quitina e quitosano com um
grau de pureza proprio para aplicagdes do foro biomédico, encontrando-se essas
especificagbes na tabela 1.4. Deste modo todas as etapas de extraccao tém como
objectivo remover quantitativamente todos os elementos ligados a quitina. Os mais
relevantes neste processo de extrac¢gdo sdo o carbonato de calcio, proteinas e
pigmentos, mas para a obtenc&do de grau médico todos os minerais e elementos tém
que ser equacionados.

Embora existam diversos métodos referidos na literatura, todos eles produzem
efeitos mais ou menos negativos na molécula, e que ndo podem ser evitados seja
por diminuicdo do peso molécular ou grau de desacetilagdo. E por isso que ainda
existe o interesse em optimizar a extraccdo de forma a evitar a degradagéo da
molécula de quitina e ao mesmo tempo levar o nivel de impurezas a um minimo

satisfatério para aplicagbes biomédicas (Percot et al., 2003;Tolaimate et al., 2003).

Tabela 1.4 — Especificagoes de quitosano com grau médico PROTASAN CL113

(NOVAMATRIX)
QUITOSANO GRAU MEDICO

Aparéncia do Pé Branco
Aparéncia da Solucao Limpida e transparente ou ligeiramente

amarelada
Grau de Desacetilacao 75-90%
Matéria Seca >90%
Cinzas <1%
Proteinas <0,3%
Endotoxinas <100 EU/g
Metais Pesados <40 ppm
Chumbo <10 ppm
Mercurio <1 ppm
Contagem Total de Bactérias Aerobias) <100 cfu/g
Fungos <100 cfu/g

Para melhor compreensdo das etapas necessarias a extracgdo de quitina e
producdo de quitosano, importa saber a constituicdo especifica do material a tratar.

Rhazi et al., 2000, fizeram uma analise exaustiva de diversas cuticulas de
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crustaceos e cefalopodes associando-as a diferentes necessidades de tratamentos
uma vez que cada cuticula apresenta uma diferente composicdo de elementos.

No presente trabalho foi dada maior importancia aos exoesqueletos de camarao,
mais especificamente da espécie Pandalus Borealis. Na Figura 1.5 encontra-se

resumida a composig¢ao da cuticula do crustaceo referido, sendo esta sazonal.
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Figura 1.4 —- Composi¢ao em percentagem de peso seco de minerais, proteinas
e chitin quitina extraidos em condicdes industriais no ano 2000 de casca de

camarao (adaptado de Rodde et al., 2008)

A decisdo pelo estudo desta fonte esta relacionado com objectivos empresariais,
uma vez que se trata de uma fonte abundante proveniente de residuos da industria
alimentar que no ambito de um projecto empresarial assume uma preponderancia
decisiva face a disponibilidade da matéria prima. Empresas de transformacao
alimentar recebem a referida espécie de camarao e procedem ao seu descasque
para aproveitamento do miolo, ndo dando até ao momento um fim especifico a
casca. Parte do objectivo do presente trabalho estd relacionado com o
aproveitamento destes residuos da industria alimentar para a producdo de
compostos de valor acrescentado.

Outro factor determinante é a origem geografica da fonte, de grande importancia
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para a pureza final dos produtos e a economia do processo. A cuticula de
crustaceos é o receptor natural e “armazém” de poluentes e outros elementos
presentes nas aguas de cultivo da espécie, justificando deste modo a procura de
espécies cultivadas em aguas limpas. A espécie estudada tem origem em aguas
virgens do ponto de vista industrial, deste modo originando casca mais pura e com
menor necessidade de purificacao.

O procedimento tipico de producao de quitosano de casca de crustaceos, consiste
em 4 etapas basicas (Fig.1.5): Desmineralizagdo (DM), Desproteinizagdo (DP),
Descoloragdo (DC) e Desacetilagdao (DS), existindo possibilidades de adigdo ou

supressao de etapas:

DESMINERALIZAGAO

CaCl,, CO,, e outros

inorganicos

\ 4
DESPROTEINIZACAO

»| Proteinas, Lipidos

A4
DESCOLORACAO
Pigmentos, ex:
v Astaxantina
DESACETILACAO
»| Grupos Acetilo
\d
QUITOSANO

Figura 1.5 - Diagrama esquematico do processo de extracgao de quitina e

producao de quitosano

e Pré-tratamento

E considerado pré-tratamento qualquer etapa anterior ao inicio da extraccdo de

quitina.
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* Lavagem

Mukherjee utilizou um método de lavagem que consistia em colocar os residuos
alimentares em agua a 80°C, durante uma hora, com uma razdo de 1 kg para 10
Litros. (Mukherjee, 1996) Willem Stevens apresentou uma forma de pré-tratamento
para casca de camardo com o objectivo de diminuir a carga de reagentes durante a
extracgao (Stevens et al., 2006). O tratamento apresentado era a lavagem da casca
com acido acético (0,05 M) ou acido benzoéico (0,016M) de forma a obter uma
diminuicdo controlada da massa da casca, em que através de uma posterior
lavagem da casca eram eliminadas até cerca de 40% de proteinas, obtendo-se
ainda uma substancial reducdo da composi¢cdo mineral. No entanto, a maior parte
dos autores apenas recorre a agua destilada para proceder a lavagem da casca. Se
as propostas forem analisadas tendo em vista uma producdo a escala industrial
verifica-se que requerem grandes volumes de solugbes e de agua para efectuar este
tratamento. E importante determinar a utilidade real deste passo, uma vez que a
casca proveniente da industria transformadora é consideravelmente mais limpa que
a casca proveniente da industria hoteleira, ndo apresentando Oleos e detritus

alimentares e com uma relagédo da quantidade de casca para miolo, superior.

» Secagem

O objectivo principal desta etapa € remover a humidade da casca e torna-la
quebradica para a moagem. Com um eficaz processo de secagem € possivel
armazenar casca seca durante longos periodos de tempo sem que esta se degrade.
Mukherjee patenteou um processo de pré-tratamento que consistia em modificar a
estrutura cristalina da quitina para amorfa secando a casca a uma temperatura de
cerca de 80°C durante 48h e em seguida efectuar um rapido arrefecimento da casca
de forma a “congelar” o novo arranjo amorfo. A teoria base desta proposta de
prétratamento esta relacionada com o facto de a casca com estrutura amorfa ser
mais susceptivel ao ataque quimico e desta forma necessitar de menor carga de
reagentes para a purificagdo (Mukherjee, 1996).

Percot e colaboradores, adicionam NaCl a cascas e deixam-nas a secar durante 2-3
dias, procedendo de seguida a uma lavagem e posterior liofilizagdo (Percot et al.,

2003). A primeira vista o processo de secagem ao sol parece ser uma forma de
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poupar energia, necessitando-se contudo de uma area elevada de exposi¢céo solar
para quantidades elevadas de casca. No entanto, no seguimento do processo as
cascas sdo novamente lavadas e secas pelo que se presume que a secagem ao sol
podera influenciar as caracteristicas finais do biopolimero, nomeadamente a
coloragéo.

Tolaimate e colaboradores, afirmam que as cascas secas podem ser armazenadas
por tempo indeterminado (Tolaimate et al., 2003).

Youn e colaboradores, provaram que a irradiagdo ultra violeta em particulas de
quitosano promove a descoloracdo, dispensando etapas de branqueamento e
consequentemente obtendo-se pesos moleculares mais elevados devido a
despolimerizagado que tais tecnicas provocam (Youn et al., 2007). Assim, abre-se
uma possibilidade de investigar um método de branqueamento com uso de luz solar,
naturalmente rica em UV, mas numa fase mais precoce do processo e sem 0
recurso a lavagem, com a introdugdo de uma fase liquida, tal como foi realizado
pelos autores anteriores, sem que tenham integrado qualquer resultado pratico
desse pré-tratamento nos processos existentes.

De qualquer forma, e atendendo aos volumes de casca em jogo para uma unidade
de producéo industrial, o uso de uma estufa de secagem do tipo de pratos e o
recurso a temperaturas entre os 60-80°C parece ser um método eficaz para esta

etapa.

* Moagem

O objectivo desta etapa é reduzir a casca a po6, sendo tal vantajoso por diversas
razdes. A primeira relaciona-se com o facto de a casca inteira necessitar de volumes
de armazenagem elevados. Outra é a tentativa de melhorar aspectos difusionais
relacionados com as reacgdes de purificacdo seguintes. A moagem é feita com
recurso a moinho de laminas uma vez que se trata de um material fibroso. Percot e
colaboradores reduziram o didmetro de particula da casca a 80um; embora os
autores néo relacionem este facto com os resultados obtidos, €, como ja foi referido,
de prever que um menor didmetro de particula tenha influéncia nos aspectos
difusionais nas reacc¢des de extracgdo. Este tamanho de particula foi obtido por crio-
moagem sob azoto liquido, evitando-se a degradacio do polimero (Percot et al.,
2003).
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* Desmineralizagao

Esta parte do processo visa a remoc¢do da parte mineral presente na casca.
Genericamente esta etapa € normalmente efectuada com recurso a acidos como
HCI, HNO3, H2S0O3, CH3COOH e HCOOH, sendo o HCI o acido mais comum, com
concentragdes entre 0,275 e 2M, com tempos que variam de 15min a 48h, a
temperaturas ambiente ou mais baixas, tabela 1.5. No entanto, as condi¢des mais
severas devem ser evitadas pois provocam forte despolimerizagao das moléculas de
quitina. Alguns grupos demonstraram que este passo tem um impacto determinante
no peso molecular tendo verificado que a viscosidade do quitosano baixa com o
aumento do tempo de exposi¢cao do polimero a HCI, bem como com o aumento da
concentragdo de HCI (Madhavan et al., 1974 ; Moorjani et al., 1975).

Em alternativa, e de modo a evitar esta quebra de peso molecular do polimero foi
sugerido por Roberts e colaboradores a utilizacdo de acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), que torna o processo mais brando mas menos eficiente. (Roberts et al.,
1997)

2HCI (I) + CaCO; (s) > CO; (g) + CaCly(l) + H.0(1)

Esquema 1 - Reacc¢édo de descalcificagao com acido cloridrico

Tabela 1.5 — Resumo das condi¢des utilizadas no processo de

desmineralizagao de casca de camarao por outros autores.

Numero )
Concentracado Tempo Racio
Autor Reagente ) de Temperatura
(M) (min) g/mL
etapas
Varios 15- 1/10- )
HCI 0,25-2,0 1-3 ambiente
autores 300 1/40
Roberts, 1997 EDTA 1,0 30 1 115 ambiente

A eficiéncia do processo é facilmente avaliada através de métodos sensiveis como
absorgao atomica, que identifica a presengca de mineriais com rigor até partes por
milhdo e por espectrometria atdbmica por emissao de plasma, ICP, que o permite

fazer até partes por bilido.
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* Desproteinizagcao

O objectivo desta etapa é remover a fracgéo proteica da casca, sendo necessario a

destruicao de fortes ligagbes covalentes entre a quitina e as proteinas. Esta
separacgao realiza-se com alguma dificuldade. Quando estdo em causa aplicagdes
biomédicas, a remocdo completa das proteinas € essencial, pois certos
componentes destas s&o os principais responsaveis pela existéncia de tantos casos
de alergias respeitantes a marisco na populagéo humana' (Khor, 2001). Para tal
habitualmente usam-se tratamentos alcalinos embora outros tenham sido
publicados. Tipicamente a casca é tratada com solucées aquosas de NaOH 1M
durante 1-72h e a temperaturas que variam dos 65 aos 100°C, tabela 1.6. Outro
meétodo alternativo e interessante, envolve a degradagdo enzimatica de proteinas;
no entanto o nivel residual de proteinas, cerca de 1 a 7%, ndo é satisfatério e o
tempo de reaccao é superior quando comparado ao método quimico (Bustos, 1994).
Deste modo a eficiéncia da desproteinizacdo enzimatica exclui a possibilidade do

uso industrial (Percot et al., 2003).

Tabela 1.6 - Resumo das condi¢gdes usadas no processo de desproteinizagao

da casca de camarao por outros autores.

Concentracdo Tempo Razdao Temperatura

Autor Reagente )
(M) (min)  (g/mL) (°C)
Varios 110 -
NaOH 0,3-5,0 60-360 65-100
autores 1/20
No et al, )
NaOH 0,75 30 1/10 121°C/15psi
2003
Shahidi et
KOH 1% 120 1/20 90
al., 1991

No e colaboradores, experimentaram obter quitosano directamente apds a
desmineralizagdo, uma vez que o reagente usado na desacetilagdo, o hidréxido de
sodio, é usualmente o mesmo, mas consideravelmente mais concentrado, sendo a
temperatura semelhante ou superior (No et al., 2003). Os resultados obtidos

indicaram que a pureza no que toca a presenca de proteinas € idéntica. A
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! Para mais informacgao relativa a este assunto consultar: Wild & Lehrer, 2005; Marinho et al., 2005;
Lehrer, Ayuoso & Reese, 2003

justificagdo para esta experiéncia relaciona-se com a omissao de um passo de
purificacdo e consequente diminuigdo de tempo e custos. Por outro lado, a carga do
reactor com o material proteico encarece a reac¢ado de desacetilagdo, uma vez que
para um racio de solido/reagente de 1 g para 10mL de solugéo é gasto mais 50%
em reagente devido ao peso do material proteico, sem ter em conta o efeito que

esse material dissolvido podera ter na extensédo da reac¢do de desacetilagio.

* Descoloragao

Na produgdo de quitina, a desmineralizacdo e desproteinizacdo poderdo ndo ser
suficientes para obter um produto branco, pelo que para a remocgao dos pigmentos
restantes € necessario uma etapa de descoloragdo. A coloragdo da quitina é
provocada pela presenca de pigmentos de carotendides denominados por

astaxantina (No et al., 1989).
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Figura 1.6 - Molécula do Carotendide Astaxantina

A remogao destes pigmentos é feita por oxidacdo das ligagdes duplas carbono-
carbono presentes na molécula (Henry et al., 2000). Tém sido propostos varios
meétodos para a remocéo deste pigmento, apresentando todos como consequéncia a
diminuicdo de peso molécular devido a destruicdo das ligagdes glicosidicas. Tém
sido usados solventes, como etanol ou acetona em operacgdes de extracgcdo, ou o
branqueamento ser obtido usando KMnO,4, NaOCI ou H,0,. A astaxantina, pode ser

aproveitada para a industria alimentar no caso de ser adoptada a extrac¢do por
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solvente (Campana-Filho, 2007). Na tabela seguinte sao apresentados os principais

meétodos de descoloracao referidos na literatura.

Tabela 1.7 - Métodos de descoloragao (adaptado de Youn et al., 2006)

Solvente Autor
Etanol e Eter Hackman, 1954
Hipoclorito de Sédio  Blumberg et al., 1951
No et al., 2003
Acetona Absoluta Kamasastn ef al., 1961
Mima ef al,1983

Cloroformio Anderson et al, 1978
Péroxido de Brine ef al., 1981
Hidrogénio Moorjani et al., 1975

Acetato de Etilo Brzeski, 1982

Alternativamente, foi primeiramente proposto por Sionkowska, a remogdo destes
pigmentos recorrendo a luz solar, sendo a despigmentac&o provocada pela radiagédo
UV propria da luz solar (Sionkowska et al., 2006). Nadarajah e colaboradores,
demonstraram que os agentes de branqueamento reduzem de forma significativa a
viscosidade do quitosano (Nadarajah et al., 2006). Youn e colaboradores,
publicaram um estudo que explica que a descoloragdo por luz UV se deve a
destruicdo, por oxidacdo das duplas ligagbes presentes na astaxantina, sendo um
mecanismo semelhante ao que ocorre com solventes branqueadores a base de
cloro (Youn et al., 2007).

Em termos comparativos a viscosidade do quitosano, que é indicador do peso
molécular, descolorado por UV durante 5 min apresenta o valor de 1288 mPa.s
enquanto que quitosano tratado com 10% de hipoclorito de sédio durante 5 min

apresenta 34 mPa.s. (Youn et al., 2008).

* Desacetilagao

O objectivo desta etapa é obter quitosano através da reacg¢do de desacetilagédo

também denominada por hidrélise alcalina da quitina em que, como referido
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anteriormente, a definichdo de quitosano estd relacionada com o grau de
desacetilacdo, isto é a quantidade de grupos acetilo ainda presentes na ligagdo com
0 grupo azoto do carbono na posi¢do 1. O principal objectivo desta modificagado da
molécula de quitina € aumentar a solubilidade da mesma.

Esta reaccdo visa a remocdo do grupo acetilo substituindo-o por um atomo de
hidrogénio, sendo tal feito pela utilizacdo de uma base forte. Broussignac em 1968
propbs a primeira reac¢ado de desacetilagdo, em meio quase anidro, com o uso de
KOH (50% p/p), etanol 96% (25% p/p) e monoetileno glicol (25% p/p) a 90°C, e com
uma razdo de 1mg de quitina para 60mL de solvente. Alternativamente Kurita e
colaboradores, propuseram que a reaccao fosse feita em meio aquoso, apenas com
recurso a NaOH 50% (p/v), com temperaturas acima dos 80°C, em atmosfera de
azoto e com racios semelhantes (Kurita et al., 1993).

Na producdo de quitosano esta é habitualmente considerada a etapa chave, uma
vez que através do controlo de parametros como racio, temperatura, tempo, numero
de etapas e ainda concentracao de base é possivel influénciar caracteristicas como
o peso molécular, grau de desacetilagédo e polidispersao e assim obter um quitosano
com as caracteristicas desejadas para determinada aplicacéo.

Deste modo, muitos estudos tém sido feitos de forma a optimizar esta ultima

reacgao, mas todos sdo meras adaptacdes ou optimizacdes dos seguintes estudos:

Tabela 1.8 - Resumo das condi¢gdes usadas no processo de desacetilagao por

outros autores;

Autor Reagente Concentracao Razdo  Temperatura

(M) (g/mL) (°C)

KOH 50%(p/p)
Broussignac, 1968  EtOH 25%(p/p)

. . i - 1/60 90°C
a-quitina Monoetilienoglicol
25%(p/p)
Kurita, 1993
N NaOH 12,5 - >80°C
a-quitina
Kurita, 1993
N NaOH 12,5 - >80°C
B-quitina

A quitina proveniente de lulas (Loligo Vulgaris), quando comparada com a a-quitina,

€ mais susceptivel a reacgcdo de desacetilagdo devido as ja referenciadas fracas
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ligacdes intermoléculares. O quitosano obtido a partir de B-quitina tem a tendéncia
em se apresentar com uma leve tonalidade acastanhada, em situagdes similares ao
obtido pela a-quitina, que por sua vez é obtido sem o produto final apresentar essa
cor. Para contrariar este facto, deveréo ser utilizadas condigdbes menos agressivas
de desacetilacdo quando se trabalhar com a B-quitina, como uma temperatura de

desacetilacdo mais baixa, por exemplo de 80°C (Kurita, 2006; Kurita et al., 1993).

Na Figura 1.7 é possivel observar a influéncia da etapa de desacetilagdo para os
dois principiais tipos de quitina. Estudos referentes ao processo de desacetilagao
dos dois tipos de quitina tém sido referidos por diversos autores, sendo dado como

exemplo os realizados por Lamarque e colaboradores (2004a, 2004b e 2005).
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Figura 1.7 - Desacetilagdo de a-quitina e B-quitina com NaOH a 30% (p/v) a

100°C ( adaptado de Kurita, 2001).

A rede cristalina foi um pardmetro chave na compreensao da diferente reactividade
quimica observada para os dois tipos de quitina durante uma primeira desacetilagao
heterogénea (Lamarque et al., 2004a). De igual modo, é também salientado que foi
gracas a separagao sistematica entre materiais sollveis e insollveis em agua (em
pH 8.5) de cada desacetilagdo, recolhidos depois da neutralizagdo do meio
reaccional, que se conseguiu determinar que a desacetilagdo heterogénea da quitina
conduz a uma importante composicao e a heterogeneidades estruturais. A estrutura
e a microestrutura dos materiais sollveis e insoluveis em agua (em pH 8.5) dos dois

tipos de quitina foram estudados com o recurso a difraccdo de raios X e a
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espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (H'RMN). Relativamente as
frac¢des insoluveis de a-quitina, foi demonstrado que as regides amorfas foram
primeiramente desacetiladas relativamente a rede cristalina, a qual ficou
aparentemente preservada. Este mecanismo leva ao bloqueio de copolimeros de
unidades N-acetilglucosamina e N-glucosamina. Apos o colapso da rede cristalina
da a-quitina devido a accdo da solugcdo alcalina, a desacetilacdo ocorre

homogeneamente por toda a amostra. Por outro lado, como ja foi referido, gracas as

suas ligacbes mais fracas e estrutura penetravel, as fracgdes de B-quitina nao
solluveis em agua tornam-se totalmente amorfas pouco tempo depois do inicio da
reacgdo. Esta situagdo resulta num mecanismo simples para a formagdo de
copolimeros aleatorios de wunidades N-acetilglucosamina e N-glucosamina
(Lamarque et al., 2004a, 2004b).

De facto existem diversas adaptacbes dos métodos anteriormente descritos, o que
torna dificil a seleccdo de um determinado método 6ptimo para a execucado desta
etapa. Da mesma forma torna-se complicado comparar resultados de grau de
desacetilacdo ou peso molécular obtidos experimentalmente com os que séo
apresentados na literatura uma vez que existem diversos factores que influénciam
as caracteristicas finais do quitosano. A titulo de exemplo a sazonabilidade da casca

q € o suficiente para influénciar os referidos resultados (Rodde et al., 2008)
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1.2. Procedimento Experimental

A casca de camarao da espécie pandalus borealis € a matéria prima em estudo no
presente trabalho. Esta casca tem proveniéncia do mar do norte e foi pescada em
aguas consideradas limpas do ponto de vista industrial. A empresa Pré Pesca,
Peniche dedica-se a comercializagdo de produtos do mar, nomeadamente miolo de
camardo, sendo o camardo descascado e congelado. A casca, habitualmente
descartada, foi congelada para seu aproveitamento.

Deste modo, a casca em questado é expedida congelada em caixas de esferovite, em
carro refrigerado, chegando a empresa Ceramed em 6ptimo estado de conservagao.
Parte desta casca recebida foi alvo dos estudos do presente trabalho. Como foi
referido na literatura o método de extracgédo de quitina e quitosano esta amplamente
estudado. Desse modo e com base nos estudos feitos anteriormente, pensou-se em
desenvolver um método simples e econdmico, que fosse possivel executar a escala
industrial e que fosse simultaneamente flexivel no que toca as duas principais
caracteristicas do polimero quitosano a obter, o grau de desacetilacdo e o peso

molécular.

1.2.1 Extraccdo de Quitina e Producdo de Quitosano

* Pré-tratamento

Considera-se que o bom acondicionamento inicial da casca faz diferenca no seu
tempo de validade. E ainda mais econdmico armazenar a casca seca e moida, do
que inteira e congelada, devido ao consumo de energia e espago necessario para
arcas frigorificas.

Assim, a casca recebida foi imediatamente descongelada e lavada com agua
qguente, seguindo-se uma etapa de secagem durante 24h. Ao fim de seca, as
cabecas foram separadas do resto do corpo, nao sendo aproveitadas para o resto
do trabalho. A raz&o para tal € que no presente estudo pretende-se trabalhar com a
casca o0 mais pura possivel e a cabec¢a do camar&o possui grandes quantidades de
miolo, fracgdo donde nao é possivel extrair quitina. A casca seca foi entao triturada e
moida, com um moinho de laminas Reutsch SM1000, sendo seleccionada para
processamento a fraccdo de casca com diametro de particula entre 250um e
1000um.
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* Desmineralizagao

Esta etapa é de vital importancia para a qualidade final do produto, pois é a
oportunidade de remover a maior parte dos minerais presentes na casca. No
entanto, o contacto prolongado da casca com o acido usado limita o peso molécular
final. Tal facto ndo tem forcosamente que ser um obstaculo mas algo que pode ser
vantajoso para determinar as caracteristicas finais do produto em termos de peso
molécular. As condigdes iniciais foram escolhidas com base no trabalho de Percot.
(Percot et al., 2003).

Tabela 1.9 — Afericao das condigdes experimentais do processo desmineralizagao

Condicdes
Autor Amostra Concentracdo Razdo Temperatura Tempo Etapas
de HCI (M) (°C) (min)
Percot et al. 1 0,25 1/40 25 20 1
No et al. 2 1,0 1/20 25 20 1
Este 3 1,0 1/40 25 20 1

trabalho

Tabela 1.10 - Condigdes experimentais do processo de desmineralizagao

Amostra Condicdes

Concentracdo Razdo Temperatura Tempo Etapas

de HCI (M)  (g/mL) (°C) (min)

A 1,0 1/40 25 20 1
B 1,0 1/40 25 60 1
C 1,0 1/40 25 120 1
D 1,0 1/40 25 240 1
E 1,0 1/40 25 1440 1

No final de cada desmineralizagcdo, cada amostra foi cuidadosamente filtrada,

neutralizada com agua destilada e seca a 40°C até peso constante.

* Estudo Cinético da Desmineralizagao
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O estudo cinético da reaccdo de desmineralizagdo consistiu na determinacdo da
constante cinética, da ordem da reac¢do e da energia de activagédo, para o que
foram realizados 0s ensaios que a seguir sdo descritos.

A casca seca e moida foi seleccionada com peneiros a fim de separar a fracgdo com
didmetro de particula entre os 250 e os 300 ym. Foram colocados 0,1g de casca de
camardo em tubos de ensaio e estes num banho a temperatura da experiéncia, a
qual variou entre 5°C e 30°C. De seguida adicionou-se a cada um 4mL de HCI 1,0M,
a temperatura em estudo e prefazendo a razdo de 40 mL/g. Foi utitilizada agitagdo
magnética com uma velocidade de 1100 rpm, uma vez tratar-se de uma reacgao
heterogénea, envolvendo uma fase soélida, a casca, uma fase liquida, o solvente
aquoso de HCI, e uma fase gasosa, diéxido de carbono que se liberta durante a
reacgao. Ao fim de um determinado tempo juntou-se 5 mL de NaOH 1,0 M a fim de
parar a reaccao. De seguida os tubos foram centrifugados para promover a
separacgao dos solventes da casca. A casca desmineralizada obtida em cada tempo
foi seca e a determinagédo do calcio nela contida foi realizada por espectrometria
atomica de emisséo por plasma, ICP-AES (num aparelho de marca Jobyn — Yvon,
modelo Ultima), apds digestdo de cada amostra. A digestdo consistiu na destruicao
de toda a matéria organica com HCI a ebulicdo, em vaso fechado sob pressao,

durante 4 horas.
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Tabela 1.11 - Condigdes experimentais do processo de determinagao da

constante cinética de desmineralizagao, Amostras X,i (X=F,G,H,l,J,K, i=5,22,30)

Amostra Condi¢cdes

Concentracdo Razao Temperatura Tempo Etapas

de HCI (M)  (g/mL) (°C) (s)
Fi 1,0 1/40 5,22, 30 20 1
G,i 1,0 1/40 5,22, 30 40 1
H,i 1,0 1/40 5,22, 30 60 1
L 1,0 1/40 5,22, 30 120 1
Ji 1,0 1/40 5,22, 30 180 1
K,i 1,0 1/40 5,22, 30 300 1

* Desproteinizagdo

No seguimento do trabalho efectuado por outros autores, a mesma desproteinizagao

foi efectuada em todas as amostiras. Nesta etapa apenas se pretende remover um

valor consideravel de proteinas possivel, uma vez que na reacgao de desacetilacéo
existe a possibilidade de remocao total. O efeito do reagente e da concentragcédo
utilizados ndo é considerado dramatico para a qualidade final do produto, em
comparagao com o processo de desmineralizagao (Percot, 2003)

Amostras provenientes dos processos A, B, C, D e E foram todas desproteinizadas
nas mesmas condi¢des, numa Unica etapa, a 70 °C, durante 120 minutos, utilizando
NaOH 1,0M e uma razéo 1/15 (g/mL).

No final de cada desproteinizacdo, cada amostra foi cuidadosamente filtrada,

neutralizada com agua destilada e seca a 40°C até peso constante.

* Desacetilagao

A desacetilagdo da quitina tem um forte efeito em duas das principais caracteristicas
do produto final, sendo uma o grau de desacetilagdo e outra o peso molécular.
Habitualmente, na literatura sdo referidos estudos que visam estudar o efeito da
desacetilacdo nas duas caracteristicas indicadas, sendo que se procuram métodos
para obter diferentes graus de desacetilagdo para diferentes pesos moléculares.

Teoricamente é sabido que o mesmo processo de desacetilacdo empregue em
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amostras diferentes de quitina resulta em graus de desacetilagdo semelhantes e
perdas de peso molécular da mesma ordem de grandeza. Em consequéncia, foi
aplicado o mesmo processo de desacetilagdo em todas as amostras, esperando-se
desta forma que seja a desmineralizag&o a principal responsavel pela perda de peso
molécular, e a desacetilagdo a principal responsavel pelo aumento do grau de
desacetilacao.

Amostras provenientes de quitina provenientes dos processos A, B, C, D e E foram
todas desacetiladas nas mesmas condi¢gdes, numa unica etapa, a 100 °C, durante
180 minutos, utilizando NaOH 12,5M e uma razao 1/15 (g/mL).

No final de cada desacetilada, cada amostra foi cuidadosamente filtrada,

neutralizada com agua destilada e seca a 40°C até peso constante.

1.2.2. Caracterizacdo dos Polimeros

Segundo Lamarque et al. (2004), as propriedades destes polimeros dependem
fortemente do grau de desacetilagdo e do seu peso molécular médio, estando
directamente relacionados com o comportamento fisico-quimico e a sua actividade
biologica. Assim, é pertinente uma analise aos valores destas grandezas obtidos
para os polimeros sintetizados, com o intuito de prever o seu comportamento
aquando da sua aplicagdo. Para a determinacdo do DD foi utilizada a técnica de
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, FTIR, e para a
determinagdo dos pesos moléculares médios e da polidispersdo foi utilizada a

técnica de cromatografia de exclusdo molécular, SEC.

* FTIR

O espectro vibracional de uma molécula é considerado uma propriedade fisica Unica
e caracteristica dessa molécula. O espectro de infravermelho pode ser usado como
uma caracteristica de identificacdo fazendo-se a comparacao do espectro conhecido
com outros de referéncia. Na auséncia de uma referéncia utilizavel na identificagao é
possivel realizar uma interpretacdo basica do espectro, levando a caracterizagao e a

possivel identificagdo da amostra desconhecida (Coates, 2000).
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Actualmente o método para a determinacdo do DD mais discutido e abordado em
publicacbes é a espectroscopia de infravermelho, baseada na quantificagdo da
banda da amida I no espectro da quitina e quitosano (Khor, 2001; Rinaudo, 2006).

Um espectro de IR tipico de uma amostra de quitina/quitosano encontra-se

representado na Figura 1.8.

Transmittance(%)
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Figura 1.8 - Espectro de infravermelho tipico de quitina/quitosano (Khor, 2001)

Este espectro evidencia bandas de absorgéo caracteristicas deste tipo de polimeros,
tais como: 1655 cm™ — amida |; 1630 cm™ — amida I; 1560 cm™ — amida II; 3450
cm™ — grupo hidréxilo; 2878 cm™ — ligagédo C-H; 1160 cm™ — banda de oxigénio;
1070 cm™ — ligagdo C-O; 1030 cm™ — ligagdo C-O; 897 cm™ — ligagdo C-O. Estas
bandas de absor¢c&o permitem a determinagdo do conteudo em grupos N-acetilo,
fazendo-se a razdo entre as areas de uma destas e outra banda de referéncia
interna. A escolha da banda de amida é feita duma das trés referidas e é utilizada
em conjunto com uma banda de absor¢do interna como a do grupo hidroxilo a 3450
cm™, a ligagdo C-H a 2878 cm™, a banda de oxigénio a 1160 cm™ e as bandas das
ligagdes C-O a 1070, 1030 e a 897 cm™ (Khor, 2001; Rinaudo, 2006).

Quando se esta a determinar o DD para polimeros com previsivel alto grau de
desacetilacdo, Domard & Rinaudo (1983) sugerem a utilizagdo da banda de
absorgdo da amida a 1655 cm-1 (amida la). Esta escolha deve-se ao facto de para
um baixo grau de acetilagdo, predominar a banda de -NH2 (1590 cm-1) o que faz
com que a banda da amida Il fiqgue mascarada, sendo dificil a sua utilizacdo para o
fim desejado (Domard et al.,1983).

Segundo Khor (2001) a banda do grupo hidroxilo a 3450 cm-1 é bastante visivel e

facil de utilizar, sendo por isso a mais utilizada para determinar o DD. A banda de
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absorgao a 2878 cm-1 é dependente do DD que origina vibragdes na ligagao C-H, o
que faz com que seja necessario proceder a uma posterior calibragdo. A razao
A1655/A3450, é até a data, a mais utilizada para a determinagéo da percentagem de
N-acetilagdo. A principal reserva a utilizacdo deste racio deve-se a escolha da linha
de base para a banda de absor¢do da amida | (Figura 1.8). Para um polimero
totalmente desacetilado, esta linha de base A da origem a um DD entre 95-97%, o
que nao é esperado pois a banda da amida | deveria estar ausente (Domard, 1987).
Contudo, para amostras com DD menor que 80%, o DD calculado € semelhante ao
obtido com outros métodos, demonstrando a utilidade desta razédo para este tipo de
amostras (Khor, 2001; Rinaudo, 2006).

A analise da Figura 1.8 permite observar que pode ser utilizada outra linha de base
B, com o objectivo de se obterem resultados mais precisos para amostras com um
DD maior que 90%, conservando-se as vantagens da utilizagdo do método da razéo
Ases5/As450. A0 usar esta linha de base a equacgao para o calculo do DD é a equacéao
1.1:

DD = 100 — DA = 100 — | (£22) x115] Equag&o 1.1

Az450

e Procedimento FTIR:

Colocaram-se as amostras de quitosano (CS) em tubos eppendorf tapados, com
parafiime furado, numa pistola de secagem a vacuo, com pentéxido de fésforo,
durante 48h, a fim de obter uma completa remogéo da agua adsorvida, a qual teria
como consequéncia a quantificagdo da banda do grupo hidréxilo do polimero com
erro.

Os espectros de FTIR foram obtidos num espectrofotdmetro da marca B/IO-RAD FT-
IR, modelo Spectrometer FTS 155, a partir de pastilhas de KBr, para as quais foram
pesados 0.1000g de KBr e 0.0010g de polimero a caracterizar., Para cada amostra
foram obtidos cinco espectros entre 4000 e 400cm™, tendo sido realizados 60

varrimentos com uma resolucédo de 4 cm™
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« SEC

Outra importante caracteristica da quitina e do quitosano a ter em conta é o seu
peso molécular médio. A cromatografia de exclusdo molécular permite determinar
ambas as médias de peso molécular, em peso e em numero, respectivamente Mw e
Mn, bem como a distribuicdo de peso molécular, MWD, e a polidispersédo, PD =
Mw/Mn, uma medida do grau de homogeneidade do polimero relativamente ao
tamanho das cadeias que o constituem, Uma das principais dificuldades na
determinacdo destes parametros esta relacionada com a solubilidade das amostras
e a nao dissociacdo de agregados, usualmente presentes em solugdes onde
intervém polissacarideos (Rinaudo, 2006; Philippova et al., 2001; Kurita, 2001).

Uma das razodes para a dificuldade da determinagao do peso molécular da quitina na
sua forma nao refinada, é a sua associacdo com as proteinas e outras substancias,
sO sendo possivel a sua obtengcdo depois de esta sofrer tratamento de
desproteinizagao. O peso molécular da quitina isolada pode ser obtido de uma forma
mais simples por viscosimetria capilar, devido as dificuldades de solubilizagdo, mas
apenas uma das médias. Essa determinagdo é realizada através da equacéo de
Mark-Houwink-Sakurada, que relaciona a viscosidade intrinseca, [n], com o peso
molécular médio viscosimétrico (peso molécular médio mais proximo do valor em
numero ou em peso, dependendo do método absoluto através do qual foram obtidos
0s pesos moléculares que permitiram a determinagdo das constantes de Mark-
Houwink, K e a, validas apenas para um par polimero/solvente a uma determinada
temperatura (Equagao 1.2), Geralmente utiliza-se como solvente DMACc/LICI.
Segundo Kurita (2001), pode ser também ser utilizado como solvente, metanol

saturado com cloreto de calcio di-hidratado.

[n]=KM? (Equagido 1.2)

Como se sabe, o quitosano é solluvel em solugcbes acidas, sendo os seus pesos
moléculares médios e a polidispersao obtidos pelas mesmas técnicas referidas para
a quitina. Neste sentido, tém sido propostas varias equagdes de Mark-Houwink-
Sakurada para solugdes aquosas de acido acético, acido acético/acetato de sédio e
de acido lactico.

Quanto a escolha de solvente para a caracterizacdo do quitosano relativamente aos

varios métodos propostos, € sempre utilizada uma solugéo acida para a protonacgao,
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em conjunto com um sal com o intuito aumentar a forga iénica do meio, promovendo
uma maior solvatagao das cadeias, com a consequente diminui¢do da formacao de

pontes de hidrogénio e de formagao de microgéis..

Um dos primeiros solventes propostos foi uma solugdo de acido acético 0,1M com
NaCl 0,2M, tendo sido demonstrado que a sua utilizacdo ainda permitia a formacéao
de agregados, sendo os pesos moléculares obtidos por excesso. Com o objectivo de
minimizar este problema, foi proposto como solvente uma solugdo de AcOH 0,3M
com acetato de sddio 0,2M, nao tendo sido encontrado para este qualquer formacgao
de agregados (Rinaudo et al., 1993). Este assunto tem sido amplamente estudado e
referido na literatura, sendo possivel encontrar bastante informacdo relativa a
diferentes tipos de solventes e aos resultados obtidos aquando da sua utilizagao
(e.g. Rinaudo, 2006).

*  Procedimento SEC:

Os pesos moléculares médios e correspondentes distribuicbes foram determinados
através de cromatografia liquida de exclusdo molécular.

A analise foi realizada num equipamento modular de marca Waters com bomba
modelo 510, injector Rheodyne, foi utilizada uma coluna linear Waters Hydrogel e
um detector de indice de refraccdo diferencial modelo 2410. Utilizou-se como
solvente cromatografico acido acético 0,3 M com acetato de sodio 0,2 M, a
temperatura de 30°C. As solugbes foram filtradas utilizando filtros de membrana de
porosidade 0.45um. Foram injectadas amostras de polimero com a concentragao de
0.1% (p/v) e um volume de 100pL. Os pesos moléculares foram determinados
através de uma curva de calibragdo obtida com padrbes de Pullulan. Ao longo de
todo o trabalho os pesos moléculares médios indicados serdo sempre valores de
Mw.
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1.3. Resultados e Discussao

1.3.1 Estudo da reaccdo de desmineralizacdo

Relativamente as trés condi¢des ensaiadas (indicadas na Tabela 1.9), em cada uma
das amostras avaliou-se a evolugdo do pH ao longo do tempo de reacgéo,, sendo os

resultados obtidos apresentados na figura seguinte:

Evolugao do pH ao longo da desmineralizacao

“‘,tttttttttt

* HCL 0,25M, 1/40 (g/mL)
3], = HCl 1,0 M, 1/20 (g/mL)
HCl 1,0 M, 1/40 (g/mL)

AR AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT AT A Y A A T A A R AR AR A LA
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Tempo (min)

Figura 1.9 - Avaliagao da evolugédo do valor de pH ao longo da reac¢ao de

desmineralizagao

Da evolugédo do valor de pH durante a desmineralizagdo, registado na figura 1.9,
verifica-se que o valor de pH para amostra 1 sobe muito rapidamente para valores
acima de 2. Tal como foi indicado por Kjell M. Varum e Olav Smidsrod em 2005, o
carbonato de calcio perde para metade a sua solubilidade para valores de pH
superiores a 2, pelo que é natural que a extensdo da reacgdo nao seja tdo elevada
qguanto para as outras amostras. Para além deste factor importante, verifica-se que a
razdo entre os ides cloro e calcio esta abaixo do estequeometricamente necessario
(Tabela 1.13). Esta hipotese foi verificada pela determinagédo da composigéao final de

calcio em cada uma as amostras por ICP (Tabela 1.12).
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Tabela 1.12 - Valores em percentagem da quantidade de calcio presente em cada amostra

Amostra Valor inicial de calcio Valor final de calcio
e (total minerais) (%) (%)
1 7.9
33,9
2 2,0
(40,2)
3 0,2

Tabela 1.13 - Valores de quantidade de i6es calcio e cloro presentes na reacgao de

desmineralizacao

Cloro (mol) Célcio (mol) Razéo Cl/ Ca
Amostra 1 0,1 0,0845 1,05
Amostra 2 0,2 0,0845 21
Amostra 3 0,4 0,0845 4,2

Na tabela 1.12, verifica-se que o processo empregue na amostra 3 é mais eficaz na
remocao de calcio, apesar de menos econdmico pela maior quantidade de acido
utilizada. Na amostra 2, o pH mantém-se baixo, mas a quantidade de cloro presente
em solucdo, apesar de superior em relacdo a quantidade de calcio presente na
casca, ndo é adequado para que a reacgao seja suficientemente eficaz (Tabela
1.13). Este facto deve-se a que a constituigdo mineral da casca no valor de 40,2 %,
apresenta apenas 33,9 % de calcio, competindo desta forma, outros ides pelo iao
cloro. De referir, que considerando o esquema reaccional da desmineralizagao
indicado anteriormente (esquema 1, pagina 42 ), sdo necessarios dois ides de cloro,
para cada iao de calcio (CaCl2). Importa salientar que se trata de uma reacgao
heterogénea, pelo que limitagdes difusionais poderdo estar na origem de uma
desmineralizacdo deficiente. Desta forma optou-se por incrementar a razao
liquido/sdlido para 40 de forma a minimizar ao maximo as camadas limites junto das
particulas de casca. Em consequéncia, o processo 3 foi empregue para os restantes

estudos.
Em termos cinéticos a reacg¢ao de desmineralizacao feita nas condi¢gdes da amostra

3 (com largo excesso de acido e considerando que a sua concentragdo se mantem

aproximadamente constante), pode ser considerada elementar e de primeira ordem
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relativamente ao calcio e ordem zero relativamente ao acido. Desta forma a lei de

velocidade da reacg¢éo pode ser descrita como:

d[:ta]

= k[Ca] (Equacgao 1.3)

sendo k a constante cinética.

Como referido anteriormente, foi determinada, por ICP, a % de calcio restante na
casca ao longo da desmineralizacdo de forma permitir realizar um estudo cinético da
reaccdo a fim de determinar a constante cinética da reaccdo (k) e a sua
dependéncia da temperatura (T), através da determinagéo da energia de activagao
(Ea) e do factor pré exponencial da lei de Arrhenius (A, uma medida do nimero de
colisdes entre as moléculas reagentes), a qual se encontra seguir indicada (sendo R

a constante dos gases perfeitos):

Ea
k=Ae RT (Equagio 1.4)

A amostragem foi realizada de uma forma descontinua, sendo cada ponto das
curvas cinéticas o correspondente a uma reaccdo que foi parada ao fim de um
tempo previamente estipulado, através da adicdo de NaOH, de forma a neutralizar o
HCI ainda presente na reacgédo. A reacgao € heterégenea, envolvendo uma fase
so6lida, a casca, uma fase liquida, a solugéo de acido cloridrico e uma fase gasosa, o
CO2que se liberta. Desta forma a agitacéo utilizada foi elevada, tendo-se observado
que apesar da libertacdo de CO2 a casca ficava toda mergulhada no interior do
solvente ao fim de poucos segundos. A curva cinética para as diferentes
temperaturas encontram-se na figura 1.10. Da analise do referido gréfico,
verificamos que existe uma queda abrupta da % calcio na casca logo para os
primeiros segundos de reacgdo, ocorrendo posteriormente um decaimento mais
lento na velocidade da reaccdo de desmineralizagdo, realizada a 5°C. As
temperaturas superiores testadas a converséo é praticamente completa, sobretudo a
22°C em que o desaparecimento total do calcio é obtido ao fim de pouco mais de
100 segundos.. Dado n&o existirem na literatura curvas cinéticas relativas a
desmineralizacdo da casca de camarao, os presentes resultados foram comparados
com o trabalho de Castro-Cesena e colaboradores, referente a desmineralizagao do

o0sso com acido cloridrico. Os autores referem que a reacgéo ocorre a velocidades
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iniciais muito altas, devido a presencga de hidroxiapatite (Ca1o(PO4)s(OH)2) em maior
quantidade na superficie do osso. Posteriormente a velocidade diminui devido a
questdes difusionais no interior do osso, uma vez que se encontram moléculas de
hidroxiapatite no interior da tripla hélice do colagénio tipo Il (Castro-Cesefia et al.,
2011) .
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Figura 1.10 - Evolucao da % Calcio restante na casca em funcao do tempo, para as
temperaturas de 5°C, 22°C e 30°C

Tal como referido por Belamie e colaboradores, a casca de camardao possui
caracteristicas morfolégicas em tudo semelhantes ao osso humano, pelo que a
mesma interpretacdo podera ser considerada para a casca de camarido: que na
primeira etapa existe uma grande quantidade de carbonato de calcio a superficie da
casca e que esta pronto a reagir, e que o decaimento na velocidade da reacgao esta
relacionado com a presenca de particulas de carbonato de calcio no interior das
fibrilhas de quitina e por esse motivo mais inacessiveis, sendo esta etapa da
reacgao controlada pela difusdo e nao pela cinética (Belamie et al., 2004). Importa

ainda lembrar que o quitosano pretendido pela CERAMED é de grau médico, pelo
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que esta segunda etapa e o seu estudo se revelam determinantes para a obtengéo

de valores de % de calcio suficientemente baixos.

Para o estudo cinético foi apenas considerada a primeira etapa. A constante cinética

foi determinada pelo declive da recta que resulta da linearizagdo das % de calico

restantes na casca versus o tempo. Na figura 1.11 representam-se as rectas

resultantes da linearizacao referida e na tabela 1.14 encontram-se os valores das

constantes cinéticas determinadas e os correspondentes coeficientes de correlagao.
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Figura 1.11 — Representacao da linearizacao dos pontos iniciais da reaccao de desmineralizacao
as temperaturas de 5°C, 22°C e 30°C

Tabela 1.14 - Valores das constantes cinéticas determinadas para diferentes temperaturas

Temperatura (°C) k(s R?
5 0,619 0,924
22 0,928 0,969
30 1,572 0,841

Outros autores consideraram também a reaccdo de desmineralizagdo da quitina

como sendo de primeira ordem relativamente ao calcio (Chang et al., 1997). Os
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valores obtidos por estes autores para a constante cinética encontram-se entre
0,012 s-1 e 1,02 s-1. Estes valores sdo semelhantes aos obtidos para condi¢cdes
reaccionais que diferem unicamente na razado soélido/liquido, uma vez que estes
autores nunca usam valores acima de 15 g/mL. A linerizagcdo da lei de Arrhenius
traduzida pela equacgao 1.5), aplicada as constantes cinéticas determinadas permitiu

a determinagao da energia de activagao e do factor pré-exponencial.

Lnk=LnA - I%a% (Equacéo 1.5)

Na figura 1.12 encontra-se representada a linerizagdo que conduziu aos valores de:
Ea = 5821 cal/mol e A= 27447 s-
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0,00325 0,0033 0,00335 020034

345 0,0035 0,00355 0,0036 0,00365

Ln k

-0,2
0.4 - y = -2932,4x + 10,022

R?=0,9123 .
-0,6 |

(11T) (K)

Figura 1.12 - Representacao de Arrhenius para a reaccao de desmineralizacao

No trabalho de Chang nao foram apresentados valores para a energia de activagéo,
nao tendo sido encontrada na literatura qualquer referéncia a este valor. Foram, no
entanto, encontrados dois estudos cinéticos realizados com base em medi¢cdes de
pH ao longo do tempo e para outra espécie diferente da utilizada neste trabalho
(Percot et al., 2003; Choorit et al., 2008). Existem outros trabalhos sobre a

desmineralizagdo do osso, nos quais também a reaccgao foi considerada de primeira
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ordem em relagédo ao calcio (Figueiredo et al., 2011; Castro-Cesefa et al., 2011).
Assim, nao foi possivel obter informacéao que nos permitisse comparar o valor obtido

para a energia de activagao.

1.3.2 Grau de Desacetilacdo

Com base no seguinte espectro de FTIR (figura 1.13) para cada uma das amostras

determinaram-se os graus de desacetilagéo.
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Figura 1.13 - Espectros de FTIR das 5 amostras de quitosano

Como referido anteriomente, os graus de desacetilacdo sdo determinados pela
razao das areas da banda de absorgédo do grupo amina e da banda de absorgéao do

grupo hidroxilo, utilizando-se a equacédo 1.1, depois de tracadas as linhas de base.

Tabela 1.15 - Graus de desacetilacao para cada amostra de quitosano

Amostra Grau de Desacetilacao
A 83,00%
B 85,26%
C 84,37%
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D 83,38%
E 77,43%

Atendendo a que este método de extraccdo da quitina nunca foi proposto
anteriormente, torna-se complicado comparar estes valores experimentais com os
existentes na literatura, devido a diversos factores, como a fonte de quitina ou o
método de extraccdo da mesma. No entanto existem algumas publicagdes que
apoiam os valores de grau de desacetilagdo para a a-quitina (Chen and Tsaih, 1998
e 2003). Estes trabalhos indicam que com apenas uma reacgdo de 3h e a
temperatura de 100°C, é possivel obter um grau de desacetilagdo acima dos 75%,

valor tipico de quitosano de grau comercial.

_ DD, - DD,
!

R, (Equacao 1.6)

Utilizando a equac&o 1.6, determinada pelos mesmo autores, para o calculo da
razdo de desacetilacdo da reacgéao realizada, sendo, Rop a razdo de desacetilagao,
DD, o valor do grau de desacetilgdo a um determinado tempo t, e DDo o valor inicial
do grau de desacetilacdo, obtém-se um valor para a raz&o de desacetilacdo de 26,

valor préximo do obtido pelos referidos autores (Tsaih et al., 2002).

Chen e colaboradores em 1998, referem que utilizam uma simples desacetilagao
com NaOH 50% durante 2h a temperatura de 100 °C, para obter amostras de
quitosano com 70% de grau de desacetilagdo (Chen et al., 1998). E de salientar que
a desacetilagdo a 100°C durante 3h para todas as amostras permitiu que estas
apresentassem valores de desacetilacdo semelhantes e dentro das especificacbes
do grau comercial. Para obtencdo de um grau de desacetilagédo tipico de grau
meédico, seria necessario ou aplicar uma temperatura superior, por exemplo 120°C,

ou mais horas de reacgao, como é possivel verificar nos mesmos estudos.
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1.3.3 Peso Molecular e Polidispersao

Como referido, a técnica SEC permitiu determinar os pesos moleculares médios e o
grau de polidispersdo de cada uma das amostras obtidas. Na figura 1.14 séo
apresentados os cromatogramas das cinco amostras de quitosano, em estudo e na

tabela 1.16 encontram-se os respectivos valores de Mw e da polidispersao.

[Ru]

i
—_b-1.80_20 03-1ar-2010
— 0-1.2%h_06_09.Mar- 2010
—C w(f,:,, 2_09-War-2010
—£1.pg_32_00-Mer-2010
— cabipul - Sigral 1 e

l
'\\

RiSonal

Time

Figura 1.14 - Cromatogramas de SEC das 5 amostras de quitosano
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Tabela 1.16 - Valores de Peso Molecular Mw e Polidispersdao das amostras de quitosano

Amostra Peso Polidispersao

Molécular Mw

A 738 051 1,53
B 549 835 1,27
C 539 252 1,28
D 402 170 3,25
E 286 928 5,23

Tém sido realizados muitos estudos sobre o efeito da desacetilagdo no peso
molecular, tentando-se desenvolver processos que mantenham os valores de peso
molecular o mais elevado possivel e com graus de desacetilagdo igualmente
elevados (Percot et al., 2003). Para tal, sdo empregues métodos de extracgéo de
quitina que a mantenham o mais inalterada possivel, de modo a que seja a
desacetilacdo a controlar as referidas caracteristicas (Tolaimate et al., 2003). No
presente trabalho procurou-se que fosse a desmineralizagao a principal responsavel
pelo controlo do peso molecular, mesmo sabendo que a desacetilagao final seria
ainda um factor importante no peso molecular obtido. Optou-se assim por aplicar o
mesmo processo de desacetilagdo em todas amostras, admitindo-se que a perda de

peso molecular em percentagem seria semelhante para todas elas.
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Figura 1.15 — Relacao entre o tempo de desmineralizacao e os valores de peso molecular das

amostras de quitosano.
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tendo sido possivel obter 3 gamas diferentes (Tabela 1.16). Uma gama alta, a
amostra A, com peso molecular acima dos 700 000, uma gama média, amostras B,
C e D, com valores de Mw entre 400 - 600 000 e uma gama baixa, amostra E, com
peso molecular inferior a 300 000. Na figura 1.15, & possivel verificar que a perda de
peso molecular da quitina em contacto com o HCI, obedece a um decaimento
exponencial, verificando-se claramente um abrandamento na quebra das ligagbes
glicosidicas ao longo do tempo (Einbu et al., 2007). Este facto pode ser explicado
pelo consumo de ides de H+no decorrer da reacgéo, devido a protonacao da ligagao
glicosidica entre mondémeros e da ligacdo N-acetilo. Este consumo ao longo do
tempo reduz a velocidade da reac¢ao de despolimerizagdo. Importa referir que
existem divergéncias relativamente ao facto da despolimerizagdo ser ou nao
independente do peso molécular médio das cadeias. De uma consulta atenta da
literatura foi possivel verificar que os defensores da primeira hipdtese utilizaram
informacao de degradacgao de oligdmeros com pouco mais de 4 unidades repetitivas
(Graham et al., 1995) ao passo que os defensores da segunda hipotese utilizaram
dados experimentais relativos a cadeias longas (Chen et al., 1997).

A desmineralizagcéo para além de ter um forte impacto no peso molecular, tem forte
influéncia na polidispersdo do produto verificando-se que quanto maior o tempo de
contacto com o acido cloridrico maior a heterogeneidade do polimero em termos

extensao de cadeia, chegando este valor a atingir 5,2 para a amostra E (Fig. 1.16).

Polidispersao
w

O T T T
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Figura 1.16 - Relacao entre o tempo de desmineralizacdo e a polidispersao nas amostras de

Quitosano
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A polidispersdo € a medida que indica a disparidade de tamanhos de cadeia de uma
determinada amostra, sendo que valores entre 2 e 3 sdo considerados 6ptimos.
Abaixo destes valores considera-se que parte das cadeias moleculares (as de
menor tamanho) foram perdidas em alguma etapa do processo, por exemplo, por
dissolugdo em algum dos solventes (Kjell M. Varum and Olav Smidsrod, 2005).
Casale e Porter, referiram ainda que o valor de polidispersdo é dependente do
mecanismo de cissdo molecular, podendo este ser especifico ou aleatério. Para
valores entre 1 e 2 existe cissdo a meio da cadeia e para valores perto de 2, o

mecanismo de cissdo aleatéria é sobreposto ao especifico (Casale et al., 1978).

1.3.4. Coloracao

O processo de extraccdo e producdo de quitina e quitosano apresentado nao
contempla uma etapa de descoloragdo porque inicialmente esta etapa foi
considerada desnecessaria, uma vez que a desmineralizagdo € feita com acido
cloridrico, pensando-se que o cloro presente em solugdo pudesse realizar o
branqueamento necessario para a obtencdo de uma coloragéo ideal. No entanto, as
amostras A e B apresentam alguma coloragdo laranja/rosada e a amostra E
apresenta um tom amarelado mais intenso, consequéncia da desmineralizagdo mais
extensa (Fig. 1.17). As amostras C e D apresentam uma coloracdo semelhante ao
produto produzido pela empresa Cognis, considerado como referéncia em termos de
cor. Confirma-se desta forma que na etapa de desmineralizacdo se a casca estiver
em contacto com um largo excesso de cloro por periodos entre 2-4h é possivel
descolorar a casca de camardo. Para a descoloragdo das amostras A e B,
recomenda-se uma descoloracdo feita com solventes organicos, por exemplo,
acetona a temperatura de ebulicdo, evitando-se assim a perda de peso molecular
(Charoenvuttitham P., 2006).
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Figura 1.17 - Amostras de quitosano com diferentes tempos de desmineralizagao

1.3.5 Rendimento Global

Com os valores obtidos & possivel determinar uma composigdo experimental da
casca de camarao Pandalus borealis. Os valores obtidos, que se encontram na
tabela 1.17, ndo indicam a constituicdo real da casca, mas a capacidade que os

processos tém em média de extracgao de minerais, proteinas e quitina.

Tabela 1.17 - Composicao Experimental da Casca de Camarao Pandalus borealis

Constituinte %
Minerais + Pigmentos 61,5
Proteinas 247
Quitina 13,8

Total 100

E sabido da tabela 1.1 que a constituicdo mineral da casca é de 40,2%, no entanto o

rendimento da reaccido de desmineralizacdo é superior a este valor, indicando que
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nesta etapa sdo removidos outros constituintes da casca, sendo possivel que restos
de miolo ainda estejam presentes, ou que haja remog&o de lipidos ou pigmentos. E
ainda possivel que pequenas cadeias de quitina se tenham dissolvido no solvent
usado, justificando assim também os valores de polidispersao baixos obtidos para
os processos A, B e C, bem como um rendimento baixo de quitina, uma vez que
segundo Rodde e colaboradores é de esperar que a constituicdo em quitina da

casca esteja entre 17% e 20%, sendo este valor sazonal (Rodde et al., 2008).
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1.4 Conclusao

Este trabalho permitiu identificar um método de desmineralizagdo eficaz da casca de
camarao. Possibilitou ainda determinar como este processo influencia uma das
caracteristicas principais do produto final do quitosano, o peso molecular, bem como
a sua influéncia na polidispersao do produto.

Obtiveram-se 3 gamas distintas de produto, em termos de peso molecular (baixo,
médio e alto), pela simples manipulagdo do tempo de desmineralizagao, sendo este
aspecto muito importante relativamente a comercializagdo do produto. Quanto ao
grau de desacetilagédo, os valores obtidos para uma desacetilacdo de 3h a 100°C,
estdo de acordo com valores referidos na literatura. Para além destes aspectos, as
especificagdes dos produtos obtidos encontram-se abaixo da gama médica, mas

dentro das especificagbes da gama comercial de quitosano.

Tabela 1.18 - Resumo da caracterizacdo das amostras de quitosano obtidas

Amostra Grau de Peso Molecular Polidispersao  Classificac@o
Desacetilagao Mw Comercial
(%)

Quitosano A 83,0 738 051 15 Alto

Quitosano B 85,3 549 835 13 Médio
Quitosano C 84,4 539 252 13 Médio
Quitosano D 83,4 402170 33 Médio
Quitosano E 774 286 928 52 Baixo

Outra descoberta interessante efectuada neste trabalho, foi que é possivel realizar a
descoloracgéo da quitina, se esta estiver em contacto com um largo excesso de cloro

por periodos longos.
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2. Instalagao Piloto

2.1. Projecto da Instalagao Piloto para a Produgao de Quitosano Grau Médico

Foi proposta a elaborac&o do projecto de uma instalagdo piloto para a producéo de
quitosano com grau médico. O projecto da instalagdo piloto foi realizado com o
objectivo de produzir cerca de 20-30 kg/ano de quitosano, e o local de implantacao
seria nas instalacbes da Ceramed. Devido a escolha deste local, um dos factores
criticos na elaboragao do projecto seria a reduzida area de ocupagédo, uma vez que
o local de colocacédo do todo equipamento estaria limitado a uma sala com 5m de

comprimento e 7m de largura, prefazendo 35m?.

No presente trabalho sdo apresentados os balangos de massa, realizados com base
nos dados experimentais recolhidos durante o estudo da producdo de quitosano, a
escolha do equipamento e o dimensionamento do mesmo, os diagramas do
equipamento e da sua ocupagao e o diagrama de utilidades e instrumentacado. Os

balangos de energia ficaram a cargo da empresa que construiu o equipamento.

A instalagdo que a seguir se descreve tem como objectivo a producdo de quitosano
grau médico, mas néo reflecte totalmente o processo elaborado no Capitulo I, que
se destina a producdo de quitosano grau comercial. No capitulo anterior optou-se
por ndo apresentar a optimizacdo do processo de produgcdo de quitosano grau

meédico devido a questdes de sigilo e de propriedade industrial.

2.1.1 Descricao do Processo

A casca recebida é lavada, seca, e moida em moinho de laminas. A frac¢do de

casca abaixo de 250um ndo é utilizada no processo.
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- Extraccao de Quitina

O processo de extraccdo da quitina da-se por duas etapas distintas: a
desmineralizacdo e a desproteinizagdo. Na presente instalagdo a casca de camarao
€ carregada no Reactor Filtro 1, onde Ihe é adicionada uma solugao aquosa de HCI
preparada no tanque de mistura. O tempo de reacgao e nimero de ciclos podem ser
optimizados para o tipo de casca a processar. No seguimento, a casca é filtrada e
retida no Reactor Filtro 1, onde é desproteinizada com uma solu¢do aquosa de
NaOH também preparada no tanque de mistura. No fim desta reaccédo a quitina é

filtrada, e transferida para o Reactor Filtro 2.

- Producédo de Quitosano

A quitina transferida para o Reactor Filtro 2, é primeiramente seca através de um
fluxo de ar quente. Seguidamente, é transferida uma solugdo aquosa de NaOH, que
reage com o grupo acetilo na posi¢cdo C2 da unidade repetitiva da quitina. No fim, o

quitosano é filtrado, neutralizado e seco neste reactor.

2.1.2 Diagrama de Blocos

Os diagramas de blocos apresentam a sequéncia coordenada das operagdes
unitarias, expondo assim, os aspectos basicos do processo quimico. Indicam os
pontos de entrada das matérias-primas e também os pontos de remog¢ao do produto

e dos subprodutos.

Cada bloco representa um equipamento onde se da uma reacgado quimica, uma
operacao de mistura ou de separagao de produtos quimicos.

No presente diagrama de blocos apresenta-se o processo de extracgcdo de quitina e

produc¢do de quitosano com todas as operagdes unitarias que Ihe estdo associadas.

O processo apresentado esta de acordo com o investigado laboratorialmente, tendo

sido feitas as necessarias adaptacbes para um processo a escala piloto.
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Tabela 2.1 - Constituicao das Correntes de Processo

Corrente Composigao
1 H,O
2 HCI 33%
3 Solugao HCI 1,0M
- Casca
S Mistura Reaccional
6 H:0 +CaCl: + outros
7 Casca Desmineralizada + Hz0
8 H,O
9 NaOH 50%
10 Solugao NaOH 1,0M
11 Mistura Reaccional
12 NaOH + Proteinas + outros
13 Quitina + H:O
14 H20
15 Quitina
16 NaOH 50%
17 Quitosano + H,0 + Acetato de Sodio
18 H,O + Acetato de Sodio
19 Quitosano + Hz0
20 H20
21 Quitosano

Tabela 2.2 - Descricao do local onde cada operacao decorre

Operagao Equipamento
Mistura 1 Tanque de Mistura

Reacggo 1 Reactor Filtro 1

Separacgao 1 Reactor Filtro 1
Mistura 2 Tanque de Mistura

Reacggo 2 Reactor Filtro 1

Separagao 2 Reactor Filtro 1

Separacao 3 Reactor Filtro 2
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Reacgdo 3 Reactor Filtro 2

Separaggo 4 Reactor Filtro 2

Separacao 5 Reactor Filtro 2
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Figura 2.1 - Diagrama de blocos do processo de extraccao de quitina e producao de quitosano
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2.1.3 Balancos de Massa

Os balangos a seguir apresentados podem ser considerados como a base de
qualquer projecto de engenharia quimica. Estes consistem na determinagdo das
composi¢cdes massicas ou molares dos compostos que entram, saem e se
transformam no interior de cada um dos blocos que representam operacgdes
unitarias.

Para a realizagdo de um balango € necessario ter em conta alguns principios
basicos, deste modo, teve-se em conta o principio da conservacdo de massa que é

dado pela seguinte expresséo:

Saida = Entrada + Gerado — Consumido — Acumulado
Os balangos foram efectuados para uma capacidade anual de 30 kg/ano de
quitosano, considerando que a instalagdo trabalhara 8 horas diarias, 5 dias por
semana, durante 50 semanas por ano:
30 kg/Ano = 30/50 (kg/Semana) = 0,6/5 (kg/dia) = 0,12 (kg/dia)

Os balangos efectuados comportam algumas consideragdes:

Reactor Filtro |

Desmineralizacao
- Arazao entre o solvente HCI 1,0M e a Casca é de 40 mL/ g;
- A conversao da Casca | (inicial) em Casca Il (desmineralizada) é de 0,38;

- A humidade residual da Casca Il é 70%.

Desproteinizagéo
- Arazéo entre o solvente NaOH 1,0M e a Casca Il é de 15mL/g;
- A conversao da Casca Il em Quitina é de 0,36;

- A humidade residual da quitina é de 70%.
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Reactor Filtro Il

Desacetilagao
- Arazéo entre o solvente NaOH 50% e a quitina é de 15mL/ g;
- A conversao de quitina em quitosano é de 0,85;

- A humidade do quitosano é de 70%.

Balanco de Massa: Desmineralizagéo

|«

1 Mixer Reactor 1 B Separador °
— 5 E—
2 3 — 7
—_— R
Figura 2.2 - Diagrama esquematico do processo de desmineralizacao
Tabela 2.3 - Balanco de Massa referente ao processo de desmineralizacao
Compostos Correntes
(ka) 1 2 3 - 5 6 7
H,O 36,26 - 36,26 - 36,26 - 0,27
HCI 33% - 3,74 | 3,74 - - - -
Casca | - - - 1,00 - - -
Residuos - - - - 436 | 40,35 -
Casca ll - - - - 0,38 - 0,38
Total 36,26 | 3,74 | 40,00 | 1,00 | 41,00 | 40,35 | 0,65
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Balang¢o de Massa: Desproteinizacdo

8 Mixer

l?

10
S

Reactor 1

Separador

11

Figura 2.3 - Diagrama esquematico da desproteinizagao

12

13

Tabela 2.4 - Balanco de Massa referente ao processo de desproteinizacao

Compostos Correntes

(kg) 7 8 9 10 11 12 13
H,0 0,27 | 8,91 - 891 | 9,18 - 0,10
NaOH 50% - - 0,78 | 0,78 - - -
Casca ll 0,38 - - - - - -
Residuos - - - - 1,02 | 10,10 -
Quitina - - - - 0,14 - 0,14
Total 065|891 | 0,78 | 969 | 10,34 | 10,10 | 0,23
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Balanco de Massa: Desacetilacéo

Separador 2 19 Separador 3

.

o

Figura 2.4 - Diagrama esquematico do processo de desacetilacao

Tabela 2.5 - Balanco de Massa referente ao processo de Desacetilacao

Compostos Correntes

(kg) 13 14 15 16 17 18 19 20 21
H0 0,10 | 0,10 - - - - 0,08 | 0,08 -
NaOH 50% - - - 2,05 | 207 1,99 - - -
Quitina - - - - - - - - -
Residuos - - - - - - - - -
Quitosano 0,14 - 0,14 - 0,12 - 0,12 - 0,12
Total 023 | 0,10 | 0,14 | 205 | 219 1,99 | 0,20 | 0,08 | 0,12
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2.1.4 Balancos de Energia

O balango energético num estudo de engenharia permite determinar os calores a
fornecer ou a remover para aquecimento ou arrefecimento dos componentes na

operacao unitaria em questao.

A equacéao geral de conservacéo da energia é:

Energia de Entrada = Energia de Saida + Gerada — Consumida + Acumulada

Em estado estacionario o termo de acumulacé&o é nulo.

Convencionou-se que o calor libertado é negativo, e positivo quando fornecido a um
sistema. Uma reaccdo € exotérmica quando liberta energia e endotérmica quando
consome.

Os balangos de energia da presente instalagdo ficaram a cargo da empresa

instaladora, uma vez que a caldeira foi construida de raiz por esta empresa.
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2.1.5 Diagrama de Tubagens e Processo
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2.1.6 Diagrama de Ocupacéo

No caso de um processo descontinuo € necessario elaborar um programa de
ocupagao que define o tempo que cada equipamento permanece em funcionamento.
Este tera que ter uma base de calculo que neste caso € a producdo de 0,6 kg por
semana, correspondente a uma produgéo de 30 kg por ano. O tempo de trabalho, foi
considerado como sendo 8 horas diarias, durante 5 dias semanais e 50 semanas

anuais.

Tempo de Ocupagao dos Equipamentos

Reactor Filtro 1

Neste equipamento dar-se-ao as reac¢des de desmineralizacido e desproteinizagao,

respectivas filtragcdes e lavagens.
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Tabela 2.6 - Especificacoes de tempo do RF1

Reactor Filtro 1

Operagao Tempo (min)
Carga Casca 10
Desmineralizagao Carga -Solugao e !
Reaccgao 20
Filtracao 10
Lavagem Carga H:0 !
Filtracdo 10
Carga Solugao NaOH B
Desmineralizagao Aquecimento 40
Reaccao 180
Filtracao 8
Lavagem Carga~l-I20 !
Filtracao 10
Descarga 10
Tempo de Ocupacgao do Reactor 323
Numero de Batches por semana 5
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Tabela 2.7 - Especificacoes de tempo do RF2

Reactor Filtro 2

Operagao Tempo (min)

Carga Quitina 10

Secagem 30

Carga NaOH 50% 12

Aquecimento 30

Desacetilagdo Reacgao 10
Filtraga@o 10

Carga H,O 10

Filtraga@o 10

Secagem 30

Descarga 10

Tempo de Ocupacado do Reactor 332
Numero de Batches por semana 5
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Tempo(h) /Reactor
Dia 1 RF1
RF2
Dia 2 RF)
RF2
Dia 3 RFL
RF2
Dia 4 fF1
RF2
Dia 5 REL
RF2

Figura 2.5 - Diagrama de Ocupacéao

2.1.7 Dimensionamento e Caracteristicas do Equipamento

Reactor Filtro 1 — RF1

Este reactor é descontinuo e nele procedem-se as duas primeiras reacgdes de
forma sequencial, isto porque o reactor esta equipado com um filtro que permite a

separacao da casca e da quitina dos solventes usados na extracgao.

E do tipo tanque agitado, com serpentina para passagem de 6leo de aquecimento
sendo o seu material de construgdo polipropileno uma vez a utilizacdo de acido
cloridrico ou hidréxido de sdédio requer a escolha de um material que nao sofra
ataque quimico. Por outro lado, a temperatura maxima usada neste reactor é de
70°C, ainda longe da temperatura de transicdo vitrea deste material. Toda a

tubagem utilizada neste reactor foi em PVDF de forma a evitar desgaste quimico.
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Naturalmente, o dimensionamento dos reactores estd dependente do volume da
mistura reaccional necessaria para a producdo de uma determinada quantidade de
produto final. De acordo com o balango de massa, a corrente com volume maior é a
corrente 4.

Deste modo, a determinacido do volume do reactor é feita através do valor maximo
de volume de mistura reaccional entre a inicial e a final. E considerada uma margem
de seguranga de 20% devido ao aumento do nivel de liquido provocado pela

agitacéao.

Vreac Veorrente4 dm®)
reactor = 0.8 (dm (Equagdo 2.1)

Uma vez que o reactor considerado tem uma forma cilindrica € possivel determinar

0 raio e a altura a partir do valor do volume:

Vreactor = ax r* x h(dm?) (Equagdo 2.2)

, em que:
r — raio do reactor;
h — altura do reactor;

Considerou-se ainda que a altura do reactor seria 3 vezes a altura do raio:

(Equacgao 2.3)

Deste modo temos:
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Tabela 2.8 - Caracteristicas do Reactor Filtro 1 — RF1

Reactor Filtro 1, RF1 Caracteristicas
Material de Construgao Polipropileno
Volume Util , dm’ 40
Volume do Reactor, dm® 50
Temperatura Maxima Desmineralizagao , °C 25
Temperatura Maxima de Desproteinizagao, °C 70
Altura, m 0,53
Diametro, m 0,34
Material do Filtro Polipropileno
Area do Filtro, dm* 9,51
Porosidade, ym 100
Tempo de Ocupagao, min 323
Agitador Ancora, Polipropileno

Transferéncia de Calor

Serpentina, PVDF
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Reactor Filtro 2 — RF2

Também este reactor é descontinuo e nele procede-se a desacetilacdo da quitina
produzida no Reactor Filtro 1. Neste reactor é possivel realizar igualmente a
lavagem, filtragdo e secagem do polimero.

O reactor é do tipo tanque agitado, com camisa para passagem de o6leo de
aquecimento sendo o seu material de constru¢do Aco Inox 316, revestido no interior
por Teflon. A escolha destes materiais deve-se a utilizacdo de hidréxido de sodio
50% (p/V) a temperaturas da ordem de 80-100°C. O filtro utilizado € uma placa de
titanio perfurada.

Naturalmente, o dimensionamento dos reactores estd dependente do volume da
mistura reaccional necessaria para a producdo de uma determinada quantidade de
produto final, no entanto, para este reactor optou-se por o sobredimensionar para
10L a fim de ser possivel realizar producdes superiores de quitosano.

As dimensbes do presente reactor foram determinadas da mesma forma que o

anterior.
Tabela 2.9 - Caracteristicas do Reactor Filtro 2 — RF2
Reactor Filtro 2, RF2 Caracteristicas
Material de Construgao Aco 316 + Teflon
Volume Util , dm? 10
Volume do Reactor, dm® 15
Temperatura Maxima Desacetilagao, °C 105
Altura, m 0,34
Diametro, m 0,23
Material do Filtro Titanio
Area do Filtro, dm* 422
Porosidade, ym 100
Tempo de Ocupagao, min 332
Agitador Ancora, Aco 316 + Teflon
Transferéncia de Calor Camisa
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Tanque de Mistura— TM

O Tanque de Mistura serve apenas para realizar as solugcbes a utilizar pelo RF1,
tanto na desmineralizacdo como na desproteinizacdo. O material de construgao
deste tanque é polipropileno e as suas tubagens sdo em PVDF. As suas

caracteristicas sédo as seguintes:

Tabela 2.10 - Caracteristicas do Tanque de Mistura — TM

Tanque de Mistura - TM Caracteristicas
Material de Construcao Polipropileno

Volume Util , dm® 40
Volume do Tanque, dm?® 50
Temperatura Maxima, °C 40
Altura, m 0,53
Diametro, m 0,34

Agitador Ancora, Polipropileno

Todos os outros equipamentos foram dimensionados pela empresa instaladora.
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2.1.8 Instrumentacdo, Automacao e Controlo

Num processo quimico é necessario manter as variaveis do processo dentro de
determinados parametros de operagao e garantir as especificagdes dos produtos;
para isso € necessario monitorizar o desempenho do processo e controla-lo para
cumprir os objectivos processuais.

Para o correcto funcionamento da instalagcdo é necessario recorrer a diversos
sensores/indicadores que funcionam como “os olhos” do operador. A fungdo de um
indicador é receber o sinal de saida medido, envia-lo a um controlador que o
compara com o set-point, estabelecido pelo operador, e enviar um sinal ao elemento
final de controlo para recolocar a saida no valor pretendido. Na presente instalacao
o controlo é feito por um computador, ao qual todos os indicadores, valvulas e
bombas estdo conectados.

Na presente instalacdo existem diversos indicadores de temperatura:

- Indicadores de Temperatura

Equipamento Controlo Tipo

ST1 Indica a Temperatura no interior do RF1, para | PT100

controlo da valvula de entrada de 6leo aquecido;

ST2 Indica a Temperatura no interior do RF2, para | PT100

controlo da valvula de entrada de 6leo aquecido;

ST3 Indica a Temperatura no interior da Caldeira, | PT100
para controlo da temperatura maxima do 6leo de

aquecimento;
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- Indicadores de Nivel

Equipamento Controlo Tipo

SN1 Indica o nivel de liquido no tanque de mistura, para Boia Horizontal
finalizar a transfega para o Reactor Filtro 1, quando
OFF

SN3 Indica o nivel maximo de liquido no interior do Tanque | Boia Vertical
de Mistura para finalizar qualquer operagao, quando
ON

SN2 Indica o nivel no tanque de mistura para finalizar o Sensor Contacto
enchimento do Tanque de Mistura, quando ON

SN4 Indica o nivel no Reactor Filtro 1, para finalizar a Sensor Contacto
filtragdo do RF1, quando OFF

SN5 Indica o nivel no interior do Reactor Filtro 1, para Boia Vertical
finalizar o enchimento do RF1 com agua de processo,
quando ON

SN6 Indica o nivel maximo de liquido no interior do Reactor | Boia, Vertical
Filtro 1 para finalizar qualquer operag&o, quando ON

SN7 Indica o nivel no Reactor Filtro 2, para finalizar a Sensor Contacto
filtragdo do RF2, quando OFF

SN8 Indica o nivel no interior do Reactor Filtro 2, para Boia Vertical
finalizar o enchimento do RF2, quando ON

SN9 Indica o nivel maximo de liquido no interior do Reactor | Boia Vertical
Filtro 2 para finalizar qualquer operag&o, quando ON

SN10 Indica o nivel final do tanque de agua de processo, Boia Horizontal
para avisar a necessidade de agua de processo,
quando OFF

SN11 Indica o nivel final de acido cloridrico para avisar a Boia Horizontal
necessidade de acido cloridrico, quando OFF

SN12 Indica o nivel final de hidroxido de Sodio para avisar a | Boia Horizontal

necessidade de hidroxido de Sodio, quando OFF
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SN13

Indica o nivel no Tanque de Recolha, para iniciar o Boia Horizontal
vazamento deste, quando ON

- Indicadores de pH;

Equipamento | Controlo

SP1 Indica o pH da solugd@o no Tanque de Mistura, para
finalizar a transfega de Acido Cloridrico ou Hidroxido
de Sodio para o Tanque de Mistura, quando pH<1 ou
pH > 12;

SP2 Indica o pH da solugd@o no RF1, para finalizar a
transfega de agua para o reactor, quando 5<pH=>8

SP3 Indica o pH da solugd@o no RF2 |, para finalizar a

transfega de agua para o reactor, quando pH <8
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2.1.9 Planta das Instalacoes

&

ol ©1f§ ||

16

15
“U'p 7 ONO,

11

|

Figura 2.6 - Planta da hmlu;io\
Legenda:
1- Tanque de Mistura 13 — Bomba de Vacuo
2 — Reactor Filtro 1 14 — Unidade de Purificacdo de Agua
3 — Reactor Filtro 2 15 — Bomba Centrifuga
4- Tanque de Recolha 16 — Sala Limpa
S — Caldeira

6 — Tanque de Agua de Processo

7 — Computador de Controlo de
Processos

8 — Tanque de Armazenamento 1

9 — Tanque de Armazenamento 2

10 — Secador de Pratos

11 — Moinho de Laminas

12 — Bombas Peristalticas
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Capitulo 1l
Caracterizagdo Morfologica e Reoldgica de Solugdes e Géis de

Quitosano

Adaptado do artigo “Morphological and Rheological Characterization of Chtiosan
Liquid Crystalline Solutions and Gels” dos autores Hugo Lisboa, Jodo P. Borges,

Goncalo Pereira, Ana M. Ramos, Maria Teresa Cidade
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3. Caracterizagao Morfolégica e Reolégica de Solugoes e Géis de Quitosano

3.1. Introdugao

Esta parte do trabalho esta focada no estudo da gelificagao de solugdes aquosas de
quitosano em acido cloridrico e acido malico, bem como no estudo da formagao de
mesofases (nematicas quirais) tanto na fase gel como em solugdo. Até a data ja
foram identificados varios polimeros naturais, tanto rigidos como semirigidos,
possuindo fases liquido-cristalinas liotrépicas. Inclui-se neste lote, os polipeptideos
(Uematsu et al.,1984), as proteinas (Bernal et al., 1941), os acidos polinucleicos
(Yevdokimv et al., 1988; Robinson, 1961) e os derivados celulésicos (Gray, 1983;
Godinho et al.,, 2002). Tal como estes, o quitosano pertence ao lote dos
biopolimeros que podem exibir fases liquido-cristalinas, tendo sido Ogura, em 1982
a relata-lo pela primeira vez (Ogura, et al., 1982). Desde entdo a maior parte dos
estudos encontram-se vocacionados para derivados de quitosano, principalmente
devido a questbes de solubilidade. Varios derivados do quitosano apresentam fases
liquido-cristalinas liotropicas (Wu et al., 2001; Dong et al., 2000 e2004), contudo
poucos estudos tém sido dedicados aos efeitos que factores estruturais da molécula
tém sobre a concentragao critica (C*) de formacado de mesofases. Prabaharan e
colaboradores, realizaram uma monitorizagdo sistematica do comportamento
liquido-cristalino do quitosano em diferentes solugcbes acidas, e em especial a
concentragdes elevadas de polimero, onde ha formacgéao de géis (M. Prabaharan et
al., 2006) Neste trabalho, foram identificadas mesofases liotrépicas em solugbes
aquosas de acido formico, acido acético e acido monocloroacético. Foi descrito
ainda que os valores de C* aumentam com o incremento da concentragdo de acido
nos solventes, tendo-se atingido valores maximos de 35 e 45 % em peso total,
respectivamente em acido férmico a 30% (v/v), acido acético a 50% (v/v) e em acido
monocloroacético a 30% (p/v). Foi ainda relatado, que o valor maximo do passo
colestérico (P) diminui com o incremento da concentracao de quitosano nos diversos

solventes. Os resultados apresentados pelos autores sugerem que uma solugao
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aquosa de acido acético a 30% (v/v), constitui um bom solvente para a produgéo
géis de quitosano com propriedades mesomorficas. Neste capitulo, é relatado o
estudo reoldgico da gelificagcdo do quitosano em solugdes aquosas diluidas de acido
malico e cloridrico. Em ambas as solugbes foram identificadas texturas em forma de
impresséao digital caracteristicas das fases nematicas quirais (colestéricas), tanto na

fase gel como na fase sol, dependendo do acido usado.
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3.2. Parte Experimental

3.2.1 Preparacéo de solucdes de Quitosano

Quitosano (Sigma Aldrich, High Molecular Weight, Mw = 471 000, DA=15%) foi
utilizado para produzir solugdes a diferentes concentragdes com incrementos de
0,4% (p/p) (ou 0,2%(p/p), nalguns casos) em pequenos frascos de vidro. Para
solubilizagao, foram utilizadas solugbes aquosas de acido malico (ACROS, Reagent
Grade) 0,15M e &cido cloridrico (Sigma Aldrich, Reagent Grade) 0,1M. Depois de
preparadas, todas as amostras ficaram em repouso durante 3 dias para

homogeneizagéo.

3.2.2 Microscopia 6prtica de luz polarizada (POM)

Solucbes de quitosano a diferentes concentragdes foram observadas usando um
microscopio Optico Olympus BH2. As amostras foram observadas com luz
polarizada, entre 1amina e lamela, a uma temperatura de 25 °C (controlada por uma

platina de aquecimento, Mettler FP82HT).

3.2.3 Reologia

O comportamento reolégico das solugdes de quitosano foi estudado usando um
reémetro rotacional (Bohlin Gemini HRnano), em geometria de cone e prato (adngulo
de cone: 2° didmetro 40mm), a 25°C. Foram realizadas medidas em regime
oscilatério e estacionario, que permitram a determinacdo dos moddulos de
armazenamento e dissipativos, bem como da viscosidade complexa em funcéo da
taxa de corte. Todas as medidas foram realizadas em solugbes de quitosano tendo
sido deste modo possivel a determinagédo da transicido sol-gel. No caso das medidas
realizadas em estado estacionario, apds a estabilizagdo da temperatura, efectou-se
um pre-shear a taxa de 1s™ durante 60s, seguido de 180s de repouso. Todas as

medidas foram efectuadas sobre amostras virgens.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1 Microscopia Optica de Luz Polarizada (POM)

Através das observagoes feitas por POM, as amostras de quitosano/acido malico e
quitosano/acido cloridrico, foi possivel identificar texturas do tipo impresséo digital
(fingerprints), caracteristicas de fases liquido-cristalinas nematicas quirais
(colestéricas). Estes estados ordenados foram observados, tanto em solugdes como
em geéis, para o sistema quitosano/acido malico, enquanto que para o sistema
quitosano/acido cloridrico apenas em estado gel. A figura 3.1a mostra um exemplo
das observagdes feitas por POM, a partir de um gel obtido por adi¢do de 4,4 %(p/p)
de quitosano em solugdo de acido cloridrico diluido. Texturas semelhantes foram
observadas para fases liotropicas colestéricas de quitosano dissolvido em acido
malico diluido. Foi também observada uma bifase, antes da concentragao critica -
C*- (Figura 3.1b), para o sistema quitosano/acido malico. No caso do sistema
quitosano/acido cloridrico, nao foi observada bifase, provavelmente devido ao facto
de se formar um gel antes do aparecimento da fase colestérica, tal como se
mostrara em seguida (medidas reoldgicas).

As imagens de POM obtidas foram também usadas para determinar o passo da
mesofase colestérica. A variagdo do passo da hélice da fase colestérica com a
fraccdo volumica de quitosano nas solugdes de acido malico e cloridrico é
apresentada, respectivamente, nas figuras 3.2a e 3.2b. As frac¢des volumicas de
quitosano foram calculadas a partir das respectivas fraccbes em peso, considerando
que cada solvente possui uma densidade de 1,0 g.cm-3e o quitosano possui uma
densidade igual a 1.42 g.cm-3, valor obtido para membranas de quitosano (Silva et
al., 2004). O quitosano em solugdes de acido malico e cloridrico, apresenta fases
colestéricas com passo elevado. No entanto, o passo diminui com o aumento da

concentragao de polimero, verificando-se a seguinte relagao:

L el (Equacgao 3.1)
5 9

em que ¢ € a fracgao volumica do polimero. Resultados similares foram reportados

para a hidroxipropilcelulose em agua (Onogi et al, 1980) e para a
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acetoxipropilcelulose em acetona (Bhadani et al., 1983).

b)

Figura 3.1 — Observacoes por POM de texturas de quitosano; bifase apresentada por uma
solucao de quitosano em a) acido cloridrico (4,4 % p/p de quitosano) e b) em acido malico (3,8 %

p/p de quitosano).
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Semelhantes leis de poténcia, para a variagdo do passo da fase colestérica com a
concentragdo (traduzida pela fraccdo volumica), foram igualmente obtidas para

peptideos:
(Equacgao 3.2)

1 x
— OC
= ¢

onde x é um valor entre 1 e 2 (Toriumi et al., 1981) que depende do tipo de solvente,

temperatura e peso molecular.
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Figura 3.2 - Variacao do passo da hélice da fase colestérica com a frac¢ao volumica de

quitosano, em solucoes diluidas de acido malico (a) e acido cloridrico (b)
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3.3.2 Caracterizacéo reoldgica

A figura 3.3 mostra o efeito da taxa de corte na viscosidade de diferentes solucdes
de quitosano, em acido malico (fig. 3.3a) e acido cloridrico (fig. 3.3b). Verifica-se um
incremento da viscosidade com o aumento da concentragcido de quitosano em ambos
os acidos, que se explica pela restricdo do movimento molecular devido ao aumento
do numero de interacg¢bes intra-moleculares e, consequente, entrelagamento das
cadeias poliméricas. Para concentracdes mais baixas, as solu¢gbes exibem um
comportamento tipicamente newtoniano, a taxas de corte também baixas. No
entanto, a taxas de corte mais altas as mesmas solugdes apresentam um
comportamento reofluidificante tipico de fluidos ndo newtonianos. O mesmo
comportamento é observavel para amostras com concentragcdes mais elevadas em
quitosano, deixando-se mesmo de observar o comportamento newtoniano quando
se aplicam taxas de corte baixas. Desta forma, observa-se que o efeito
reofluidificante é reforgcado pelo aumento da concentragdo de polimero, facto ja
referido na literatura (Desbriere, 2001; Mucha, 1997) para solugbes de quitosano e
derivados.

Um decréscimo da viscosidade é observado com o aumento da taxa de corte, sendo
tal, atribuido a disrupg¢éo das interac¢gées moleculares dos entrelagamentos entre as
cadeias poliméricas; isto é, a taxa de jungao-disrupcdo excede a taxa a que os
novos entrelagamentos sdo formados, e desta forma a mobilidade das cadeias

poliméricas aumenta e, por consequéncia, diminui a viscosidade da solucéo.
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Figura 3.3 - Efeito da taxa de corte e da concentracao de quitosano na viscosidade de solucées

de acido malico (a) e acido cloridrico (b).
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Foram também efectuadas medidas oscilatérias, a baixa amplitude, de forma a
investigar o efeito da concentragdo do quitosano no comportamento dindmico das
solugbes aquosas de quitosano nos dois acidos. A figura 3.4 mostra os moédulos de
armazenamento (G’) e o modulo dissipativo (G”), em fungéo da frequéncia angular,
para diferentes concentragdes de quitosano. Tanto G’, como G” aumentam com o
aumento da concentracdo de quitosano para ambos os sistemas. Para
concentragdes baixas e baixas frequéncias predomina o caracter viscoso (G” > G’)
mas com o incremento da frequéncia angular, 0 médulo de armazenamento cresce
mais rapidamente do que o modulo dissipativo, ocorrendo interseccdo da curva G’
com a curva G” a uma frequéncia denominada por frequéncia de cross-over (Bc.);
observa-se ainda que a frequéncias superiores a Bc. 0 médulo de armazenamento
prevalece sobre o modulo dissipativo e o sistema passa a demonstrar um

comportamento tipicamente elastico.
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As caracteristicas dos sistemas com entrelagcamentos sdo também visiveis na curva
da tangente de perdas (tan ' = G”/G’, onde ' é o angulo de fase (figura 3.5). Na
frequéncia de cross-over a tangente é igual a 1, estando abaixo deste valor para
baixas frequéncias e acima deste valor para frequéncias mais altas. Na Fig.3.5,
podemos observar , para os dois sistemas, as concentragdes de quitosano as quais
as solugdes se tornam predominantemente elasticas, sendo este valor 6,0% (p/p)
para o acido malico e 2,6% (p/p) para o acido cloridrico. Valores similares foram
obtidos para outras solugdes aquosas de quitosano. Desbriéres reportou que a
transigdo sol-gel para solugdes de quitosano em &cido acético com concentracao
0,3M / 0,05 M acetato de sodio ocorria a 43 g/L (cerca de 4,3% p/p) e lversen et al.
[Desbriere, 2002, Iversen et al., 1997) referiram que esta transicdo ocorria a 3,9 %

(p/p) para solugdes de quitosano em acido acético a 1% (v/v).
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Na tabela 3.1, onde estéo registadas as frequéncias de cross-over e os tempos de
relaxacdo para ambos os sistemas, & possivel identificar que para as solugbes de
acido mélico a frequéncia de cross-over ocorre a concentragéo de 2,8 % (p/p). A
esta concentracao corresponde ainda a frequéncia de cross-over mais elevada bem
como o menor tempo de relaxagéo, sendo que este valor incrementa de 0.083s para
0.226s para valores de concentragcdo de polimero superiores. Para as solugdes de
acido cloridrico, a frequéncia de cross-over ocorre as concentragdes entre 1.6 e 2.4
% (p/p). Tal como é mostrado na tabela 3.1, as frequéncias de cross-over
decrescem com o incremento da concentragao de polimero, de 94.6 para 89.9 rad/s,

com consequente incremento do tempo de relaxagédo de 66 ms para 70 ms.

Tabela 3.1 — Resumo da concentracao, frequéncia de cross-over e tempo de relaxamento para

os dois sistemas de quitosano

Solugdes acido malico Solugdes de acido cloridrico
Frequéncia Tempode Frequéncia Tempo de
Concentrago d:qcross- rela:;géo Concentrago d:qcross- relaxF::;iio
(%p/p) over (rad/s) (ms) (%plp) over (rad/s) (ms)

238 755 83 1.6 946 66

3.2 514 122 20 93.8 67

3.6 304 207 24 89.9 70

40 293 214 26 - -

44 316 199 3.2 - -

43 36.7 17

5.2 278 226

6.0 = -

6.8 - -

No ponto gel, as curvas G’ e G” torna-se praticamente paralelas e é observado um

comportamento em lei de poténcia (G’ ( G” ~ w™) para a frequéncia. Acima deste
ponto, G’ torna-se superior a G”. Esta transicdo sol-gel é observada para
concentragdes de polimero acima dos 6.0 % (p/p) para solugbes de acido malico,
enquanto que para solugdes de acido cloridrico o valor é de 2.6% (p/p), tal como é

possivel verificar na figura 3.4(a e b). De forma a efectuar uma determinagdo mais

122



precisa desta concentragdo, a evolugdo da tangente de perdas em funcédo da
concentragao de polimero (a diferentes frequéncias) esta representada na figura 3.5.
Estas curvas convergem para apenas uma, para concentragcdes iguais ou superiors
a concentracao do ponto de gelificagdo, Cgel, da mesma forma como G'(#) e G”(# )
se tornam paralelas e os valores da tangente de perdas se tornam independentes da
frequéncia. As concentragdes Cgel encontradas sado iguais a 2.6 %(p/p) para as
solugbes de acido cloridrico, e muito proximo de 6.0%(p/p) para as solugbes de

acido malico.

3,5 T T T T T T T T T T T T T
| = o= 5 rad/s |
3,04 —e—w= 11 rad/s|
i —A—m= 23 radq/s]
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Figura 3.6 — Influéncia da concentracao de quitosano na tangente de perdas em funcao da

frequéncia angular, para solucoes de acido malico (a) e de acido cloridrico (b).

As curvas de fluxo, tal como, as curvas obtidas pelo regime oscilatério, Figuras 3.3 e
3.4, respectivamente, ddo, também, uma indicacdo da concentragcdo a qual ocorre a
transicao de isotropo-anisotropo, bem como, de formacédo de gel. De facto, uma
observagao cuidadosa das curvas nas figuras 3.3a e 3.4a, revelam que para o acido
malico, a bifase ocorre a concentragbes entre 3.6 e 4.0 % (p/p), com uma
concentragao critica (aparéncia de fase anisotropica, C*) entre os 4.0 e 4.4 %(p/p),
seguindo-se de um decréscimo da viscosidade para solugdes a 4,8% (p/p), e
novamente um incremento da viscosidade para concentragbes superiores. Esta
observagao esta em consonancia com a ja bem identificada dependéncia entre a
viscosidade e a transigdo isotrdépica-nematica descoberta em polimeros liquid
cristalinos (Doi, 1981; Larson, 1999).

Este fendmeno de diminuigdo da viscosidade na zona de transi¢do ocorre devido ao
facto de as moléculas deslizarem entre elas mais facilmente no estado nematico do
que no estado isotrépico, devido & sua orientagéo. E importante reparar que este
sistema liotropico apresenta em repouso uma mesofase colestérica, no entanto, &

sabido que a hélice desenrola sob acgéo de forgas de corte, originando desta forma
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uma estrutura nematica a taxas de corte inferiores aos valores considerados nesta
experiéncia (Cidade et al., 1995).

O mesmo fendmeno ocorre para as solugcdes de acido cloridrico, com C* entre 2.6 e
2.8 %(p/v). Os tempos de relaxacdo apresentados na Tabela 3.1, no caso das
solugdes de acido malico estdo em concordancia, tal como esperado, com estes
valores de C*; de facto os tempos de relaxacdo aumentam com a concentragao até
ao valor de 4.0% (p/v), ocorrendo a seguir um decréscimo até 4.8% (p/p) e
aumentando novamente para concentragdes superiores. No entanto, para as
solugcdes de acido cloridrico, e uma vez que a fase anisotropica surge somente ja na
fase gel, a indicacdo de C* ndo pode ser dada através deste método. Estas
concentragdes criticas sdo concordantes com as concentracdes determinadas por
microscopia optica. Um ponto de interesse recai no facto de que enquanto para o
sistema de acido malico, a transig¢ao isotropica-nematica ocorre antes da transicéo
sol-gel (em solugéo), no caso do sistema de acido cloridrico, a C* & superior a Cgel,
0 que significa que a fase anisotrépica aparece apdés a formagado de gel.
Montembault e coloboradores, demostraram que o mecanismo de gelificagdo do
quitosano em solugdes acidas é atribuido a formagao de unides fisicas devido as
interaccdes hidrofébicas envolvendo os grupos N-acetil e formacgao de ligagdes por
pontes de hidrogénio (Montembault et al., .2005a e b).

O balango entre estas interacgdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio depende do
grau de acetilagdo (DA). Para baixos DAs, como é o caso do quitosano utilizado no
presente trabalho, a densidade de carga inicial do polimero é alta, a quantidade
interacgbes hidrofébicas € baixa e as ligacbes por pontes de hidrogénio
desempenham um papel importante no mecanismo de gelificagdo (Montembault et
al., .2005b).

O 4&cido malico é um &cido orgénico dicarboxilico com trés grupos funcionais
capazes de criar pontes de hidrogénio quer com o grupo amina quer com 0sS grupos
hidroxilo da cadeia de quitosano, facto que nao é possivel ocorrer para o acido
cloridrico. Desta forma, sendo o acido malico um acido fraco, e possuindo a sua
molécula um volume elevado, é provavel que funcione como um espacador entre as
cadeias poliméricas, reduzindo o espaco de aproximacdo e evitando a repulsdo
entre as aminas Ill (grupo NH3+), resultando num C* superior. Por outro lado a
presenca desta molécula entre cadeias reduz a possibilidade de formacao de pontes
de hidrogénio entre os grupos acetilo ainda presentes pelo que a transi¢c&o sol-gel
ocorre mais tardiamente, que no caso do acido cloridrico.

Para o acido cloridrico a superior protonagdo do grupos amida devido ao seu valor
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de pKa ser superior € o principal responsavel pela a ocorréncia da C* mais cedo que
no caso do acido malico, existindo ainda a possbilidade do ido Cl-criar ligagdes de
caracter i6énico com o grupo NH3+ resultando numa dupla camada hidrofébica na
cadeia. No entanto, o pequeno volume deste grupo n&o é suficiente para evitar as

ligagdes por ponte de hidrogénio responsaveis pela gelificagao permatura.
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3.4. Conclusao

No presente capitulo, caracterizaram-se tanto microscopicamente quanto
reologicamente, solu¢des de quitosano em acido malico e cloridrico, e foi possivel
determinar as concentragdes as quais ocorrem a transicao sol-gel (Cgel) e ainda as
concentragdes as quais ocorre a transigdo isotropo-anisétropo (nematico quiral ou
colestérico), C* . Cgel foi determinado a partir da sobreposigéo entre 0 G’ e G” em
funcdo da frequéncia angular, enquanto que a C* foi determinada pela evolugédo da
curva de viscosidade e tempos de relaxamento, obtidos mais uma vez na
sobreposigcdo mencionada. Cgel obtido é de 2,6%(p/p) para as solugbes de acido
cloridrico, e cerca de 6,0 %(p/p) para solugbes de acido malico.

Relativamente aos valores de C*, estes encontram-se entre 4,0 e 4,4%(p/p) para
solugbes de acido malico e entre 2,6 e 2,8%(p/p) para solugdes de acido cloridrico.
No sistema de &cido malico a transi¢do isétropo-nematico aparece antes da
transicao sol-gel, isto é, ainda em solug&o. No entanto, no caso do acido cloridrico, a
C* é superior que a Cgel, o que significa que a fase anisotropica aparece depois da
fase gel ser formada. A explicacido para tal facto recai sobre o facto de as forgas de
cada acido serem diferentes bem como a capacidade de ambos em formar pontes
de hidrogénio com o quitosano.

Texturas em impressdes digitais, foram observados através de POM, mostrando que
as mesofases apresentadas pelas solugbes de quitosano sdo do tipo nematico
quiral. Verificou-se ainda que o passo das referidas mesofases decresce com o

aumento da concentracéo de polimero de acordo com um lei de poténcia.
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Capitulo IV

Aplicacéo de Solugdes de Quitosano em Cimentos Osseos.
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4. Estudo da Aplicacdo de Solucdes de Quitosano em Cimentos Osseos

4.1 Introducgao

Os cimentos Osseos injectaveis s&o uma resposta a uma tendéncia em cirurgias
ortopédicas, onde materiais moldaveis e com capacidade de endurecimento in situ
s80 necessarios para técnicas minimamente invasivas. Tal facto, permite reduzir o
tempo de operagéao, diminuindo efeitos prejudiciais associados a retracgdo muscular,
menor dor pds operatdria e diminuindo o tempo de recuperagdo do paciente (Hua
Liu et al., 2006). Os cimentos usados actualmente de forma mais comum sdo os de
Poli(Metacrilato de Metilo), PMMA. Estes cimentos s&o sobretudo compostos por
metacrilato de metilo (MMA), presente na fase liquida, e PMMA, presente na fase
solida. A fase solida contém ainda um iniciador da reacg¢do de polimerizacdo do
MMA, e assim quando se procede a mistura das duas fases, estas formam uma
pasta moldavel pronta a ser aplicada no local afectado e que endurece rapidamente.
Os rapidos tempos de secagem, as excelentes propriedades mecéanicas bem como
a facilidade de manuseamento e moldagem, tal qual pastilha elastica, sao
propriedades ainda inatingiveis por outros cimentos (A. Nzihou et al., 1999, F. C. M.
Driessens et al.,, 1995). No entanto, e apesar destas excelentes propriedades os
cimentos acrilicos ndo sao bioactivos nem biodegradaveis e podem originar

complica¢des, ao nivel das cirurgias ortopédicas, tais como:

1) Necrose do osso e lise 6ssea devido a alta temperatura, 80-120°C, desenvolvida
durante o processo de secagem/endurecimento.

2) Retraimento da matéria durante o processo de endurecimento, o que no caso das
proteses pode levar a ma colocagcdo da pasta na cavidade do osso. A pequena
lacuna que pode ficar entre a prétese e o osso € fechada com tecido fibroso que
permite um micro-movimento da prétese em relagdo ao osso e que pode muitas

vezes causar osteolise.
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Na tentativa de evitar todos os maleficios citados, ha muitos anos que se estudam
outras alternativas. A mais promissora é ter um cimento a base de fosfatos de calcio,
que endurece in situ. Este material apresenta reconhecida biocompatibilidade e a
moldabilidade de um cimento acrilico. Os fosfatos de caélcio, tais como a
hidroxiapatite (HAp) e o beta-fosfato ftricalcico (B-TCP), s&o os constituintes
principais da parte mineral do osso normal e dentes. Sendo materiais bioactivos e
osteocondutores, distinguem-se pela formagéo de um forte lago biolégico, permitindo
o crescimento e proliferacdo do osso até ao implante. O B-TCP, por ser
biodegradavel, a medida que é reabsorvido, permite o crescimento 6sseo até a
completa substituicdo do implante, dai que seja o material de eleicdo para este tipo
de produto. Em 1984, Gruninger e os seus colaboradores designaram este novo tipo
de produto de “cimento de fosfato de calcio” (CPC) que, e segundo a sua
designacéo, consiste numa mistura entre sais de fosfatos de calcio e 4gua, ou uma
solugao aquosa, para formar uma pasta que possa reagir a temperatura ambiente ou
corporal, dando origem a um precipitado que contém um ou mais fosfatos de calico
e que endurece pelo intercruzamento dos cristais do precipitado (Gruninger, et al.,
1984). Este cimento pode entéo ser aplicado em enxertos ésseos, e na substituicdo
de partes danificadas do sistema ésseo, oferecendo grandes vantagens que se
traduzem por uma facil manipulagdo e excelente contacto entre o enxerto e o osso.
E preparado durante a cirurgia, ndo necessitando de forma prévia, para além de ser
biocompativel e bioactivo. Os CPC também podem servir como sistemas de
administracdo de farmacos, tais como antibioticos, anti-tumurais e anti-inflamatérios
(Yu, D., et al., 1992). Para além disto, a grande vantagem dos CPC em relagéo ao
PMMA esta relacionada com as baixas temperaturas envolvidas no processo de
secagem/endurecimento, ndo causando a necrose do tecido envolvente, nem da
matriz éssea. Durante um certo periodo de tempo a pasta é moldavel, permitindo o
facil manuseio quer para a colocagado e utilizagdo do produto numa seringa, quer
para moldagdo e posicionamento do produto no local com as préprias maos. O
produto final, também ¢é composto por fosfatos de calcio que promovem a
osteointegracao, o que ndo acontece com o PMMA. Contudo, as caracteristicas do
produto final podem variar, consoante a composi¢cao das fases do cimento, a razédo
entre a fase liquida e solida (L/S), a raz&o molar calcio/fésforo (Ca/P) e a presence
de aditivos.

Genericamente, existem dois tipos de CPCs dependo da constituicdo final do

138



produto desejado. Um cimento obtido com pH inferior a 4,2 reage formando fosfato
di-calcico dihidratado (DCPD, bruxite), enquanto que com pH acima de 4,2 se forma
hidroxiapatite (HA) (Gbureck et al.,2003).

Como as solugdes de quitosano sao acidas, o foco do presente estudo é nos CPCs
com composicao final em bruxite. Os CPC de Bruxite sdo muito diferentes dos de
apatite. Enquanto que as pastas dos CPC de apatite passam gradualmente de um
estado viscoso para uma massa resistente, os CPCs de bruxite sdo geralmente mais
liquidos e endurecem mais rapidamente (Bohner, M., et al., 2008). Mirtchi e Lemaitre
foram os primeiros a produzir este tipo de cimentos em 1987, onde utilizaram fosfato
monocalcico (MCPM, &cido) para reagir com o B-TCP (basico) obtendo como
produto final DCPD (neutro) (Mirtchi et al.,1987).

B -Cay(PO,),+Ca(H,P04),.H,0+7H,0 - 4CaHPO,.2H,0  (Esquema 4.1)

A utilizacdo do acido ortofosforico (HsPO4) para reagir com um fosfato tricalcico, foi
proposto no mesmo ano por Bajpai e colaboradores, onde para além deste testou
outros tipos de acidos carboxilicos e monémeros de baixo peso molecular (Bajpai, et

al., 1987). A reacgéo é traduzida por:

Ca;(P0Oy); + H;PO, + 6xH,0 - 3CaHPO42H,0 (Esquema 4.2)

Até agora, ha mais formulagdes propostas, como por exemplo B-TCP+H3POs4, [B3-
TCP+MCPM e B-TCP+MCPM+CaO (Bohner et al.,, 1993 e 1997, Lemaitre et al.,
1987, Constantz et al., 1987). Todos os cimentos de bruxite solidificam por meio de
reaccgdes acido base (equagdes 4.1 e 4.2). Como o DCPD precipita a pH inferior a 6,
a pasta do cimento de bruxite é acida durante a reacg¢do de endurecimento (Elliott,
1994). Por exemplo, durante a solidificagdo de um cimento de bruxite composto por
B-TCP+MCPM o pH varia de valores préoximos de 2, até um pH quase neutro de
aproximadamente 6 (Bohner et al., 1997). Ao substituir o MCPM pelo o acido
ortofosforico, este torna as pastas de cimento muito acidas durante os primeiros 30s,
mas depois o pH segue o perfil obtido com o MCPM. Contudo esta segunda
formulacdo traz algumas vantagens, em relacdo ao MCPM, nomeadamente: a
preparacado é mais facil e mais rapida, permite um melhor controlo da composicao
quimica e reactividade e uma melhoria das propriedades fisico-quimicas (como € o
caso de maiores tempos de solidificacdo, e maior resisténcia a traccao devido a uma

maior homogeneidade da pasta). No entanto, a utilizagdo do acido ortofosférico
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pode comprometer a biocompatibilidade da formulagdo do cimento, devido a
apresentar baixos valores de pH durante a conformacgéo (Bohner et al.,, 1997). A
bruxite &€ biocompativel e moderadamente solivel a pH fisioldgico. A sua

reabsor¢cdo pode ocorrer quer por fagocitose quer por dissolugdo, a seguir a
implantagcdo. Os cimentos de bruxite podem ser largamente ou até totalmente
reabsorvidos em apenas 16 a 18 semanas (Ohura et al., 1996, Fraysinnet et al.,
1998). Apesar disto, o uso da generalidade dos cimentos de bruxite é limitado, por
serem, mecanicamente menos resistentes do que a maioria dos cimentos de apatite
(Charriere et al., 2001). Contudo, as propriedades mecanicas tendem a aumentar a
medida que o osso volta a crescer (lkenaga et al., 1998). Uma raz&o para que a
resisténcia inicial seja menor é que devido a uma reacgédo de solidificagdo muito
rapida, as pastas de bruxite sdo geralmente muito liquidas, sendo normalmente
misturadas com uma grande razio Liquido/Sdlido (L/S), em comparagdo com a
propor¢ao estequiométrica. Isto resulta em alta porosidade e consequentemente
num cimento menos resistente. Em certos casos, estas podem endurecer em
apenas 10s, chegando ao maximo da sua resisténcia em apenas 1 dia (Bohner et
al., 2008). A rapida reaccéo de solidificagdo deve-se, provavelmente, ao facto de no
final da reacgdo de endurecimento o pH da pasta aumentar, com a diminuigdo da
solubilidade dos reagentes (Bohner et al., 1997). Para controlar o inicio da reac¢éo
de endurecimento e, consequentemente, proporcionar tempo suficiente para que o
cirurgido possa aplicar o CPC de maneira segura, é proposta a utilizacdo de
inibidores da nucleagdo e crescimento de cristais (retardadores) (Bohner et al.,
2008). Varios aditivos tém sido utilizados para retardar a reacgao dos cimentos de
bruxite, tais como ibes citrato, sulfato, e pirofosfato. Num estudo feito por Grover e
colaboradores (Grover et al., 2005) de todos estes ides, os pirofosfatos parecem ser
os mais eficazes. Pensa-se que os pirofosfatos podem actuar como agentes
retardantes, por se ligarem a superficie dos cristais recentemente formados e, deste
modo, inibir a cristalizagdo. Contudo, os ides pirofosfatos, também abrandam a taxa
a que o B -TCP é consumido, resultando num aumento do tempo durante o qual o
pH do cimento permanece acido, o que pode comprometer mais uma vez a
biocompatibilidade deste tipo de cimentos. A adicdo de acidos carboxilicos, tais
como o acido citrico ou o acido malico, a fase liquida do cimento, também pode
melhorar o tempo de presa, ou seja, o tempo necessario para endurecimento do
cimento, bem como, da injectabilidade, e as propriedades mecénicas do cimento
(Barralet et al., 2004). Estudos mais recentes, testaram a influéncia do acido lactico,

malico, citrico, e tartarico na reaccao de solidificacdo dos cimentos de bruxite, e
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verifica-se que todos eles prolongam a reacgao de solidificagdo mas com diferentes
efeitos nas propriedades mecéanicas (Hofmann et al., 2005).

Como o DCPD é uma fase metaestavel, e em condi¢des fisioldgicas pode
transformar-se em hidroxiapatite deficitaria em calcio (CDHA) por meio de dois
processos: dissolugdo e precipitagdo. Alguns estudos parecem mostrar que esta
reaccao de transformacgado pode levar a reaccgbes inflamatérias, pela libertacdo de
acido durante esse processo (Bohner et al., 2000). No entanto, Bohner verificou que
a adigdo de pequenas quantidades de ides magnésio ao cimento, actua como um
inibidor da precipitacdo de CDHA prevenindo que isto acontega, ou seja, reduzindo a
possibilidade de inflamagédo. No mercado ja é possivel encontrar cimentos de bruxite
apesar de serem muito poucos em comparagdo com os cimentos de apatite. Estes
sdo o ChronOStw Inject (da Synthes- Norian), Eurobonee (da Kasios), e VitalOs (da
CalciphOs).

Face a tudo isto considerou-se que a realizagcdo de um compadsito entre um fosfato
de calcio e um polimero pudesse dar resposta a alguns problemas levantados,
nomeadamente as propriedades mecanicas. O osso humano do tipo cortical
apresenta valores de resisténcia a compresséo entre 130 e 180 MPa, ao passo que
0 osso trabecular (esponjoso) apresenta valores entre 5 e 50 MPa. A ideia inicial
seria produzir um CPC que tivesse como principal aplicagdo cirurgias de
vertebroplastia, onde o cimento é injectado para o seio vertebral danificado. Nestas
zonas o0 0sso humano é do tipo trabecular. As solugdes de quitosano estudadas
anteriormente afiguram-se como ideais para a fase liquida do cimento, uma vez que
para além do polimero que confere estabilidade mecanica a uma estrutura porosa e
contribui significativamente para a melhoria da injectabilidade e coesao final do
cimento, existe a presenca de acido malico que como referido serve de retardador
da reaccdo de consolidagdo, permitindo que o cimento se torne aplicavel em
cirurgia. As solugbes a utilizar encontram-se abaixo do ponto gel (ver capitulo 3),
mas acima da concentragao critica de aparecimento da fase nematica quiral, de
forma a mimetizar a estrutura do colagénio no osso.

Com vista a optimizacdo do CPC apontam-se como principais pardmetros de
estudo, a quantidade de solido misturado com a solugdo de quitosano, e a
quantidade de quitosano, dissolvido no acido malico. Outras caracteristicas podem
ser consideradas como o acido utilizado e a sua concentragdo, ou mesmo o tipo de

fosfato de calcio inicial usado.
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E importante ainda referir as caracteristicas 6ptimas de um cimento para aplicacéo
cirdrgica. Segundo Driessens e colaboradores,

este tipo de material deve
apresentar, para o uso clinico, as seguintes caracteristicas descritas na tabela
seguinte (Driessens et al., 1997) :

Tabela 4.1 - Resumo das Caracteristicas Optimas de um Cimento Osseo
Sigla

Parametro Valor optimo
t O tempo final da mistura dos componentes  Aproximadamente 1min;
Tempo de solidificacdao ou tempo de presa Minimo: 5min
. Maximo: 20min;
Tempo final de manipulacao ou
tm Maximo: 7min
injectabilidade
O¢ Resisténcia a compressao 5-50 MPa
- Temperatura desenvolvida Maximo: 37°C
- pH (65<pH<85)

No esquema seguinte apresenta-se de que forma se relacionam os varios tempos
envolvidos na preparagéo do cimento:

Minimo b t
Maximo Y b k&
‘ « _— .‘ >
. \
< \ e
i \ H \
tempo(min)o{234$6789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
\\I \“
". Tempo de presa ou tempo de consolidagdo

Tempo para & manipulagdo do cimento ou para & sua injecgdo
Tempo de mistura dos componentes

Figura 4.1 — Esquema explicativo da ordem dos tempos na reaccédo do cimento
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4.2 Parte Experimental

4.2.1 Materiais

Os cimentos desenvolvidos no presente estudo consistem em dois componentes ou
fases sendo um deles um ceramico em pé e o outro um liquido. O p6 de ceramic
usado foi o B-TCP (Plasma Biotal Ltd, UK, 95% Cristalinidade) com um didmetro de
particula de 5um. Para a fase liquida, usou-se DL-acido malico (Acros, ND). O
quitosano foi adquirido a Sigma-Aldrich e possui um peso molecular médio de 471

000 e um grau de desacetilgdo de 85%.

4.2.2 Preparacao dos cimentos 6sseos

Uma solugdo aquosa de acido malico 20% foi preparada para a dissolugdo de
quitosano com concentragdes que variam de 1 a 5% (p/v). Apds complete
dissolugdo, uma determinada quantidade de B -TCP foi adicionada a solugao
aquosa, de acordo com a razao liquido/sélido apresentada na tabela 4.2, e
misturado vigorosamente durante um minuto de forma a formar uma pasta

homogénea.

Tabela 4.2 — Preparacdo de Cimentos Osseos

Concentracao Razao

Amostra de quitosano  Liquido/Solido*

(% piv) (ml/g)
A 1
1
B 3 0.75
05
C 5

* As razées liquido/sodlido sao as mesmas para todas as amostras.
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4.2.3 Tempo de Presa ou solidificacdo, ts

Actualmente, existem dois métodos standard para se estudar a consisténcia e
endurecimento do cimento, séo eles: o0 método das agulhas Gilmore [Standard Test
Method for Time-of Setting of Hydraulic-Cement Paste by Gillmore Needles (ASTM:
C 266-89)] e o método das agulhas de Vicat [Standard Test Method for Time of
Setting of Hydraulic Cement by Vicat Needle (ASTM C 191-92)]. Ambos consistem
numa inspeccgao visual da superficie do cimento, apés uma indentacdo com uma
agulha que podera ser de Vicat (Komath et al., 2000) ou Gilmore (Sarda et al., 2002;
Apelt et al.,2004). Quando, apds a indentagao, a agulha ja ndo deixar marca entao
considera-se que o cimento se encontra solidificado. No momento final da adicdo
dos componentes do cimento dsseo, inicia-se a contagem. Apos 2 minutos, a pasta
€ colocada sob uma agulha de Vicat (VNA-01), com uma extremidade circular e
carregada com uma massa de 300g. A agulha é libertada sobre o topo da pasta para
evitar a aceleracdo gravitacional com intervalos de tempo de 30s. Quando a
extremidade da agulha falha em fazer uma marca circular perceptivel na pasta, o
tempo de presa é registado. Este procedimento foi repetido 3 vezes para cada

formulagao.

4.2.4 Teste de Compresséo

Preparam-se amostras cilindricas com um didmetro de 5.0mm e 10.0mm de altura. A
resisténcia a compressao foi medida usando uma maquina universal de traccao
(Instron, modelo 4507). Os ensaios foram realizados a uma velocidade de 5mm/min.
As medidas foram efectuadas 24h apos o tempo de presa e repetidos 5 vezes para

cada formulagéo.

4.2.5 Injectabilidade

Foi medida a press&o necessaria para remover o cimento ésseo do interior de uma
seringa de plastico de 5mL. O equipamento usado foi uma maquina universal de
tracgdo (Instron model 4507) com uma célula de carga de 500N. Os ensaios foram

realizados a uma velocidade de 60 mm/min. Este procedimento foi realizado com

144



intervalos de tempo de 2 minutos para cada injecgdo até o valor de 100N ser
ultrapassado. O ensaio foi ainda repetido 3 vezes para cada formulagdo. No

tratamento dos resultados foi usada a equacéo 4.1.

carga necessariaparaesvaziaraseringa
100 N

%lnjectabilidade = [1 —( )] x 100 (Equacao 4.1)

4.2.6 Difraccdo de Raios-X (DRX)

Foram realizados difractogramas de cimentos com 24h e 3 semanas, armazenados
a 37°C e 55% de humidade. Os ensaios foram realizados num difractometro Phillips

PW 1830, para posicoes 2& entre 20° e 45° e com um passo de 1°.

4.2.6 Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM)

Dois cimentos foram observados, usando um equipamento Zeiss DSM 963. As

amostras foram revestidas a ouro antes da observagao por SEM.

4.2.7 Medicdo da Temperatura

De forma a seguir a evolugéo da temperatura do cimento ao longo do tempo, um
termopar ligado a um voltimetro, foi mergulhado e mantido no interior da pasta de

cimento durante 25min.

4.2.8 Testes de Citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada recorrendo ao teste do MTT (3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-2-
5-brometo de difeniltetrazol) em extractos. Este consiste essencialmente em colocar
o material a ser testado (indirectamente) em contacto com uma cultura de células e,
em tempo apropriado, observar as altera¢gdes celulares que este material ocasiona.
Este teste € um método quantitativo e que permite a avaliagdo da funcéao
mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazol que € reduzido por enzimas
desidrogenases, nas células viaveis formando cristais de formazana soluveis em
etanol. Este funciona como um indicador colorimétrico da actividade metabdlica
celular, sendo a sua forma oxidada amarela e a forma reduzida purpura. Para o

teste, as células (linha celular de fibroblastos L929) foram plaqueadas em placas de
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24 pocgos, contendo em cada po¢o 1,6x103 células e seguidamente incubadas a
(37£2)°C em atmosfera humida com 5% CO2. Prepararam-se extractos dos
diferentes materiais (incubando o material com meio de cultura a 37 °C durante 24
horas), nos quais as células foram plaqueadas, e cuja a actividade metabdlica foi
determinada apds 48 horas. Como controle negativo utilizaram-se células com meio
adicional de 10% de soro fetal, para proporcionar um meio 6ptimo ao seu
desenvolvimento e desta forma nao se obter qualquer resposta citotoxica. Para além
deste, efectuou-se um controlo positivo (meio com 0,01 M de fenol), utilizado para se
obter uma resposta reprodutivel da percentagem de células viaveis. Por fim,
adicionou-se o corante MTT, que em presenca de células viaveis, é reduzido a um
produto de cor purpura, permanecendo amarelo no caso de a viabilidade ser
reduzida ou quase inexistente. O corante precipitado é diluido em isopropanol e
acido cloridrico e a leitura da densidade 6ptica (DO) é medida a 570nm com filtro de
referéncia de 655nm. Para cada material efectuaram-se cinco réplicas assim como
do controlo de células. No controlo positivo o numero de réplicas foi de 3. Por fim a
percentagem de viabilidade celular € obtida com base nas leituras de absorvancia e
através da comparacdo da percentagem de células vivas presentes em cada

amostra com o controlo de células.
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4.3.Resultados e discussao

A atractividade dos CPCs depende em muito da sua facilidade de manuseamento
durante a pratica cirurgica. Estes devem ganhar consisténcia, num tempo
relativamente curto mas que permita ao cirurgido efectuar, a implantagéo no local e
sem que haja atrasos na cirurgia, o que poderia até comprometer a saude do
doente. O quitosano, sendo um biopolimero, biocompativel e biodegradavel torna a
sua incorporagdo num cimento ésseo vantajosa por diversas razdes de natureza
biolégica, sendo uma delas o facto de esta macromolécula ser degrada pela lisosima
comprovando a sua biodegradabilidade (Xiupeng Wang et al., 2006). Nas
formulagdes de cimento estudadas verificou-se um tempo de presa maximo de 23
minutos e um tempo minimo de 3 minutos, sendo a razdo quantidade de solugao
acida/ quantidade de B -TCP (razdo L/S) a que mais influéncia possui (Tabela 4.3).
Em termos tedricos, a reacgdo de endurecimento comecga por se realizar devido a
quelagado do calcio com o acido carboxilico, passando para uma segunda fase de
formacao do fosfato de calcio final, encontrando-se o tempo de presa entre estas
duas etapas. Foi ainda verificado que inicialmente o cimento atravessa um period

em que é possivel molda-lo como se este se tratasse de pastilha elastica.

Tabela 4.3 — Efeito da concentracao de polimero no tempo de presa

Quitosano Tempo de Presa (min)

(%plv) US=1 LUS=0.75 US=05

A 1 18 10 3
B 3 20 12 4
Cc 5 23 16 5

Os dados do presente trabalho sugerem que o aumento do tempo de presa pode ser
atribuido a presenca de quitosano uma vez que este aumenta com o teor em
quitosano. Foram obtidos resultados semelhantes por Yokoyama e colaboradores
em cimentos de bruxite com quitosano (Yokoyama et al., 2002). Uma possivel

justificacdo para este fendmeno podera ser a presenca de cargas positivas na
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superficie das cadeias de quitosano que provocam forgas de repulsao entre as

cadeias poliméricas e as moléculas de calcio, promovendo melhor distribuicdo e
mantendo desta forma o cimento trabalhavel durante mais tempo (Alves Rocha,
2006). Leroux e colaboradores, em 1999, afirmam que o quitosano adsorve os
novos cristais de bruxite inibindo a sua formacao e crescimento (Leroux et al.,1999).
Em termos de aplicacao cirurgica, os tempos de presa deverdo ser curtos, cerca de
15 minutos, de forma a ser possivel a sua aplicagdo mas também que, uma vez
introduzidos, sejam estruturalmente estaveis e possuam capacidade mecéanica para
suportar alguma carga (Zou et al., 2008). A gama de tempos mais interessante para
aplicagéo cirurgica, na forma injectavel € obtida para uma raz&o liquido/sélido de
0,75 (mL/g). Em termos de comportamento mecanico verifica-se que o incremento
tanto da quantidade de polimero quanto do fosfato de calcio induz um aumento na
resisténcia a compresséo (Figura 4.2). Também se verifica que a presenga de
quitosano tem uma influéncia superior sobre a resisténcia a compressao o cimento.
Tal facto pode ser explicado pelo aumento de coesao do cimento devido a presenca
de polimero que, funcionando como uma cola, permitira uma mais eficiente
distribuicdo de cargas pela amostra (Hatin et al. ,1998; Wiupeng Wang, et al, 2006).
Outro factor podera ser a diminuicdo de porosidade da amostra e consequente

aumento da densidade.

10

LIS =1
8 L/S =0.75
WL/S=05

Resisténcia 8 Compressao (MPa)
(1]

1 3 5
%(p/v) de Quitosano em Solugdo
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Figura 4.2 - Resisténcia a compressao de diferentes CPCs

Os modulos de compressdao apresentados sdo semelhantes aos blocos de
hidroxiapatite sinterizada, com valores entre 2-11MPa (Shuchanek et al., 1998), e
superiores aos modulos de compressao do osso trabecular humano, com valores a
rondar 3.5MPa (Damien et al., 1991), sendo que estes se encontram ainda longe do
necessario para o osso humano compacto, 135MPa e também de valores
apresentados na literatura, com valores de 30MPa para o bio-cimento commercial
CEMENTEK (Leroux et al., 1999). A solubilidade do !-TCP na solugao inicial pode
ser justificativa deste facto. Boudeville e colaboradores referem que a solubilidade
inicial dos elementos que compdem o cimento é determinante para a formacao da
estrutura do fosfato de caélcio final e, consequentemente, das suas propriedades
mecanicas (Boudeville et al., 1999). Segundo Gbureck e colaboradores, a
solubilidade do B -TCP é diminuida pela sua cristalinidade, pelo que a utilizagao de B
-TCP com 95% de cristalinidade pode ser uma das razbes para a diminuigdo do
modulo de compressao (Gbureck et al., 2003).

A injectabilidade de um cimento 6sseo € importante para aplicagbes em cirurgias
minimamente invasivas. O cimento aplicado desta forma n&do devera possuir uma
carga de aplicacdo acima dos 100N, representando uma pressao de cerca de 10Kgf
disponivel na mao humana. Dois outros factores sao igualmenteimportantes para
esta forma de aplicagéo, os fendmenos de filter pressing e a capacidade do cimento
se moldar a cavidade a preencher. No primeiro € importante que o cimento se
mantenha agregado durante a injecgao, ndo ocorrendo separagao das fases liquida
e solida. Para o segundo, é importante que o cimento seja injectado durante a fase
de moldacéao, de forma a que ocupe na totalidade a cavidade e se mantenha coeso
no seu interior. De notar que pelas figuras 4.3 (a, b e c) é possivel verificar que o
cimento, para formulagbes acima da razdo de 0,75mL/g, se mantém injectavel até
perto do tempo de presa, com valores maximos de 90N préximo do tempo de presa.
Para as mesmas formulagdes, foi possivel ainda verificar que existe um periodo de
tempo onde a forga necessaria para injectar o cimento sofre pequenas alteragdes,
entre 10-20N, traduzindo-se por ser o periodo de tempo anterior ao tempo de

moldacgao, determinado por inspecgdo manual.
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A partida, a introdugdo de um polimero no cimento significa que este tornara a
formulacdo mais viscosa, pelo que, a injectabilidade do cimento poderia ser
afectada. No entanto, verificou-se que os fendmenos de injectabilidade sao
melhorados pelo aumento da concentracdo de polimero na fase liquida, sendo o
tempo de injeccao encurtado pelo aumento da fracgdo sélida do cimento. Tal facto
pode ser explicado pela ocupacdo de espaco pelas cadeias poliméricas no interior
do cimento, com carga electrostatica idéntica, faciltando o escoamento das
particulas sélidas (fosfato de calcio) presentes no mesmo. Igualmente, a adsorgéo
das particulas de fosfato de célcio evita a acumulagao de liquido junto das particulas
sb6lidas o que aumenta o tempo de presa (i) mas também o tempo de
manuseabilidade (tm), ou como verificado, o tempo correspondente ao patamar
o6ptimo de injectabilidade (Alves Rocha et al., 2006). Nos presentes ensaios a
totalidade do cimento foi removido da seringa, ndo se tendo verificado, através de
uma inspeccdo visual, qualquer acumulagdo de cimento no interior desta,
encontrando-se o cimento perfeitamente intacto a saida. O equipamento de tracgao
foi restringido para uma for¢a maxima de carga de 150N, valores que somente foram
atingidos para la do tempo de presa, sendo que para estes valores parte do cimento
ficou retido no interior da seringa, porque a maquina parou.

A partir dos resultados obtidos por difracgdo de raios-x (DRX), figura 4.4, foi possivel
confirmar que houve formacao de bruxite, como seria de esperar pelo valor de pH.
No entanto, seria de esperar uma conversao total do R3-TCP em DCPD, sendo que
tal ndo sucedeu nem ao fim de 24h nem ao fim de 3 semanas. A auséncia de
conversao total do B -TCP pode estar relacionada com a quantidade de acido usada,
uma vez que o anido do acido malico estabelece ligacdes quelantes com o ido
calcio, ndo o deixando disponivel para reagir e formar bruxite (Leroux et al., 1999).

O complexo formado desta forma acaba por precipitar, sendo esta a estrutura
observada nos ensaios de DRX. Por outro lado, a amostra com 3 semanas foi
armazenada seca a 37°C, especulando-se se na presenca de fluidos fisiolégicos

pudesse ter sido convertida em bruxite.
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Figura 4.4 — Difractograma do cimento apos 24h (a) e 3 semanas (b) @ B-TCP[_] DCPD

Nas observacbes por SEM procurou-se verificar se o cimento possuia porosidade,
uma vez que este é um factor determinante para a osteointegragdo e angiogénese,
necessarias a formagao de novo tecido 6sseo. Verifica-se, pelas figuras 4.5 (a) e (b),
que o cimento possui porosidade. Sendo o quitosano um biopolimero que se
degrada no interior do corpo humano pela acgdo da enzima lisozima, e sendo esta

degradacéo superior a degradacéo da qualquer outro componente do cimento, é
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expectavel que gradualmente a porosidade no interior do cimento aumente. Assim
facilita-se a osteointegracao e formagéo de novo tecido sem que exista uma brusca
perda de caracteristicas mecanicas. A presenga de porosidade é também uma das

razdes para a obtencgdo dos valores baixos de resisténcia mecanica a compressao.

(b)
Figura 4.5 — Imagem SEM da superficie do CPC B: L/S=1 (a) e L/S=0,75 (b)

Na figura 4.6 apresenta-se, a titulo de exemplo, a variagdo da temperatura durante a

preparagao dos diferentes cimentos (diferentes quantidades de quitosano), com
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razao L/S igual a 1. Os outros cimentos apresentam uma evolugao da temperature
semelhante a registada na figura 4.6,
Da observagdo da figura 4.6, é possivel verificar que a reaccdo de mistura dos

fosfatos de calcio com a solucéo acida de quitosano é do tipo exotérmica devido ao
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Figura 4.6 — Variacao da temperatura ao longo da preparacao do cimento

aumento de temperatura durante a sua preparagdo. A temperatura do cimento
pouco ultrapassa os 42 °C, estando dentro dos limites 6ptimos para a sua aplicagdo
no interior do corpo humano, sem que tal comprometa os tecidos envolventes.
Verifica-se ainda que, a quantidade de quitosano presente no cimento influencia de
forma pouco significativa a temperatura da pasta do cimento.

Os testes de citotoxicidade foram efectuados com o intuito de testar a viabilidade
celular, isto é, o numero de células que se encontram viaveis apos o contacto com o
produto. Estes foram realizados de acordo com a norma ISO 10993-5.. Nestes
testes comecgou por se medir a viabilidade de todas as formulagcbes e razdes L/S,
pelo método de MTT em extracto. As amostras de cimento foram esterilizadas com
etanol de sintese 96% durante 21h, ficando a incubar durante 24h a 37°C. Em
seguida colocou-se 0 meio de extracgdo em contacto com as células durante 42h.

Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 4.4.
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Tabela 4.4 - Resultados do teste de citotoxicidade (% de viabilidade celular) dos 3 CPC em

funcao da razao L/S

Amostras L/S=1 usS=0.75 L/S=05
A 3,16 1,69 1,34
B 1,12 1,82 1,66
C 1,61 1,69 1,34
Controlo Positivo 2,37

Em todas as amostras verifica-se que a viabilidade é muito reduzida, sendo os
valores da mesma ordem de grandeza do controlo positivo, ndo se registando
grandes diferengas em termos de razdo L/S nem da quantidade de quitosano.

Contudo estes resultados podem dever-se ao facto da reacgcéo nao estar completa o
que faz com que tanto o CPC como o meio de extracgdo apresentem um pH muito
baixo causando morte celular. Apds estes primeiros resultados procederam-se a
novos testes, para tentar compreender a extensao da reacgao e a sua influéncia na
viabilidade do cimento. Nestes utilizou-se apenas um CPC: aquele que reuniu as
melhores propriedades ao longo dos testes anteriores, ou seja, o B com a raz&o L/S
de 0,75. Contudo, neste caso variou-se o tempo apds o qual se adicionou o meio de
extracgdo a amostra e o0 método de incubacgdo. No final algumas das reacg¢oes foram
paradas, colocando-se as amostras em etanol e secando-se a 50°C, para ver se
isso também poderia interferir com a viabilidade. A designagdo de cada amostra de

CPC e as condi¢des a que cada uma foi mantida é apresentado na tabela 4.5.

Tabela 4.5 - Designacao e condicdes a que cada amostra foi mantida antes dos testes de

citotoxicidade

Amostra Condigoes
O CPC foi preparado e mantido durante 4 dias a 37°C e 55% de
Humidade Relativa

O CPC foi preparado € mantido durante 4 dias a 37°C e em soro

- .
fisiologico.
O CPC foi preparado e mantido durante 4 dias a 37°C e em soro
3 fisiologico, no final a reacgdo foi parada com etanol.
O CPC foi preparado e mantido durante 3 meses a temperatura
! ambiente.
5 O CPC foi preparado e mantido durante 3 meses a temperatura

ambiente, no final a reacgao foi parada com etanol.
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Figura 4.7 — Avaliacao da viabilidade celular

Observando os valores da figura 4.7, verifica-se que o Unico caso onde a viabilidade
continua a ser reduzida é aquele que secou apenas a uma Humidade relativa de
55%. Qualquer uma das outras amostras, quer com apenas 4 dias, quer com 3
meses apresentam uma viabilidade tdo ou mais elevada do que o controlo negative
(100%), ou seja, o numero de células que se obteve no final foi, na maioria dos
casos, superior ao numero inicial, o que significa que nesta situagdo o material ndo
tém qualquer efeito citotdoxico. O facto de se usar o etanol para se parar a reacgao
parece nao ter relacdo directa com a viabilidade. A resposta citotoxica, como nos
sugerem os primeiros resultados, deve-se provavelmente a utilizacdo de uma
grande concentracdo de acido, que faz com que o pH inicial da pasta seja muito
baixo. Contudo o pH devera aumentar e estabilizar perto de 6, uma vez que este é o
pH de equilibrio para um cimento de bruxite (DCPD) composto inicialmente por !-
TCP, como foi referido anteriormente, pagina 141.

As medigbes de pH, efectuadas ao longo do tempo encontram-se representadas na
figura 4.8. Verificou-se que para todos os CPC, na altura da mistura dos
componentes, a pasta € extremamente acida com o pH a rondar 3.1, devido a
presenca de acido malico. Apdés uma hora, as amostras foram colocadas em soro

fisiolégico e efectuaram-se novas medigdes, mudando-se o soro todos os dias.
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Verificou-se uma tendéncia de subida de pH, tendo o mesmo estabilizado para

valores perto de 6 (5,8) ao fim de 6 dias.

R

4
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Figura 4.8 - Evolucéo do pH para o CPC B, L/S=0,75

Assim, ndo é de estranhar que este apresente uma resposta citotoxica durante os
primeiros dias em que estda em contacto com fluidos pois o pH é muito baixo,
levando a alguma morte celular. No entanto, como nos sugerem os resultados da
segunda experiéncia, onde se deixou as amostras a “envelhecer” em soro
fisioldgico, verificou-se que, passados apenas 4 dias, este ja nao provoca qualquer
resposta citotoxica e até permite o crescimento celular (viabilidade acima de 100%).
Assim apesar da toxicidade inicial do CPC, ndo se deve excluir a partida a sua
utilizacdo porque com o tempo este torna-se completamente viavel, dai que a
resposta in vivo deva ser avaliada. Isto €, em certa medida, o que acontece com o0s
cimentos de PMMA. O mondmero MMA é citotéxico ao inicio, causando igualmente
morte celular, contudo este cimento &€ amplamente utilizado. Por outro lado, a
elevada temperatura desenvolvida durante a polimerizacdo deste mondmero induz

também necrose de tecido 6sseo.
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4.4 Conclusao

Foi possivel produzir um cimento 6sseo biocompativel, com propriedades mecanicas
proximas do osso humano trabecular. Considera-se ainda que o cimento produzido
possui caracteristicas de operacdo Optimas em termos de tempo de presa ou
solidificacao (ts) e injectabilidade, com valores até 23 minutos de solidificacao e
patamares de injectabilidade até 10min com valores abaixo dos 2Kgf. A presenga de
componentes totalmente biocompativeis como o B-TCP e o quitosano, aliados a
uma estrutura porosa sugerem que o produto deva permitir uma excelente

osteointegragao.

Tabela 4.6 - Resumo dos pardmetros obtidos em comparagcao com os de referéncia

Parametro Valor Optimo Valor Obtido
t, Aprox. Tmin 30s-1min
Cimentos

Minimo: 5min
ts L/S=0.75,
Maximo: 20min

10,12,16 min
ta Maximo: Smin Maximo: 5min
Oc 5-50 MPa 2-12 MPa
T 35-45°C Maximo: 42°C

1° dia - 3,1
pH (6.5-8.5).
6°dia-58

De forma a alargar o espectro de aplicacdo deste cimento é determinante o
incremento das propriedades mecanicas, essencialmente a resisténcia a
compressao. Sugerem-se como solugdes para o aumento destes valores a utilizagao
de uma fase de fosfato de calcio amorfa e, para a fase polimérica, a utilizacdo de um
polianido. Este polianido que estabelecera ligagdes do tipo covalente com o ido
calcio, permitindo a precipitacdo do fosfato de calcio final na superficie das cadeias
poliméricas. No entanto, a quantidade de polianido ndo podera ser demasiadamente
elevada de forma a nao prejudicar a estequeometria da reacgdo de formagdo do

fosfato de calcio final. Pode-se especular ainda que a inclusdo de particulas
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nanometricas, tanto ceramicas como polimeéricas, possa resultar num incremento de
propriedades mecanicas, uma vez que, poder-se-a formar um maior niumero de
ligacbes por pontes de hidrogénio. Este aumento dever-se-a sobretudo ao

incremento de area de contacto entre estas particulas, por serem nanométricas.

159



4.5 Referéncias

Andrianjatovo, H.; Lemaitre, J.; (1995) Effects of polysaccharides on the cement
properties in the monocalcium phosphate/R-tricalcium phosphate system.
Innov Tech Biol Med, Vol. 16S, pp. 140-147.

Alves, H.; Santos, L.; Bergmann, C.; (2008) Injectability evaluation of tricalcium
phosphate bone cement. J Mater Sci: Mater Med 19:2241-2246

Alves, H.; Bergmann, C.; Santos, L.; (2006) Additives Influence on the Injectability of
Tricalcium Phosphate Bone Cement Revista Matéria, v. 11, n. 3, pp. 324
- 331,

Apelt, D.; EI-Warrak AO, Zlinszky K, Bettschart-Wolfisberger R, Bohner M, Matter S,
Auer JA, von Rechenberg B (2004) In vivo behavior of three different
injectable hydraulic calcium phosphate cements. Biomaterials, Vols. 25
(7-8), pp. 1439-1451

Bajpai P.; Fuchs C.; McCullum D.; (1987) Development of tricalcium phosphate
ceramic cements. Quantitative characterization and performance of

porous implants for hard tissue applications, Vol. 953, pp. 377-388

Barralet, J.; E., Grover, L.; Gbureck, U.; (2004) lonic modification of calcium
phosphate cement viscosity. Partll : hypodermic injection and strength

improvement of brushite cement. Biomaterials, Vol. 25, pp. 2197-2203.

Boudeville, P.; Serraj, S.; Leloup, J.M.; Margerit, J.; Pauvert B.; Terol, A.J.; (1999)
J.Mater. Sci. Mater. Med.,10:99

Bohner, M.; vanLanduyt, P; Merkle, HP,; 1997) Composition effects on the pH of a
hydraulic calcium phosphate cement. J Mater Sci: Mater Med , Vol. 8 ,

pp. 675-681.

Bohner, M.; (2000) Calcium orthophosphates in medicine: from ceramics to calcium

phosphate cements, Injury, Vol. 31, pp. SD 37-47.

160



Bohner, M.; Gbureck, U.; Barralet, J.; (2005) Technological issues for the
development of more efficient calcium phosphate bone cements: A

critical assessment Biomaterials 26, 6423—6429

Bohner, M.; Lemaitre, J., Ring, T. Hydraulic properties of ftri-calcium
orthophosphate—phosphoric acid—water mixtures. [ed.] P. Duran e J.F.
Fernandez, Castellon de la Plana : Faenza Editrice Iberica S.L., pp. 95—
100, (1993)

Bohner, M.; Gbureck, U.; (2008) Thermal reactions of brushite cements. J Biomed
Mater Res Part B, Vol. 84B, pp. 375-385.

Brown, W.E.; Tung, M.S.; (1983) Characterization and modification of

electrochemical properties of teeth J Dent Res 62,672

Brown, W.; Chow L.C. (1986) A new calcium phosphate water setting cement. In:
Brown PW (ed) Cements research progress. American Ceramic Society,
Westerville, p 352

Burguera, E.F.; Hockin, H.; Xu, K.; Sun, L.; (2008) Journal of biomedical Materials
Research Part B- Applied Biomaterials 84B, 2, 493-502

Buchanan, F.; Gallagher, L.; Jack, V.; Dunne, N.; (2007) Short-fibre reinforcement of
calcium phosphate bone cement Proceedings Instution Mechanical

Engineering Part H: J Engineering Medicine 221:203

Cama, G.; Barberis, F.; Botter, R.; Cirillo, P.; Capurro, M.; Quarto, R.; Scaglione, S.;
Finocchio, E.; Mussi, V.; Valbusa, U.; (2009) Acta Biomaterialia Volume
5, Issue 6, Pages 2161-2168

Charriere, E; Terrazzoni, S; Pittet, C, (2001) Mechanical characterization of brushite

and hydroxyapatite cements. Biomaterials, Vol. 22, pp. 2937-2945.

Cherng, A; Takagi, S; Chow, LC; (1997) Effects of hydroxypropyl methylicellulose
and other gelling agents on the handling properties of calcium phosphate
cement. J Biomed Mater Res, 35, 273-7.

161



Constantz, BR; Barr, BM; Ison, IC, (1998) Histological, chemical, and
crystallographic analysis of four calcium phosphate cements in different

rabbit osseous sites. J Biomed Mater Res, Vol. 43, pp. 451—- 461.

Comuzzi, L.; Ooms, E.; Jansen, J.; (2002) Injectable calcium phosphate cement as a
filler for bone defects around oral implants: an experimental study in goat.

Clinical Oral Implants Research : s.n., Vol. 13, pp. 304-311.

Damien, C.; Parson, J.; (1991) Bone graft and bone graft substitutes: A review of

current technology and applications. J Appl Biomater, 2:187-208.

Dorozhkin, S.; (2008) Calcium orthophosphates, J Mater Sci 43:3028-3057

Driessens, F.; Planell, J.; Gil, F.; (1995) Calcium phosphate Bone cement.
Encyclopedic Handbook of Biomaterials and Bioengineering:

Applications, Vol. 2, pp. 855,

Driessens, F.;(1999) Chemistry and applied aspects of calcium orthophosphate bone
cements. Concepts and clinical applications of ionic cements. September

8, Arcachon, France

Driessens, F.; Verbeeck, R.; (1988) Relation between physico-chemical solubility and
biodegradability of calcium phosphates. Amsterdam : Elsevier, pp. 105-
111.

Driessens, F.; (1997) Calcium phosphates and ceramics bone cements vs. acrylic
cements. Anales de Quimica, Vol. 93, pp. S38-S43.

Frayssinet, P; Gineste, L; Conte, P, (1998) Short-term implantation effects of a
DCPD-based calcium phosphate cement. Biomaterials, Vol. 19, pp. 971—
977.

U. Gbureck, O. Grolmsa, J.E. Barraletb, L.M. Groverb, R. Thulla Mechanical
activation and cement formation of b-tricalcium Phosphat. Biomaterials
24 (2003) 4123—4131

162



GRUNINGER, SE; SIEW, C; CHOW, L Evaluation of the biocompatibility of a new
calcium phosphate setting cemen,. J. Dent. Res, Vol. 63, p. 200 (1984).

Grover, LM; Gbureck, U; Young, AM, Temperature dependent setting kinetics and
mechanical properties of b -TCP-pyrophosphoric acid bone cement. J
Mater Chem, Vol. 15, pp. 4955- 4962, (2005).

Ikenaga, M; Hardouin, P; Lemaitre, J, Biomechanical characterization of a
biodegradable calcium phosphate hydraulic cement: a comparison with
porous biphasic calcium phosphate ceramics. J Biomed Mater Res, Vol.
40, pp. 139— 144, (1998).

ISO 10993-5: Biological Evaluation of Medical Devices

Hansen C., McQueen, D., Friis, E., Cooke, F., Widenhouse C., (2008) The Journal of
Arthroplasty Volume 23, Issue 2, February 2008, Pages 279-2867.

Hatim, Z. Elaboration et E” tude de Ciments et Ce’'ramiques Phosphocalciques a
Usage Orthopedique. Toulouse: These de I'Institut National de Toulouse;
1998.

Hofmann, M., (2005) Carboxylic acids as brushite bone cement setting retardants.
Naples: Proceedings of the 19th European Conference on Biomaterials.
pp. 411-418.

Komath, M.; Varma, H. K.; Sivakumar, R.; (2000) On the development of an apatitic
calcium phosphate bone cement. Bull. Mater. Sci., Vol. 23, pp. 135-140.

Liu H., Li H., Cheng W., Yang Y., Zhu M., Zhou M. Acta Biomaterialia 2 (2006) 557—
565

Leroux, L., Hatim, Z., Freche M., Lacout L., (1999) Effects of various adjuvants (lactic

acid, glycerol, and chitosan) on the injectability of a calcium phosphate

cement Bone 25 31

163



Lemaitre, J., Mirtchi, A. e Mortier, A. Calcium phosphate cements for medical use:
state of the art and perspectives of development. Silicates Industriels,
Vols. 9-10, pp. 141-146, (1987).

Khairoun |, Boltong MG, Driessens FCM, Planel JA (1997) Biomaterials 18:1535

Monma H. Materials chemistry of calcium phosphate cement. J Jpn Soc Biomater
1997;15:24-30.

Munting, E., Mirtchi, A. A. e Lemaitre, J. Bone repair of defects filled with a
phosphocalcic hydraulic cement: an in vivo study. J Mater Sci Mater Med
, Vol. 4, pp. 337-344, (1993).

Nzihou, A; Sharrock, P; Ricard, A Reaction kinetics and heat transfer studies in

thermoset resins, Chemical Engineering Journal 72 (1999) 53-61.

Ohura, K; Bohner, M; Hardouin, P Resorption of, and bone formation from, new beta-
tricalcium phosphate-monocalcium phosphate cements: an in vivo study.
J. Biomed. Mater. Res. , Vol. 30, pp. 193-200, (1996).

Perioli, L., Ambrogi V., Venezia L., Pagano, C., Ricci M., Rossi, C., 2008, Chitosan
and a modified chitosan as agents to improve performances of
mucoadhesive vaginal gels Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 66, 1,
pag.:141 -145

Rinaudo M. (2006), Progress in Polymer Science Volume 31, Issue 7, July 2006,
Pages 603-63

Sarda, S.; (2002) Kinetic study of citric acid: Influence on calcium phosphate bone
cements as water-reducing agent. J. Biomed. Mater. Res, Vol. 61, pp.
653-659

Santos L., Carrodeguas R., Boschi A., de Arruda A. (2003) alpha-tricalcium
phosphate cement: "in vitro" cytotoxicity J Biomed Mater Res A 65A:244

Suchanek W, Yoshimura M. Processing and properties of hydroxyapatite- based

164



biomaterials for use as hard tissue replacement implants. J Mater Res
1998;13:94-117.

Takagi, S.; L.C. Chow, S. Hirayama, F. C. Eichmiller, 2003 Properties of elastomeric
calcium phosphate cement-chitosan composites Dental Materials Volume
19, Issue 8, December, Pages 797-804

Takechi M, Miyamoto Y, Ishikawa K, Toh T, Yuasa T, Nagayama M, Suzuki K. Initial
histological evaluation of anti-washout type fast-setting calcium
phosphate cement following subcutaneous implantation. Biomaterials
1998;19:2057-63.

Von Gonten A., Kelly J., Antonucci J. (2000) Load-bearing behavior of a simulated
craniofacial structure fabricated from a hydroxyapatite cement and
bioresorbable fiber-mesh. J Mater Sci Mater Med 11:95

Villacampa A., Garca-Ruiz J.,(2000) Synthesis of a new hydroxyapatite-silica
composite material J Cryst Growth 211:111

Wang X., Chen L., Xiang H., Ye J., Influence of Anti-Washout Agents on the
Rheological Properties and Injectability of a Calcium Phosphate Cement
Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials
2007, 81, 2, 410-418

Xu H., Quinn J., Takagi S., Chow L.C. (2002) Processing and properties of strong

and non-rigid calcium phosphate cement J Dent Res 81:219

Khairoun |, Driessens FCM, Boltong MG, Planell JA, Wenz R (1999) Addition of

cohesion promoters to calcium phosphate cements Biomaterials 20:393

Yokoyama, A., Yamamoto, S., Kawasakia, T., Kohgob, T., Nakasuc, M.; (2002)
Development of calcium phosphate cement using chitosan and citric acid

for bone substitute materials Biomaterials 23 1091-1101

YU D, WONG J, MATSUDA Y, Self-setting hydroxyapatite cement: a novel skeletal
drug delivery systemforantibiotics, J. Pharm Sci, Vol. 81(6), pp. 529-31,

165



(1992).

Zhang Y, Xu H., Takagi S., Chow LC (2006) In-situ hardening hydroxyapatite-based
scaffold for bone repair J Mater Sci Mater Med 17:437

Zhang Y, Xu HHK (2005) Effects of synergistic reinforcement and absorbable fiber
strength on hydroxyapatite bone cement J Biomed Mater Res A 75A:832

166



Capitulo V

Producao de Nanofibrilas de Quitina a Escala Laboratorial

167



168



5. Producao de Nanofibrilas de Quitina a Escala Laboratorial

5.1 Introdugao

Em 2002, Eugene Khor, considerou que a quitina ainda era um material em espera.
Foi descoberta ha dois séculos, mas ao invés de outros materiais semelhantes, a
quantidade de estudos realizados sobre esta molécula ainda é considerado pequeno
face a sua potencialidade. (Khor, 2002)

O quitosano é o derivado mais importante da quitina, € ocupou um lugar de
destaque devido a sua superior solubilidade. No entanto, a quitina tem encontrado
campos de aplicagdo a escala nano, mais propriamente no reforco de estruturas
poliméricas (Marchessault et al., 1959, Dufresne, 2008). A esta escala, a sua baixa
solubilidade deixa de ser um factor negativo para passar a ser um beneficio uma vez

que as nanofibrilas de quitina, formam suspensdes coloidais em agua.

5.1.1 Producéo de Nanofibrilas de Quitina

Em 1993, Revol et al., propds um método para a produg¢ao de nanofibrilas de quitina
sendo para tal necessario executar uma hidrélise acida da '-quitina. Genericamente,
1g de quitina seca € adicionada a 10 mL de HCI 3M, durante 1 hora a temperature
de 110°C. O produto entéo obtido é submetido a uma etapa de lavagem, em que séo
executadas centrifugacdes sucessivas com substituicdo do sobrenadante. Quando o
sistema atinge o pH de 2, uma suspenséao coloidal surge espontaneamente, com um
aspecto translucido. A partir deste momento, conservando-se os sobrenadantes é
possivel separar as nanofibrilas das restantes particulas de quitina. Prosseguindo
com didlise contra agua, € possivel obter uma suspensdo coloidal com pH de 7,
sendo possivel ainda liofilizar de forma a obter nanofibrilas secas. Podera ser
necessario aplicar um tratamento com ultrasons, num periodo maximo de 1 min,
para forcar a dispersao de particulas. Mais tarde, Belamie et al., propds que a etapa

de lavagem fosse realizada somente na dialise, n&o indicando o procedimento para
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a separagao dos nanofibrilas das restantes particulas de quitina. E indicado ainda,
pelos autores que ocorre cerca de 30-40% de perda de massa durante o processo
devido a dissolugao de particulas no acido (Revol et al., 1993; Belamie et al., 2004).
A a-quitina possui uma estrutura altamente cristalina (capitulo 1), com pequenas
fraccdes amorfas. Estas fracgdes funcionam como defeitos na estrutura onde ocorre
clivagem pela acgéo do acido, formando-se monocamadas cristalinas das particulas
gue sao mais resistentes ao ataque acido. Desta forma é esperado a formacao de
estruturas lamelares quitinosas, constituidas de cadeias lineares de baixo grau de
polimerizacéo (Robin et al., 1974).

Para que uma fibrila seja considerada nanofibrila, esta tera que ter pelo menos uma
das dimensoes inferior a 100nm. Neste caso, uma tipica nanofibrila de quitina com
origem da casca de camardo ou caranguejo, possui didmetros na ordem dos 10 a
20nm e comprimentos superiores a 300nm. Armand Morin e colaboradores
produziram nanofibrilas pelo mesmo método que Revol e Marchessault, mas com
quitina proveniente dos tubos de vermes Riftia, uma origem considerada rara uma
vez que estes tubos se encontram no fundo de oceanos. As nanofibrilas desta fonte,
possuem um factor de forma (raz&o comprimento/didmetro, L/D) muito elevado.
Estas nanofibrilas apresentam comprimentos que chegam 2200 nm e factores de
forma superiores a 120. Os factores de forma das fontes habituais de quitina as

cascas de crustaceos, situa-se na ordem dos 15 (Morin et al., 2002).

Tabela 5.1 - Resumo das dimensdes de nanofibrilas de quitina obtidas de diferentes fontes
(adaptado de Dufresne, 2008)

Comprimento  Diamétro  Factor de

Fonte Referéncia
(nm) (nm) Forma
Tubos de .
2200 18 122 Morin et al., 2002
Vermes Riftia
. Nge e tal, 2003
Caranguejo 80-350 8-12 10-30 )
Ymin Fan et al., 2009
N Goodrich et al., 2007
Camarao 200-500 10-15 17-28
J. Junkasemet al., 2009
Cartilagem de
150-800 10 15-80 Paillet et al., 2001
Lulas
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Outros métodos para a produgdo de nanofibrilas de quitina, foram introduzidos por
Ymin Fan e colaboradores, na tentativa de obter, com um elevado rendimento,
nanofibrilas totalmente individualizadas. Para tal, apresentam dois métodos
alternativos, um usando a TEMPO (2,2,6,6 — Tetrametilenopipredina — 1- oxyl) para
mediar a oxidacdo. Neste processo a percentagem de perdas é reduzida para 10%,
nao ocorre desacetilacdo, e a estrutura cristalina bem como a cristalinidade da
molécula fica intacta. Apds a reacgao, é necessario apenas aplicar um tratamento
com ultrasons para dispersar as particulas obtidas, sendo que estas apresentam
didmetros de 8nm e comprimentos de 340nm. Mais tarde, o0 mesmo autor propés a
producdo de nanofibrilas em agua com pH entre 3-4 durante 5 dias, seguido de
tratamento com ultrasons de 1min. Neste estudo as particulas de quitina foram,
inicialmente, parcialmente desacetiladas através de um tratamento com NaOH a
8,25M formando-se grupos desacetilados na superficie das fibrilas de quitina. Os
grupos amina |l (NH2) na superficie das nanofibrilas de quitina, a pH abaixo de 6
tornam-se amina Ill (NHs +) e estas cargas positivas obrigam a separacgéo das fibrilas

em nanofibrilas por repulsdo (Ymin Fan, 2008 e 2010).

5.1.2 Modificacdo Quimica

Nao existem muitos estudos dedicados a modificacdo quimica das nanofibrilas de
quitina. Li e colaboradores, N-sulfonaram nanofibrilas de quitina, por reaccao
heterogénea com Tri-Etilamina/SOs ou Piridina/SOs. Na caracterizagao feita por
TEM, verificou-se que a reacgdo ndo provocou grande alteracdo no perfil dos
bastonetes, nem da sua homogeneidade, embora se tenha verificado maior
agregacao de nanofibrilas. Este estudo revelou ainda que para valores de
substituicdo superiores a 3, as suspensbes formam estruturas nematicas quirais,
com passos de hélice de 40pum (Li et al., 1997).

Feng e colaboradores, produziram bio-nanocompodsitos a partir do enxerto de
nanofibrilas de quitina em cadeias de policaprolactona. Para tal, misturaram
nanofibrilas de quitina a diferentes concentragdes, na reac¢do de polimerizacao da
caprolactona, tendo depois realizado filmes por injec¢do. Da caracterizacdo destes
fimes, a integracdo das nanofibrilas revelou aumento da tensao de ruptura, extensao
a ruptura e ainda um aumento da hidrofobicidade (Feng et al., 2009). A

desacetilacdo das nanofibrilas de quitina, € uma modificacdo quimica feita por
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alguns autores. Lertwattanaseri e colaboradores, modificaram com sucesso as
nanofibrilas para graus de desacetilagdo proximos de 95%. No entanto, a partir de
técnicas como TEM e difraccao de raio-X verificaram que os bastonetes formados
perderam cristalinidade e rigidez, tendo-se agregado e formado uma matriz continua
(Lertwattanaseri et al., 2009).

5.1.3 Fases Liquido-Cristalinas

Quando em &agua, as nanofibrilas de quitina, em forma de bastonetes, atingem uma
concentragdo critica, ocorrendo uma separacdo em duas fases, sendo uma
isotrdpica e outra anisotrépica. E reconhecido que estas moléculas de quitina
possuem uma pequena percentagem de grupos desacetilados, que quando em
contacto com acidos formam a chamada amina Ill, ou NHs+, devido a presenga de
protdes de hidrogénio. Tal como exemplificado na figura 5.1, esta presencga provoca
a formagdo de uma dupla camada eléctrica, impenetravel em volta da nanofibrila
que aumenta o didmetro de cada uma. Quando duas nanofibrilas, com a mesma
dupla camada, se aproximam, ocorre repulsdo e é criada uma ordem orientacional
devido a repulsdo das particulas rigidas e empacotadas aquando do aumento da

concentragdo destas em solugdo (Revol et al., 1993; Nge et al., 2003).

EFFECTIVE
IONIC ENVELOPE

Figura 5.1 — Representacao esquematica da dupla camada eléctrica em redor das nanofibrilas
(Revol et al., 1993)

Nge e colaboradores, em 2003, fotopolimerizaram poli (acido acrilico) (PAA)

misturado com nanofibrilas de quitina de forma a “congelarem” e preservarem as
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caracteristicas opticas das mesofases geradas pelas nanofibrilas. A partir de

ensaios de Difraccdo de raio-X, os autores afirmam que é possivel induzir
alinhamento das nanofibrilas por cisalhamento e por via magnética, para

concentragdes acima de 10% em quitina.

5.1.4 Aplicacdes

Tipicamente, as nanofibrilas de quitina possuem areas superficiais elevadas, com
valores na ordem dos 400 m2/g, e pesos moleculares na ordem dos 2 000 000, com
valores de desacetilagdo perto dos 10%. Estas nanofibrilas podem ser integradas
em biopolimeros, e polimeros sintéticos, sem aumento da viscosidade, podendo ser
moldadas em objectos por tratamentos térmicos e até reter agua a pH fisioldgico.
(Goodrich et al., 2008, Morganti et al., 2008)

No entanto, ndo existem estudos concretos relativos a aplicagdes praticas das
nanofibrilas exceptuando a sua aplicagdo em reforco de estruturas poliméricas. Esta

questdo sera abordada no capitulo VI do presente trabalho.
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5.2 Producao e caracterizagao de nanofibrilas de quitina

5.2.1 Procedimento de producdo de nanofibrilas de quitina

Genericamente, 1 g de quitina é adicionada a 10mL de HCI 3M, deixando-se reagir
durante 90 minutos a temperatura de 110°C, com refluxo e agitagdo acima de 1200
rotagdes por minuto (rpm). Em seguida, deixa-se arrefecer o sistema e coloca-se a
mistura reaccional em tubos de centrifugacdo. Centrifuga-se a mistura reaccional
acima de 50 000 rpm e remove-se o0 sobrenadante. Adiciona-se H20 a cada um dos
tubos e realiza-se nova centrifugacdo a mesma velocidade. Repete-se este
procedimento até o pH do sobrenadante ser igual a 2, verificando-se, neste
momento, que parte das nanofibrilas fica em suspensio. O sobrenadante é entado
guardado e o procedimento anterior & repetido até que se deixe de observer
suspensao de nanofibrilas. Os sobrenadantes guardados séo tratados com ultrasons
durante 1 minuto, de forma a dispersar as nanofibrilas, e depois dialisados contra
agua até pH neutro. ApOs esta etapa a suspensdo coloidal apresentava uma
acumulacdo de nanofibrilas no fundo do saco de dialise. Optou-se por liofilizar a
suspensao de forma a obter nanofibrilas de quitina para uso posterior. Com o intuito
de aumentar o rendimento da operagdo, e uma vez que parte da quitina separada
por centrifugagdo nao se fraccionou em nanofibrilas, optou-se por repetir mais duas

vezes este procedimento com o residuo da operacgédo.”

Tabela 5.2 - Condicdes reaccionais usadas para producao de nanofibrilas de quitina

Nanofibrilas Reagente Concentragdo Tempo Racio Temperatura Etapas
de Quitina (M) (min) g/mL (°C)
NFCH HCI 3,0 90 110 110 1
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5.2.3 Caracterizacéo

Métodos Experimentais

* Microscopia Electrénica de Transmissao (TEM)

Preparou-se uma amostra de 10 mL, com 0,02 % p/p de nanofibrilas de quitina
dispersos em etanol sob accdo de ultrasons durante 1 min. Posteriormente
mergulhou-se uma grelha de carbono na solugéo e retirou-se o excesso de liquid
com papel de filtro. O equipamento usado foi um microscopio Hitachi, modelo
H8100, tendo a amostra sido observada a 100 kV com um filamento LaB6
(hexaboreto de lanténio). Para determinar o factor de forma, usou-se o software de
andlise de imagem Image J ( Wayne Rasband, National Institutes of Health), verséo

1.43u, de uso publico.

* Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para a realizagao dos espectros FTIR das nanofibrilas de quitina utilizou-se o

mesmo método e equipamento referidos no capitulo |.
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5.3 Resultados e discussao

Através do método de produgao utilizado, obteve-se cerca de 10% de converséo de
quitina em nanofibrilas. Em termos comparativos, os unicos valores referidos na
literatura sao relativos ao trabalho de Ymin Fan e colaboradores, para o processo
TEMPO, com cerca de 90% de conversdo. A taxa de conversao de quitina em
nanofibrilas é baixa, mas provavelmente razoavel para o método empregue (Fan et
al., 2008). O valor de 10% pode ser justificado pelo tempo de hidrolise empregue ser
de apenas 90min, pela possiblidade de nanofibrilas ficaram presas em outras fibras
de quitina ou pela possibilidade de dissolug&o no solvente utilizado. A caracteristica
principal das nanofibrilas de quitina sdo as suas dimensdes, sendo o factor de
forma, o principal indicador usado para caracterizar estas particulas nanométricas
(Dufresne, 2008). Para tal, as nanofibrilas de quitina foram observadas por TEM de
forma a determinar as suas dimensdes. A figura 5.2 mostra uma imagem de TEM,

de uma dispersao de nanofibrilas de quitina em etanol.
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Figura 5.2 - Imagem TEM das nanofibrilas de quitina obtidas ap6s 90min de hidrdlise acida

Do resultado da analise das imagens, € apresentada na figura 5.3 (a) e (b) a

distribuicdo do tamanho das nanoparticulas.
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Tabela 5.3 — Dimenso6es das nanofibrilas produzidas

Comprimento  Desvio Padrao Diametro Desvio
Médio Médio (nm) Padrio
(nm)
NFCH1 303,4 115 19,9 6,79
Factor de forma 15,9=5,8

Os valores foram determinados a partir da analise de 3 imagens diferentes, tendo-se
analisado pelo menos 20 nanofibrilas de quitina por imagem. As nanofibrilas, na
forma de bastonete, apresentam uma distribuicdo de tamanhos aproximadamente
normal. O valor de 15,9 obtido para o factor de forma, estda em conformidade com o
que foi obtido por diversos autores para a '-quitina proveniente da casca de camarao
(ver tabela 3.1, pag. 98).

Para melhor compreender as interacgdes que podem ocorrer a superficie do
material, considerou-se importante determinar a constituicdo quimica das

nanofibrilas tendo-se por isso recorrido a espectroscopia de infravermelho.

Absorvancia

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400
Comprimenio de Onga (1/Cm)

Figura 5.4 - Espectro de infravermelho das nanofibrilas produzidas
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O espectro de infravermelho mostra a presencga dos trés picos tipicos da alfa-quitina,
observados para os nimeros de onda de 1658, 1622 e 1556 cm™ correspondentes a
absorgao do grupo carbonilo (J. Blackwell, 1988). Importa ainda referir a auséncia do
pico a 1540 cm™, que comprova a auséncia de absorcéo por proteinas (Gaill et al.,
1997). Os valores de DD muito baixos (consideravelmente inferiores a 50%),

apresentados na tabela 5.4, sdo tipicos da quitina.

Tabela 5.4 — Grau de desacetilacdo das nanofibrilas produzidas

Amostras DD (%)
Quitina 4 47
NFCH1 16,97

E sabido que este polimero nunca se encontra totalmente acetilado, sendo normal
apresentar uma pequena percentagem de grupos desacetilados. No entanto,
comparando o valor de desacetilacdo da quitina e das nanofibrilas de quitina,
observa-se que a hidrdlise acida tem influéncia no grau de desacetilagdo. Esta
situagcao esta em conformidade com o que foi observado por Alsak Einbu e
colaboradores, 2007, que indicam, que tal facto se deve a protonagéo e clivagem da
ligacdo N-acetilo, concorrente da ligac&o glicosidica entre as unidades repetitivas do
polimero (Einbu et al., 2007).
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5.4 Conclusao

No presente capitulo estudou-se a producédo de nanofibrilas de quitina, um produto
da hidrolise acida da '-quitina, proveniente da casca de camarado. As nanofibrilas
apresentam um factor de forma de 16, e um grau de desacetilagdo perto de 17%.
Este estudo revela-se importante pela introducdo de mais uma matéria-prima
disponivel para a empresa CERAMED, bem como, devido ao potencial que estas
estruturas nanométricas podem revelar tem termos de aplicagcdo no reforco de
polimeros. Na tabela 5.5 faz-se o resumo das caracteristicas das nanofibrilas

produzidas.

Tabela 5.5 — Sumario das caracteristicas das nanofibrilas produzidas

Matéria Prima Fonte Grau de desacetilacao Factor de Forma

Nanofibrilas de  Penaeus
B 16,5 £ 5% 159+5
quitina Monodon
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Capitulo VI

Estudo da Aplicagdo de Nanofibrilas de Quitina no Reforgo de
Filmes de PVA
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6. Estudo da aplicagao de nanofibrilas de quitina no reforgo de filmes de PVA

6.1 Introducgao

Com referido anteriormente, a casca de marisco € um desperdicio da industria
alimentar, encontrando-se disponivel em grandes quantidades a baixo custo. Em
consequéncia, novos materiais derivados destes recursos sdo actualmente
considerados “eco-friendly” ndo sé devido a sua biodegradabilidade, mas também
porque a sua utilizac&o evita o uso de outros materiais que ndo sejam desperdicio.
Considera-se que o uso de aditivos naturais como as nanofibrilas de quitina,
provenientes das referidas fontes, representa um investimento importante para
preservagado do meio ambiente podendo ser também interessante em termos
industriais, caso o0s compoésitos que dai resultem possuam melhores
comportamentos, sobretudo a nivel da absorcdo de agua e das propriedades

mecanicas (Lu et al., 2004).

A inclusao das nanofibrilas em diversas matrizes poliméricas, tanto sintéticas como
naturais, mostrou-se benéfica no reforco de propriedades mecanicas, na melhoria da
capacidade de absor¢cdo de agua ou na estabilidade térmica. O melhoramento

substancial das propriedades mecénicas esta acima de tudo relacionado com a

187



interface criada entre o polimero e a nanofibrilas ou com a forga das interacgoes
nanofibrila-nanofibrila (Dubief et al., 1999). Lu e colaboradores, reforcaram filmes
obtidos a partir de proteinas de soja com nanofibrilas de quitina, sendo esta mistura
processada por liofilizagdo seguida de prensagem a quente na presenca de 30% de
glicerol. Os nanocompdésitos assim produzidos foram caracterizados com recurso a
ensaios de traccdo, calorimetria e teste de inchamento. As percentagens de

nanofibrilas estudadas foram de 0 a 20%, e em termos de resultados verificou-se um

aumento de 26 para 158 MPa para o médulo de Young, um incremento de 3.3 para
8.5 MPa, em termos da tens&o de ruptura, e um decréscimo da extensdo a rupture
de 205% para 29%. Registou-se ainda um decréscimo da taxa de inchamento
devido ao caracter hidrofébico das nanofibrilas de quitina. Estes autores explicam
que a melhoria de propriedades mecéanicas se deve a formacgéo de ligagdes por
ponte de hidrogénio entre as nanofibrilas e as proteinas de soja, bem como a
formacédo de pontes de hidrogénio entre as nanofibrilas (Lu et al., 2004). Outros
trabalhos referem um melhoramento significativo da “performance” dos materiais
devido a formacdo de uma rede entre nanofibrilas, promovida por pontes de
hidrogénio, o que ocorre acima do limiar de percolacdo, ponto em que esta rede
assume preponderancia sobre o restante material (Morin et al., 2002, Nair et al.,
1999, Garcia-Ramirez et al., 1995,1996, Dufresne et al., 1999,2000).

O termo percolagao foi primeiramente introduzido por Hammersley em 1957, e
refere-se a um modelo geométrico estatistico. Este modelo pode ser aplicado a
qualquer sistema onde se preveja que exista a possibilidade de conexdo entre os
constituintes. Em trabalhos com nanofibrilas de celulose foi provado que o material
atinge a percolagdo acima de uma fracgao volumica critica (Flandin et al., 2000).
Este limiar de percolagdo é a diferenca entre a conexdo de um numero finito de
elementos para uma conexao com um numero infinito de elementos (Samir et al.,
2005). Os factores que influenciam este limite, sdo o factor de forma das
nanofibrilas, a possibilidade de ocorrerem interacgdes entre particulas e a sua
orientacdo. Quando aplicado a nanofibrilas de celulose, este modelo permite
descrever o aumento incomum do comportamento mecéanico, uma vez que
pressupde a formacdo de uma rede rigida entre as nanofibrilas. A aplicacdo deste

modelo envolve trés passos:

1) A determinacado do limiar de percolagéo, através da equagao 6.1.. Esta

equacao foi deduzida, por anadlise estatistica, assumindo que as
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E

¢

particulas tém uma forma cilindrica e que se tocam na extremidade
formando uma rede infinita. Estes pressupostos permitiriam estabelecer a
relacdo entre a fracgdo volumica de particulas e o

0.7 factor de forma:

“(LID)

Ve

(Equagio 6.1)

em que vgc € o limiar de percolagao, L o comprimento das nanofibrilas e

D o didmetro das mesmas (Favier et al., 1997b).

2) O segundo passo, é a determinacdo do médulo de Young do agente de
reforco, ou seja, no presente trabalho das nanofibriihas de quitina. A
determinacao é usualmente feita pelo estudo de filmes compostos somente
por nanofibrilas, sendo ébvio que os valores obtidos para o médulo de Young
assim determinados sao diferentes dos obtidos para uma nanofibrila isolada.
A fonte das nanofibrilas bem como o método de produgao e as interacgdes
que se estabelecem entre elas influenciam o valor do médulo de Young.
Valores entre 6-15 GPa sdo usuais para as nanofibrilas de celulose, ao
passo que para nanofibrilas de quitina é usual verificarem-se valores entre
0.5 — 2 GPa (Samir et al., 2005; Morin et al., 2002).

3) A descricao do compésito envolve a descricdo de um modelo que
comporte as 3 fases, ou seja, a matriz, 0 agente de reforgco em percolagao e
o agente de reforgo sem percolagdo. Ouali e colaboradores, adaptaram o
modelo fenomenoldgico série-paralelo de Takayanagi, e apresentaram um
modelo em que a rede de percolagéo esta em paralelo com a série composta
pela matriz e as nanofibrilas ndo percolantes, tal como descrito na figura 6.1.
A partir deste modelo, o modulo de Young do compdsito pode ser expresso

através da seguinte equacao:

_(A-2y+yv)EE, +(-v WE; (Equacio 6.1)
(1-v)Eg + (v,-y)E;
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em que R e S designam a fase rigida e a fase “soft’, ou seja,
respectivamente, o reforco e a matriz do material compésito. O parédmetro ¢ é
um factor de correccdo da fraccdo volumica de nanofibrilas envolvida na

percolacdo e pode ser determinada a partir da seguinte equacéao:

w = O’ vl‘S‘)rC

(Equagao 6.3)

o4 v, >V

rc

vV -V
—y (—r—rc
w r(l_

re

Em que vré a fracgédo volumica das nanofibrilas e vgc 0 limiar de percolacao
(ou seja, a fracgdo volumica acima da qual se da a percolagdo das

nanofibrilas), determinada pela equagéo 6.1.

O

pe)

N

4+——> | +—>

P 1-¢
g

Figura 6.1 — Representacao esquematica do modelo série-paralelo, em que R é a fase composta
pornanofibrilas e S a fase composta pelo polimero (Adaptado de Samir et al., 2005). A
preto representa-se a fraccao de reforco em percolacéao, e a cinzento a fraccao nao

percolante do mesmo.

Outro modelo extensivamente utilizado em engenharia para a modelacdo de
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propriedades mecanicas de compdésitos, € o modelo de Halpin-Tsai (Halpin et
al.,1976). Apesar de apresentar algumas limitagbes, possui de uma forma simples a
capacidade de calcular constante elasticas do material em questdo. As equacgdes de
Halpin-Tsai foram formuladas para compdsitos de fibras continuas alinhadas, a partir
do modelo auto-consistente generalizado de Hermans e das relagbes de Hill

(Hermans , 1967 ; Hill, 1963). A forma geral destas equagdes é a seguinte:

M 1+E-B-
c 2¥5'PVr (Equagdo 6.4)
M,  1-Bvyg
e
M, 1
M
B=—>2— (Equagdo 6.5)
M, _ quag
+E
Mo

em que Mre Mmrepresentam, respectivamente, o modulo do reforgo (as fibras) e o
modulo da matriz (quer seja modulo de compressibilidade, K, de Young, E, ou de

corte, G).

Foi ainda provado por Halpin e Kardos que as equagdes de Halpin-Tsai poderiam
ser aplicadas a compdsitos reforgados por fibras curtas, pelo que no presente
trabalho as vamos aplicar a compdsitos reforgados por nanofibrilas (Halpin et al.,
1976). Usando o parémetro &, que é fungcdo da geometria do refor¢co e da direcgao
de aplicagdo da carga, as equagdes acima podem ser usadas para avaliar os
modulos do compadsito.

Neste trabalho, em que nos interessa estimar o modulo de Young na direcgdo da

aplicac&o da carga, este pardmetro toma o valor da equacéo 6.6.

(Equacao 6.6)

urp
I
(S
X
vl
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Uma importante modificagao das equagdes de Halpin-Tsai (equagbes 6.4 e 6.5) foi
proposta por Nielsen (Nielssen, 1970). As equagbes originais mostraram-se
inexactas para elevadas fracgdes volumicas de reforgo, como consequéncia do facto
de o modelo de Hermans nao ter em conta o limite existente para a fracgdo maxima
de fibras admitida em sistemas reais (Hermans, 1967). Desta forma Nielsen propde

a seguinte modificagado as equacgdes de Halpin-Tsai:

(Equagdo 6.7)

Vg (Equagdo 6.8)

A introdugdo do pardmetro Q tem em conta a fraccdo maxima de reforco, ®m,
admitida por um sistema compdsito. Esta fracgdo € funcdo do tipo de
empacotamento do reforgco tomando, por exemplo, o valor 0,785 para um
empacotamento cubico e o valor 0,907 para um empacotamento hexagonal (Nielsen
et al., 1994). Estes valores elevados sao tipicos de compésitos de fibras continuas
alinhadas. No caso dos compdsitos deste trabalho, onde as nanofibrilas geralmente
se dispéem aleatoriamente, ®m pode tomar valores consideravelmente mais baixos
(Nielsen et al., 1994). Devido a incerteza relativamente a fraccdo maxima de reforgo
e a sua dependéncia quer do alinhamento do reforco, quer do factor de forma do
mesmo, ®m é usado como um factor empirico de ajuste nas equagdes de Halpin-
Tsai.

O poli(alcool vinilico), PVA, é um polimero produzido a partir da reaccdo de
desacetilagdo do poli(acetato de vinilo), figura 6.2, sendo bastante util por ser um
polimero hidrofilico, totalmente soluvel em agua. Possui excelente capacidade de
formacéo de filmes, bem como 6ptimas resisténcias quimica e mecéanica (Martien,
1986). No entanto, estas propriedades ocorrem apenas no estado seco, uma vez

que este polimero é bastante hidrofiico e a absor¢cdo de agua diminui
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consideravelmente as suas propriedades, chegando mesmo a dissolver-se
novamente. Esta caracteristica limita substancialmente o seu campo de aplicagao,
sendo normal executar reticulacdo quimica, nomeadamente através do uso de
glutaraldeido, um composto quimico bastante toxico (J.S Park et al., 2001). O PVA é
ainda biocompativel e biodegradavel, sendo estas caracteristicas bastante
apreciadas para a sua utilizagdo em compdsitos com outros biopolimeros,
nomeadamente o quitosano, a celulose ou a policaprolactona para a producédo de
dispositivos médicos com o objectivo de substituir pele ou cartilagem (V. Sedlarik et
al., 2006, E. Mangala et al., 2003 , J.S. Park et al., 2001).

CH;
|
C=0
|
O Hidrolise, OH
| base |
— |CHy; — CH:| > |:CH3_ — CH |—
n n

Poli(acetato de vinilo) ‘ Poli(alcool de vinilico)

Figura 6.2 - Esquema reaccional de formacao de poli(alcool vinilico)

Os compositos produzidos por inclusdao de nanofibrilas em PVA poderao ser Uteis
nao so para aplicagbes médicas, mas também para outras areas, nomeadamente
em engenharia quimica, onde filmes como estes foram aplicados para a separagao
de misturas de agua-etanol, imobilizacdo de enzimas, separagdo de proteinas ou
remogao de metais em aguas poluidas (M. Beppu et al., 2007, B. Duan et al., 2006,
D. Musale et al. 2000, J. Shen et al. 2007). Nestes casos, caracteristicas como as
resisténcias quimica e mecanica sado determinantes para o comportamento de
membranas de separacao.

O presente capitulo tem como objectivo o estudo do reforgo de filmes de PVA com
nanofibrilas de quitina, bem como a melhoria de caracteristicas como a resisténcia a
agua, com possiveis aplicagcbes em cosmeética, na producdo de embalagens

biodegradaveis e em processos de separagcado (Engenharia Quimica).
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6.2 Parte Experimental

6.2.1 Producéo de filmes de PVA reforcados com nanofibrilas de quitina

Foram preparadas solugbes aquosas de PVA (ACROS, 95% de Hidrélise, Mw=95
000) . Para dissolugao completa em agua destilada, elevou-se a temperatura a 80°C
e deixou-se durante 1h com agitagdo magnética e refluxo. Apos este tempo deixou-
se a solugdo em repouso durante a noite. Para a producao dos filmes de PVA
reforcados com nanofibrilas, dispersaram-se diferentes quantidades de nanofibrilas
de quitina (NFCH, L/D=15,9, DD=16%) em solug¢des aquosas de PVA 2%(p/v). De
forma a dispersar as nanofibrilas, as solugdes foram sujeitas a ultrasons durante
1min. Prepararam-se solug¢des contendo 0, 1, 2, 4, 6 (p/v) de NFCH. Os filmes foram
produzidos com o auxilio de uma régua calibrada sobre uma superficie de Teflon-.

Os filmes obtidos secaram ao ar e, posteriormente, foram destacados do suporte.

6.2.2 Caracterizacéo

* Ensaios de tracgéo

Os ensaios de traccao dos filmes produzidos foram realizados numa maquina de
traccdo Rheometric Scientific, modelo Minimat — Firmware 3.1., a temperature
ambiente. Foram traccionadas, uniaxialmente 15 amostras, de 5 x 2 mm, a uma
velocidade de 5 mm/min. Das curvas de tracgao foram obtidos, o médulo de Young

(E), a tensao de ruptura ou resisténcia a trac¢do (ou) e a extenséo a ruptura (gu).
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Todos os resultados foram obtidos com um grau de confianga de 95 % para a

média.

» Calorimetria diferencial de varrimento, DSC

Ensaios de calorimetria foram realizados em 10mg de cada amostra, num
equipamento NETZSCH DSC 204F1 Phoenix. Optou-se por realizar uma primeira
etapa até 110°C, de forma a remover excesso de humidade que possa estar contida
nos filmes de PVA. Os termogramas s&o referentes a segunda etapa de
aquecimento de 25 a 250°C, feitos com uma velocidade de aquecimento de
10°C/min, e a partir desta obtiveram-se os valores das temperaturas de transicao

vitrea (Tg) e de fusdo (Tr) do polimero.

6.3 Resultados e Discussao

Visualmente, os filmes com nanofibrilas revelam uma crescente opacidade em
comparagdo com o filme de PVA, e uma total homogeneidade. A opacidade é
funcdo da quantidade de nanofibrilas presente num filme. Durante a lenta
evaporacao do solvente aquando da formagao dos filmes, a viscosidade da solugao
mantém-se baixa permitindo a ocorréncia de rearranjos na posicdo das nanofibrilas.
Um dos principais motivos para a inclusdo de aditivos em polimeros é a melhoria da
sua processabilidade. Aditivos plastificantes sdo embebidos entre as cadeias
poliméricas, ocupando espago entre elas e diminuindo por isso a temperatura de
transicao vitrea (Tg). Desta forma o polimero aditivado torna-se mais macio e flexivel
a temperaturas inferiores, sendo possivel processa-lo a temperaturas mais baixas, o

que se traduz em economia do processo. No entanto, caracteristicas mecéanicas
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como a tensdo a ruptura sdo geralmente diminuidas. A temperatura de transicao
vitrea € a medida da energia necessaria para permitir o movimento das cadeias
poliméricas. A esta temperatura o polimero torna-se mais macio e quando uma forca
Ihe é aplicada as cadeias facilmente escorregam entre elas. Na figura 6.3, esta
representado o termograma tipico do PVA, sendo a Tg determinada no ponto de

inflexao da primeira alteragcdo do declive e a Trno pico endotérmico.

DSC (mW/mg)

100 125 150 175 200 225 250

50 75
Temperatura (°C)

Figura 6.3 — Termograma de DSC do Filme de PVA

No presente trabalho registaram-se alteragbes significativas na temperatura de
transigao vitrea, ao passo que na temperatura de fusao, os valores sdo praticamente

idénticos, tal como descrito na Tabela 6.1. A temperatura de transicdo vitrea de
filmes puros de PVA é de 74,7°C e com apenas 2%(p/v) de nanofibrilas, este valor
passa para 119°C, sendo este um incremento de 45°C. Para as amostras com
nanofibrilas as diferengas no valor de transicao vitrea sdo menores, e ocorrem num
intervalo de 20°C. Atendendo a estes resultados, considera-se que as nanofibrilas
possuem um efeito anti-plastificante no seio do PVA. Os motivos para tal podem
estar relacionados com o estabelecimento de ligagdes por ponte de hidrogénio entre
os grupos hidroxilo e acetilo da quitina e os grupos hidroxilicos do PVA, ficando as
cadeias poliméricas adsorvidas e restringidas na superficie das nanofibrilas. A
energia necessaria para o rompimento destas ligagdes pode ser a justificacédo para o

aumento da Tg (Smith et al., 2003).
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Tabela 6.1 - Propriedades térmicas dos filmes de PVA/NFCH

Amostra T4 (°C) T«°C)
PVA + 0% NFCH 74 199
PVA + 2% NFCH 119 208
PVA + 4% NFCH 122 210
PVA + 6% NFCH 138 >250°C

Estes resultados estdo em concordancia com a literatura para outro tipo de
interaccdes, onde habitualmente se registam aumentos da temperatura de transicéo
vitrea, nomeadamente para interac¢des entre matrizes de amido com nanofibrilas de
celulose, onde ocorre imobilizagao de cadeias amorfas de amido que resulta num
efeito de anti-plastificacao (Dufresne, 2008; Anglés, 2000; Angellier et al.,2006,
Averous et al., 2001). A explicagao dos resultados obtidos no presente trabalho pode
ser semelhante, uma vez que a estrutura das nanofibrilas de celulose é muito
semelhante a estrutura das nanofibrilas de quitina (Dufresne, 2008).

No que se refere as temperaturas de fusdo, as diferencas registadas ndo sdo muito
significativas, podendo-se deduzir que o motivo seja o facto de para esses valores
de energia térmica fornecida, devido a elevada entropia, as cadeias se encontrarem
“livres” e por esse motivo fora da influéncia das nanofibrilas, acabando por ter um
comportamento tipico de uma amostra pura. Este resultado, bem como a sua
justificagcéo, estdo em concordancia com praticamente toda a literatura (Dufresne,
2008). Verifica-se ainda que para a amostra de 6% o material degrada-se, nao

sendo possivel detectar a temperatura de fusao do filme compdsito.

O efeito anti-plastificante relativo ao processamento de polimeros nao constitui uma
desvantagem em termos da producéo dos presentes filmes, uma vez que, o Unico
meétodo utilizado para a producdo dos filmes foi por evaporagdo do solvente, um
método produtivo considerado lento mas que permite a formagéo da ja referida rede
de interacg¢des quitina-quitina. Procurou-se desta forma aproveitar a vantagem que
este processo apresenta em termos do melhoramento das propriedade mecanicas.
Existem outros métodos, tais como prensagem a quente ou liofilizagdo, em que o
estabelecimento desta rede é dificultado, o que resulta num menor incremento de
propriedades mecénicas, nomeadamente o médulo de Young e a tens&o de fractura
(Nair et al., 2003).
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Figura 6.4 — Curvas de traccao tipicas dos filmes compodsitos PVA/Nanofibrilas de Quitina

Na figura 6.4 apresentam-se as curvas de tracgdo tipicas para as varias
concentragdes de nanofibrilas presentes na matriz polimérica. E possivel verificar
que o comportamento mecanico em termos de deformacdo plastica é totalmente
alterado pela inclusdo de nanofibrilas. Valores de extensdo a ruptura de cerca de
800% baixam para 60% com a inclusao de apenas 1% de nanofibrilas.

Os filmes de PVA possuem claramente uma zona de deformacao elastica e uma
zona de deformagado plastica. Nesta zona de deformacido plastica ocorre a
organizacdo das suas cadeias ao longo do eixo de trac¢cdo, sendo a energia
dissipada nesta organizacdo e por isso ndo ocorre aumento da tensdo necessaria

para traccionar a matriz. Com o aumento da concentragao de nanofibrilas ocorre

também um aumento de cristalinidade registado por diversos autores, devido ao
caracter rigido e cristalino das nanofibrilas de quitina (Anglés et al., 1999, Dufresne,
2008).

A inclusdo de elementos cristalinos na matriz polimérica é responsavel pela
diminuicdo da capacidade de deformacgao das matrizes, uma vez que a presenca de
nanofibrilas de quitina dificulta o alinhamento das cadeias de PVA, devido a sua
rigidez. A disrupgcao das ligagdes por pontes de hidrogénio entre cadeias de PVA e
consequente formagao de novas ligagdes, desta vez com as nanofibrilas de quitina,

reduz a capacidade de organizac&o e orientacdo das cadeias poliméricas presents
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na matriz.

O modulo de Young (E) € um parametro mecanico que revela a resisténcia que um
dado material possui a deformagao em regime elastico. Este pardmetro estabelece a
correlagdo entre a tensdo necessaria para deformar o material (o) e a

correspondente deformacgao (g), em regime elastico (lei de Hooke):

o=FExe¢ (Equagdo 6.5)

Modulo de Young (MPa)
3

0 1 2 3 4 5 6

~J

Concentracao de Nanofibrilas %(p/v)

Figura 6.5 - Representacédo do médulo de Young em fungcao da concentracao de

nanofibrilas de quitina

Analisando a figura 6.5, confirma-se que as nanofibrilas reforcam mecanicamente as
matrizes de PVA. Acima da fracgao volumica de 4% ocorre um incremento drastico
do médulo Young, que devera estar associado a fendmenos de percolagéo, uma vez
que o valor de tedrico de 4,4% foi identificado como sendo o limiar critico de
percolacdo. Acima do valor de percolacdo, o estabelecimento de uma rede de
nanofibrilas podera ser responsavel pelo aumento do modulo de Young. Na tabela
6.2, sao apresentados os valores dos parametros mecanicos dos filmes compésitos

em estudo.
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Tabela 6.2 - Parametros mecanicos dos filmes compoésitos PVA/Nanofibrilas de Quitina

Amostra Tensdo de Ruptura (MPa)  Deformacao a Ruptura (%)
PVA 6.3+02 746 + 339
PVA + 1% NFCH 6.8+15 65625
PVA + 2% NFCH 106+26 431+56
PVA + 4% NFCH 235+23 15917
PVA + 6% NFCH 498+45 10,3+0.3

Tal como referido na introdugdo do presente capitulo, existem na literatura diversos
modelos que permitem estimar o comportamento mecanico de compdsitos
poliméricos reforcados. De forma a verificar se de facto ocorre formagcdo de uma
rede de percolacdo no reforco com nanofibrilas de quitina, utilizou-se o modelo
fenomenoldgico série-paralelo com um factor de correc¢cdo para o limiar de
percolagdo, proposto por Ouali (Ouali et al.,1991). Os pardmetros usados no modelo

sdo os apresentados na tabela 6.3.

Tabela 6.3 — Valores utilizados no modelo série-paralelo para estimar o médulo de Young

Parametro Valor
Es 100 MPa
Er 2000MPa (Monn et al., 2002)

v 0,044 (determinado para um factor de
" forma de 15,9, a partir da equacao 6.1)
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Figura 6.6 - Comparacao entre os valores do mdédulo de Young obtidos experimentalmente e

através do modelo fenomenolégico série-paralelo

Como se pode observar na figura 6.6, este modelo ndo permite obter valores
concordantes com os obtidos experimentalmente. E importante referir que este
modelo é amplamente utilizado para a modelagdo de dados experimentais de
compositos reforcados com nanofibrilas de celulose. Em consequéncia, uma das
explicagbes para o insucesso no ajuste deste modelo, podera ser a base da
formacado da rede de percolagdo. Esta rede é formada devido a formacgado de
ligacdes por pontes de hidrogénio entre as nanofibrilas de celulose. Para as
nanofibrilas de quitina, possivelmente estas ligacdes sao dificultadas pela presence
de grupos acetilo e grupos amina, na superficie, resultando em menores interacgbes
entre os microcristais de quitina.

A ineficacia do modelo em ajustar os resultados experimentais pode, igualmente,
estar relacionada com o facto de a ocorréncia de uma rede de percolagéo ser tanto
mais provavel quanto maior for a diferenca entre os médulos de Young da matriz e
das nanofibrilas de quitosano. Morin e colaboradores verificaram que este modelo se
mostrou incapaz em prever o0 modulo de Young de compdsitos PCL/nanofibrilas de
quitina, exactamente por a diferenca entre os médulos de Young da matriz e das
fibras ndo ser significativa (Morin et al., 2002). De facto, quando os médulos de
Young das duas fases sdo proximos (diferenca de uma ordem de grandeza ou
inferior), a influéncia da fase rigida percolante é negligenciavel para concentragbes
de refor¢co baixas, tais como as usadas no presente trabalho. Neste caso, as

propriedades mecanicas nao sofrem uma variagdo abrupta, tal como previsto no
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modelo de percolagao, e dependerdo da homogeneidade do compésito (Morin et al.,
2002). Desta forma, usou-se o modelo de Halpin-Tsai com o objectivo de prever as
propriedades mecanicas dos compodsitos PVA/nanofibrilas de quitina. Os valores dos
pardmetros do modelo, usados na modelagdo, encontram-se listados na tabela 6.4.
Conforme se pode observar, através das figuras 6.6 e 6.7., a partir das equacgdes de
Halpin-Tsai (modificadas por Nielsen) obtém-se valores para o moédulo dos filmes
compdsitos muito proximos dos valores meédios obtidos experimentalmente. Este
facto sugere que o empacotamento das nanofibrilas de quitina desempenha um
papel mais importante relativamente ao reforgo da matriz polimérica. Alias, a boa
correlacédo entre os valores experimentais do modulo de Young e os obtidos pelo
modelo parece sugerir a inexisténcia de qualquer fendbmeno de percolagdo nestes
compoésitos. O baixo valor da fracgdo maxima de nanofibrilas (,m, tabela 6.4) é
previsto por Nielsen e colaboradores (Nielsen et al., 1994), para compdsitos de

fibras curtas dispostas aleatoriamente no espaco, tais como os aqui estudados.

Tabela 6.4 — Valores dos parametros utilizados no modelo Halpin-Tsai(tal como modificado por

Nielsen) para estimar o médulo de Young

Parametro Valor
Es 100 MPa
Er 2000 MPa (Morin et al_, 2002)

31.8 (determinado para um factor de

un

forma de 15,9, a partir da equacao 6.6)
P, 0,17
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Figura 6.7 - Comparacao entre os valores do médulo de Young obtidos experimentalmente e

através do modelo Halpin-Tsai-Nielsen

203



6.4 Conclusao

No presente capitulo fez-se o estudo das propriedades térmicas e mecéanicas de
filmes de PVA reforgado por nanofibrilas de quitina (filmes compdsitos). Na
caracterizacdo térmica verificou-se um incremento da temperatura de transicao
vitrea na ordem de 45°C, logo para concentragdes de 2%(p/v) em nanofibrilas, ao
passo que a temperatura de fusdo nao sofreu alteragcbes. Verificou-se que inclusiao
das nanofibrilas em filmes de PVA possuem um efeito anti-plastificante, ocorrendo
um aumento significativo da Tg, do mddulo de Young e da resisténcia a traccgéo.
Verificou-se ainda que a capacidade de deformacdo das matrizes de PVA foi
substancialmente reduzida pela introdugdo das nanofibrilas. A utilizacdo de
particulas nanométricas faz supor a possivel formagao de uma rede de nanofibrilas
percolante que seja responsavel pelas propriedades mecénicas dos filmes
compositos. Na tentativa de confirmar esta possibilidade, procurou-se estimar os
valores do médulo de Young com um modelo que prevé a formacgéao da referida rede
de percolacdo. Verificou-se que os valores tedricos ndo sao concordantes com os
experimentais, sugerindo que a rede de percolagdo n&do é a principal responsavel
pelo reforco das matrizes. Através do ajuste de equagbes de Halpin-Tsai,
modificadas por Nielsen, verificou-se que é o empacotamento das nanofibrilas o

principal responsavel pelas propriedades mecéanicas dos compdésitos.
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Perspectivas Futuras
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7. Perspectivas Futuras

O presente trabalho teve como objectivo aproveitar residuos alimentares e com eles
desenvolver materiais que podem ser aplicados tanto em dispositivos médicos como
noutro tipo de aplicagbes em Engenharia (p.ex., na produgdo de compdsitos).
Considera-se que isto traduz uma mais valia tanto do ponto e vista ecolégico como
do ponto de vista econdmico, uma vez que a casca de camardo € uma material
prima classificada como desperdicio. Como o presente trabalho € um relato das
diversas etapas dos objectivos propostos, importa rever em que medida cada etapa
pode ser aprofundada no futuro.

No capitulo | e Il, foi abordado o processo de extraccdo de quitina e produgao de
quitosano. Verificou-se que este processo produz desperdicios que podem ser
comercializaveis, em especial o caso do pigmento e do CaClz. Desta forma seria
interessante procurar vias para o aproveitamento destes produtos. Outra
possibilidade de estudo futuro passa pelo “scale-up” do processo de descoloragao
através de UV, procurando a melhor forma de incidir, de uma forma homogénea,
esta radiagdo nas particulas de casca de camardo ou de quitina.

No capitulo Ill, estudou-se a formagéo de solugdes e géis liquidos cristalinos de
quitosano. No seguimento deste trabalho, foram ja realizados estudos da
combinacdo destas solugbes com nanofibrilas de quitina. Parece-nos que seria
pertinente realizar modificagdes estruturais na cadeia polimérica de quitosano, e
prosseguir o estudo reolégico dessas novas macromoléculas, procurando
compreender em que medida cada uma dessas modificacbes e o grau de
modificagdo afectam as transigcbes sol-gel, bem como as ftransigbes
is6tropoanisoétropo.

Aponta-se como objectivo de estudo futuro solugcdes de hidroxipropilo quitosano, de
carboximetilo quitosano, e do copolimero PEG-quitosano.

A aplicacdo destas solugdes em cimentos Osseos, trabalho descrito no capitulo 1V,

pode ser considerada a continuagao do estudo efectuado no capitulo Ill. O trabalho
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realizado com os cimentos 0sseos produzidos deve prosseguir para testes in vivo,
de forma a que a sua biocompatibilidade e bioactividade possam ser melhor
avaliadas. O aumento das propriedades mecanicas deste produto deve também ser
alvo de estudo futuro, apontando-se como possivel alternativa a combinagdo de
nanofibrilas de quitina com fosfatos de calcio nanométricos, produzidos pelo
processo sol-gel. A potencialidade de formar estruturas liquidas cristalinas com as
nanofibrilas de quitina, deve ser combinada com um fosfato de calcio de forma a
servir como “template” para mimetizar a estrutura do osso humano.

No capitulo V, a produgdo a escala laboratorial de nanofibrilas de quitina foi objecto
de estudo, apontando-se como trabalho futuro a optimizagdo dos rendimentos
obtidos bem como do “scale-up” deste processo. Por outro lado, considera-se
interessante realizar modificagées estruturais na quitina presente nas nanofibrilas,
trabalho que devera ser realizado por reacgbes em meio heterogéneo, a fim de nao
perder a estrutura nanométrica das nanofibrilas.

Da combinacao das nanofibrilas de quitina com outros polimeros, surge o capitulo
VI, onde se estuda o reforco de filmes de PVA. Em termos de perspectivas futuras,
apresenta-se a possibilidade de prosseguir o estudo do refor¢o de outros polimeros
presentes em aplicagdes médicas, tal como do proprio quitosano para aplicagdo em
pele. Um estudo interessante podera ser a incorporagao de nanofibrilas de quitina
em parafusos biocompativeis de poli(acido lactico), e procurar desta forma melhorar
as propriedades mecanicas destes mesmos parafusos. Outro estudo podera ser a
incorporacao de nanofibrilas em géis de alginato de sédio de forma a obter um

compaosito para regeneracao de cartilagem.
Considera-se que apoés o estudo da producdo de trés matérias primas, como a

quitina, o quitosano e as nanofibrilas de quitina, se abrem portas para multiplas

opgdes em termos de investigagao futura.
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