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Sumário 

 

 

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

exigências do mercado biomédico. O facto de existir uma panóplia de aplicações 

para a quitina e seus derivados leva a considerar este polímero como aspirante a 

biomaterial do século XXI. A quitina e o seu derivado desacetilado, quitosano, são 

polímeros naturais compostos por unidades monoméricas de β-(1-4)-D-glucosamina 

(unidade desacetilada) e por N-acetil-D-glucosamina (unidade acetilada). A quitina é 

insolúvel em meio ácido enquanto o quitosano é solúvel nessas condições 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 médicos. 

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 organização peculiar do colagénio, um dos principais 

componentes do tecido humano. A aplicação destas soluções originou o 

desenvolvimento de um cimento ósseo totalmente biocompatível. A formação de 

nanofibrilas de quitina, constituiu ainda alvo de estudo pelo seu potencial de reforço 

de estruturas compósitas com polímeros termoplásticos. 

 

Palavras Chave: Quitina; Quitosano; Nanofibrilas 
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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 β-(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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Objectivos e Enquadramento do Trabalho 

 

Face ao carácter empresarial da presente tese de doutoramento é importante o 

adequado enquadramento em relação às especificações do trabalho proposto. A 

presente tese de doutoramento tem por base o trabalho de I&D feito para a empresa 

CERAMED. 

A CERAMED, é uma empresa dedicada à prestação de serviços de revestimento de 

próteses metálicas, nomeadamente, revestimentos de Titânio e Hidroxiapatite em 

próteses de ligas de Titânio-Vanádio-Alumínio ou Cobalto-Crómio. Com o objective 

de diversificar a sua gama de produtos, existia a intenção de criar uma nova area 

dedicada à produção de dispositivos médicos de terceira geração, ou seja, que 

tivessem a capacidade de integração no corpo humano e pudessem promover a sua 

regeneração de tecidos. 

A primeira etapa seria o desenvolvimento da matéria prima para tal, tendo a escolha 

recaído na quitina e quitosano. Estes polissacarídeos são óptimos candidatos para a 

inclusão em dispositivos médicos uma vez que têm características comprovadas de 

biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioactividade. Possuem ainda amplo 

estudo académico e dão ainda os primeiros passos na constituição de dispositivos 

médicos. Face a isto, uma das estratégias seria produzir quitosano de grau médico, 

não só para futuras aplicações desenvolvidas pela CERAMED, mas também para 

comercialização para outras empresas. O estudo realizado da extracção de quitina e 

produção de quitosano deram origem a um processo inovador e ao projecto e 

instalação de uma instalação piloto nas instalações da CERAMED, no campus do 

antigo INETI. Devido a questões de propriedade industrial, são apenas 

apresentados os resultados da optimização da desmineralização bem como o 

impacto que esta etapa possui nas características do produto final. Deste modo é 

somente apresentado um método de produção de quitosano de grau comercial. 

Um dos principais objectivos do presente trabalho passa pelo aproveitamento das 

características da mesofase nemática quiral (colestérica) no desenvolvimento de 

novos dispositivos médicos. O facto dos tecidos humanos serem constituídos por 

colagénio, que apresenta fases nemáticas quirais, tal como a quitina ou o quitosano. 

Estas fases apresentam uma organização própria que lhes confere características 

ópticas e mecânicas específicas. Desta forma, torna-se pertinente estudar a 

potencialidade do quitosano na formação deste tipo de estruturas de forma a ser 

possível produzir dispositivos médicos implantáveis capazes de mimetizar a 
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organização do colagénio na matriz extracelular. A compreensão dos mecanismos  

de formação de estruturas líquidas cristalinas com o quitosano permitiu pensar-se 

em constituir materiais compósitos para regeneração óssea. Tal facto, traduziu-se 

na investigação de um cimento ósseo que combinasse as características das 

soluções anteriormente estudadas e que pudesse fornecer uma base mineral que 

induzisse a regeneração de tecido ósseo. Este trabalho encontrase protegido por 

propriedade intelectual.  

Do trabalho realizado da extracção da quitina resultou outra matéria prima que se 

considera de grande potencial de aplicação, as nanofibrilas de quitina. O 

desenvolvimento desta matéria prima, traduz a aposta de apresentar soluções 

inovadoras dentro do campo biomédico através do aproveitamento dos 

polissacarídeos quitina e quitosano. Deste modo, e aproveitando a baixa 

solubilidade da quitina, considerou-se que esta seria um bom candidato para uma 

modificação morfológica de forma a apresentar-se sobre a forma de nanofibrilas. As 

excelentes propriedades mecânicas associadas a um carácter biocompatível e 

biodegradável levam à consideração do seu uso em materiais amigos do ambiente 

(“eco-friendly” composites: eco-compósitos) estudo este que foi realizado e é 

apresentado neste trabalho. 

 

Concluindo, o presente trabalho teve como resultados: 

- o desenvolvimento à escala laboratorial de três matérias primas, a quitina, o 

quitosano e as nanofibrilas de quitina; 

- a projecção e instalação de uma unidade piloto de produção de quitina e quitosano; 

- o estudo de soluções de quitosano para futura aplicação em dispositivos médicos; 

- o desenvolvimento de um dispositivo médico; 

- o estudo do reforço de estruturas poliméricas de PVA com nanofibrilas de quitina 

 

O trabalho iniciado originou ainda a criação de uma nova empresa, a ALTAKITIN, 

dedicada à produção de quitina, quitosano e derivados, bem como de dispositivos 

médicos. 
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1. Estudo da Extracção de Quitina e da Produção de Quitosano à Escala 

Laboratorial. 

 

1.1 Introdução 

 

A Quitina, é um polissacarídeo natural presente em diversos organismos vivos e que 

consiste em unidades repetitivas de N-acetil-glucosamina unidas por uma ligação 

covalente β-1,4. A sua estrutura é muito semelhante à da celulose com um grupo 

hidróxilo na posição C-2 a ser substituído por um grupo acetilamina, se for 

considerada um homopolímero, o que na realidade não acontece, como é explicado 

na Figura 1.1. 

 

 
 

Figura 1.1 - Comparação das macromoléculas de celulose e quitina 

 

O número elevado de organismos que produzem anualmente este biopolímero faz 

dele o segundo mais abundante na natureza a seguir à celulose, sendo de notar que 

a taxa de reposição da quitina é duas vezes mais elevada que a celulose (Campana- 

Filho, 2007). Para tal contribui o facto de este polímero ser um dos principais 

constituintes de exoesqueletos de artrópodes, como os crustáceos e insectos. Está 

presente ainda em moluscos, cefalópodes e nas paredes celulares de fungos.  

(Rinaudo, 2006). Foi isolado pela primeira vez pelo francês Braconnot em 1811, a 
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partir de fungos, 30 anos antes de descoberta da celulose. Foi-lhe atribuído o nome 

“fungine” que veio a ser substituído por “chitin”, derivado de “chiton” do grego que 

significa armadura de malha ou túnica, após a separação de um composto 

semelhante a partir da cutícula de crustáceos (Khor, 2001, Rinaudo, 2006). 

A quitina pode ser encontrada em três formas cristalinas diferentes: a α-quitina, a β-

quitina e a γ-quitina. A α-quitina é a que se encontra com mais facilidade na 

natureza, ocorrendo, por exemplo, em cascas de ovos de nematóides e rotíferos, em 

moluscos, em cutículas de artrópodes, nas paredes celulares de fungos, em tendões 

e casca de lagosta e camarão. Pode também ser encontrada e produzida por vários 

organismos marinhos menos comuns, apresentando esta α-quitina mais exótica uma 

maior cristalinidade e pureza, por ser produzida na ausência de pigmentos, 

proteínas e calcite. Esta α-quitina é obtida a partir da recristalização de soluções, de 

biossíntese in-vitro ou de polimerização enzimática (Kumar et al., 2004; Rinaudo, 

2006). 

A β-quitina é rara aparece como parte constituinte das cascas de braquiópodes e 

moluscos, em algumas larvas e em partes específicas de cefalópodes. Nos 

cefalópodes aparece associada com proteínas num constituinte específico 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 β-quitina ainda não foi produzida através de soluções ou 

por biossíntese in-vitro. É possível encontrar uma outra forma, a γ-quitina, que se 

veio a verificar ser uma variante da α-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 caracterização como a espectroscopia de infra-vermelhos e ressonância 

magnética nuclear do estado sólido, em conjunto com difracção de raios X (Kumar et 

al., 2004; Kurita, 2006; Rudall, 1969; Rinaudo, 2006). 

A α-quitina é a forma mais estável, tendo sido realizados estudos detalhados da sua 

estrutura que indicaram que as moléculas de α-quitina estão arranjadas com uma 

conformação anti-paralela, permitindo uma máxima ligação entre moléculas por 

ligações de hidrogénio. A forma β-quitina apresenta cadeias paralelas, uma por 

célula unitária, o que leva a uma força inter-molécular menor. Este arranjo espacial 

não favorece a ligação de hidrogénio entre cadeias ao grupo hidróxilo (ligado a C-6), 

como observado para a α-quitina (Khor, 2001). Por fim surge a γ-quitina, em que 

duas cadeias paralelas alternam com uma anti-paralela (Kurita, 2006; Cohen, 1987; 

Merzendorfer & Zimoch, 2003). Estas duas últimas podem ser convertidas para o 
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formato anti-paralelo, a forma α-quitina, com um tratamento em ácido clorídrico forte 

(HCl) (Kurita, 2006). Na Figura 1.2 estão representadas as estruturas da α- e da β-

quitinas. 

 

 
Figura 1.2 – Representação da estrutura da α-quitina (à esquerda) da β-quitina, 

à direita (adaptado de Kurita, 2001) 

A conformação anti-paralela das moléculas da α-quitina permite um empacotamento 

compacto, formando micronanofibrilas de quitina, as quais consistem em 

aproximadamente 20 cadeias únicas que são estabilizadas por um elevado número 

de ligações de hidrogénio. Este arranjo contribui amplamente para as propriedades 

físico-químicas da cutícula, como a resistência mecânica e a estabilidade (Cohen, 

1987; Merzendorfer & Zimoch, 2003). A principal consequência das fortes ligações 

de hidrogénio na α-quitina é a sua insolubilidade em todos os solventes orgânicos 

comuns e em soluções ácidas, sendo por isso tão complicado trabalhar com este 

polímero. A funcionalidade do grupo N-acetilo desempenha um papel fundamental 

no comportamento deste biopolímero, pois são estes grupos os responsáveis pelas 

inúmeras ligações intermoléculares. 

Em contraste com a anterior, na β-quitina e na γ-quitina a compacidade e o número 

de ligações de hidrogénio intermoléculares são reduzidos, originando um aumento 

de ligações de hidrogénio com a água. O elevado grau de hidratação e a reduzida 

compacidade resultam em estruturas quitinosas mais flexíveis e moles 

(Merzendorfer & Zimoch, 2003). A β-quitina apresenta também elevada afinidade 

com outros solventes e elevada reactividade, devido à já referida estrutura cristalina. 

A distância entre cadeias no eixo b da β-quitina potencia inclusões cristalinas de 

complexos de pequenas moléculas polares, como a água, álcoois e aminas. A β-

quitina, obtida das lulas, é semi-cristalina, apesar de, segundo Kurita (2006), a β-

quitina quase completamente cristalina ter sido obtida de tubos de Tevnia 
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jerichonana, um organismo do fundo marinho. A dissolução ou o inchamento 

convertem a β-quitina em α-quitina (o contrário não acontece), sugerindo que a β-

quitina seja uma forma meta-estável biossintetizada por um mecanismo diferente do 

da α-quitina (Kurita, 2006). Observações morfológicas e cristalográficas revelaram 

que a transformação inter-cristalina está dependente da concentração de ácido 

(HCl) utilizado (Kurita, 2001). No caso de β-quitina obtida de lulas, pode ocorrer 

completa dissolução em água, podendo ser também referido que a passagem a α-

quitina se deve à grande mobilidade das cadeias de β-quitina. A sua afinidade com a 

água e a sua escassez são as razões para a não produção em larga escala da β-

quitina, pois a sua utilidade fica um pouco limitada. A γ-quitina tem um 

comportamento em relação à água intermédio entre o da β-quitina e da α-quitina 

(Khor, 2001). 

 

O principal derivado da quitina, o quitosano, foi descoberto em 1859 por Rouget, 

quando este provou que a quitina em suspensão numa solução de hidróxido de 

sódio, levada à fervura, se torna solúvel em ácidos orgânicos. Só em 1894 é que 

Hoppe-Seyler deu o nome a este produto, denominando-o quitosano. A estrutura 

deste importante polímero 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 distinção é necessária pois durante 

muitos anos os dois termos foram vulgarmente confundidos, tendo melhorado a sua 

compreensão nos últimos vinte anos (Khor, 2001; Kurita, 2006).  

Como foi referido, a quitina é um polissacarídeo linear formado pelo encadeamento 

de unidades N-acetil-glucosamina. Enquanto que no quitosano se observa a 

repetição de unidades N-glucosamina (Khor, 2001) Desta forma o quitosano é obtido 

por hidrólise alcalina da quitina, processo designado por desacetilação que será 

extensivamente abordado mais adiante.  

 

Na realidade, a acetilação ou a desacetilação total, quase nunca ocorre, existindo 

sim um copolímero de N-acetil-glucosamina com N-glucosamina, fazendo-se a 

distinção entre quitina e quitosano através do respectivo conteúdo em grupos 

acetilo. Na Figura 1.3 está representado o copolímero referido anteriormente, 

encontrando-se também identificados os seis carbonos do anel da glucopiranose. 
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Figura 1.3 - Representação esquemática do copolímero quitina e quitosano 

(Khor & Lim, 2003). 

 

É 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 é inferior a 50% tem-se quitosano, 

predominando então as unidades N-glucosamina. A percentagem de grupos 

acetamida é vulgarmente denominada de grau de acetilação (DA). Por sua vez, o 

grau de desacetilação (DD) é a percentagem de grupos amina presentes no 

polímero (Khor, 2001). Esta nomenclatura é a usada no meio científico respeitante a 

estes biopolímeros, sendo utilizada para caracterizar o conteúdo médio de unidades 

N-acetil-D-glucosamina na quitina e no quitosano (Silva, dos Santos & Ferreira, 

2006). 

A principal diferença entre o comportamento destes dois polímeros é a sua 

solubilidade. O polímero quitina é solúvel em N-dimetilacetamida com 5% cloreto de 

lítio (Li/DMAc) e insolúvel em soluções aquosas ácidas de ácidos fracos, ao 

contrário do seu derivado quitosano. Ao ter-se quitosano, o que implica um DD 

maior que 50%, tem-se um polímero solúvel em soluções ácidas aquosas que se 

comporta como um polielectrólito catiónico (Khor, 2001; Tolaimate, Desbrieres, 

Rhazi & Alagui, 2003). O conteúdo 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 

solúvel em soluções aquosas de pH inferior a 6,5, sendo por isso mais fácil trabalhá-
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lo (Khor & Lim, 2003). 

Apesar de a quitina estar presente em inúmeros grupos taxonómicos, é geralmente 

separada e obtida de exoesqueletos de crustáceos, mais concretamente, de 

camarão e caranguejos, as fontes mais acessíveis de quitina. De um ponto de vista 

prático, as cascas destes tipos de crustáceos são as mais convenientes, pois estão 

disponíveis como resíduos da indústria alimentar (Kurita, 2006; Tolaimate et al., 

2003). Estas cascas geralmente contêm 15-40% de α-quitina, 20-40% de proteínas 

e 20-50% de carbonato de cálcio, sendo os restantes constituintes pigmentos e sais 

metálicos (Kurita, 2006). 

Na Tabela 1.1 estão indicados os conteúdos em quitina e em carbonato de cálcio, 

para as diferentes fontes de quitina disponíveis na Biosfera. 

 

Tabela 1.1 -  Fontes de quitina: conteúdo em quitina e em CaCO3 (Kurita, 2006) 

 
 

Ao analisar-se a Tabela 1.1, chega-se à conclusão de que os dois tipos de fonte de 

quitina com maior conteúdo em biopolímero são, as já referidas, casca de camarão 

e caranguejo. A viabilidade da extracção de quitina de outras fontes, para além do 

camarão e caranguejo, fica comprometida quer pela baixa percentagem de quitina 

que apresentam, quer pela sua disponibilidade. 

Na produção de um biomaterial, a alta pureza e a reprodutibilidade de 

características físico-químicas são fundamentais, pois só assim será possível 

chamar-lhe material de grau médico. Na produção da quitina tem que se ter em 

conta a sua origem, pois esta vai influênciar em muito o seu processo de obtenção. 

Existem características que variam de fonte para fonte, como o conteúdo em cálcio 

e proteínas, mesmo para a mesma fonte as características da quitina alteram-se 

com a idade, sexo e habitat de onde o animal é proveniente. É essencial ter-se a 

noção de que as condições de obtenção deste biopolímero (nomeadamente, as 
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temperaturas, os reagentes e suas concentrações, o material a utilizar e o número 

de etapas a realizar variam com a fonte e a espécie). Esta preocupação é 

fundamental pois vai influênciar directamente a qualidade do produto final. 

No entanto, existem outras fontes de razoável interesse para a extracção de quitina 

como as paredes celulares de fungos e a cartilagem de moluscos como a lula.  

Os fungos são facilmente cultivados sob condições controláveis, não sofrendo 

alterações de sazonalidade. Existem autores que extrairam quitosano de fungos 

com tratamentos ácidos e alcalinos (Rane and Hoover, 1993; Cai et al., 2006; 

Suntornsuk et al., 2002; Chatterjee et al.,2005).  

As cartilagens de lulas são interessantes devido à composição elevada de β-quitina, 

entre 35-40% e baixa em elementos inorgânicos como o cálcio, um dos elementos 

principais dos exoesqueletos do grupo artrópode. No entanto, a baixa 

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

 

A quitina e o quitosano exibem inúmeras propriedades biológicas e físico-químicas 

interessantes, tendo sido encontradas várias aplicações em diferentes campos, tais 

como: a industria biomédica e farmacêutica, o tratamento de águas residuais, a 

agricultura, a cosmética e a indústria alimentar. Como já foi referido anteriormente, 

devido à sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e bioactividade, é cada vez 

mais tido em conta como um poderoso biomaterial (Rinaudo, 2006). 

O grau de desacetilação é um parâmetro estrutural cuja caracterização é 

fundamental, pois influência as propriedades físico-químicas e mecânicas do 

polímero, bem como o peso molécular, do qual dependem a deformação máxima 

antes da fractura e a resistência à tracção do mesmo. Estes parâmetros combinados 

influênciam também as propriedades biológicas do quitosano, como a sua 

biodegradação, a promoção da cicatrização de lesões nos tecidos biológicos e, mais 

específicamente, a osteogénese e angiogénese (Chatelet, Damour & Domard, 

2000). 

Muitas das aplicações do quitosano são limitadas por problemas de solubilidade, 

uma vez que este é insolúvel em meio neutro, condição em que enzimas fisiológicas 

exercem a sua actividade. Partindo do princípio que derivados de quitina e quitosano 

podem ser preparados com a finalidade de melhorar a sua solubilidade em água, as 

aplicações destes polímeros podem aumentar significativamente (Silva et al., 2006). 
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Tabela 1.2  - Aplicações do quitosano 

 
 

Tabela 1.3 - Relação entre as propriedades do quitosano e as suas possíveis 

aplicações biomédicas (Rinaudo, 2006) 

 

 
 

 



 

37 

 

 

Um dos objectivos do presente trabalho passa por obter quitina e quitosano com um 

grau de pureza próprio para aplicações do foro biomédico, encontrando-se essas 

específicações na tabela 1.4. Deste modo todas as etapas de extracção têm como 

objectivo remover quantitativamente todos os elementos ligados à quitina. Os mais 

relevantes neste processo de extracção são o carbonato de cálcio, proteínas e 

pigmentos, mas para a obtenção de grau médico todos os minerais e elementos têm 

que ser equacionados. 

Embora existam diversos métodos referidos na literatura, todos eles produzem 

efeitos mais ou menos negativos na molécula, e que não podem ser evitados seja 

por diminuição do peso molécular ou grau de desacetilação. É por isso que ainda 

existe o interesse em optimizar a extracção de forma a evitar a degradação da 

molécula de quitina e ao mesmo tempo levar o nível de impurezas a um mínimo 

satisfatório para aplicações biomédicas (Percot et al., 2003;Tolaimate et al., 2003).  

 

Tabela 1.4 – Específicações de quitosano com grau médico PROTASAN CL113 

(NOVAMATRIX) 

 
 

Para melhor compreensão das etapas necessárias à extracção de quitina e 

produção de quitosano, importa saber a constituição específica do material a tratar.  

Rhazi et al., 2000,  fizeram uma análise exaustiva de diversas cutículas de 
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crustáceos e cefalópodes associando-as a diferentes necessidades de tratamentos 

uma vez que cada cutícula apresenta uma diferente composição  de elementos.  

No presente trabalho foi dada maior importância aos exoesqueletos de camarão, 

mais específicamente da espécie Pandalus Borealis. Na Figura 1.5 encontra-se 

resumida a composição da cutícula do crustáceo referido, sendo esta sazonal.  

 

 
Figura 1.4 – Composição em percentagem de peso seco de minerais, proteínas 

e chitin quitina extraídos em condições industriais no ano 2000 de casca de 

camarão (adaptado de Rodde et al., 2008)  

 

A decisão pelo estudo desta fonte está relacionado com objectivos empresariais, 

uma vez que se trata de uma fonte abundante proveniente de resíduos da indústria 

alimentar que no âmbito de um projecto empresarial assume uma preponderância 

decisiva face à disponibilidade da matéria prima. Empresas de transformação 

alimentar recebem a referida espécie de camarão e procedem ao seu descasque 

para aproveitamento do miolo, não dando até ao momento um fim específico à 

casca. Parte do objectivo do presente trabalho está relacionado com o 

aproveitamento destes resíduos da indústria alimentar para a produção de 

compostos de valor acrescentado.  

Outro factor determinante é a origem geográfica da fonte, de grande importância 
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para a pureza final dos produtos e a economia do processo. A cutícula de 

crustáceos é o receptor natural e “armazém” de poluentes e outros elementos 

presentes nas águas de cultivo da espécie, justificando deste modo a procura de 

espécies cultivadas em águas limpas. A espécie estudada tem origem em águas 

virgens do ponto de vista industrial, deste modo originando casca mais pura e com 

menor necessidade de purificação. 

O procedimento típico de produção de quitosano de casca de crustáceos, consiste 

em 4 etapas básicas (Fig.1.5): Desmineralização (DM), Desproteinização (DP), 

Descoloração (DC) e Desacetilação (DS), existindo possibilidades de adição ou 

supressão de etapas: 

 

 
Figura 1.5 - Diagrama esquemático do processo de extracção de quitina e 

produção de quitosano 

 

 

• Pré-tratamento 

 

É considerado pré-tratamento qualquer etapa anterior ao início da extracção de 

quitina.  
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• Lavagem 

 

Mukherjee utilizou um método de lavagem que consistia em colocar os resíduos 

alimentares em água a 80ºC, durante uma hora, com uma razão de 1 kg para 10 

Litros. (Mukherjee, 1996) Willem Stevens apresentou uma forma de pré-tratamento 

para casca de camarão com o objectivo de diminuir a carga de reagentes durante a 

extracção (Stevens et al., 2006). O tratamento apresentado era a lavagem da casca 

com ácido acético (0,05 M) ou ácido benzóico (0,016M) de forma a obter uma 

diminuição controlada da massa da casca, em que através de uma posterior 

lavagem da casca eram eliminadas até cerca de 40% de proteínas, obtendo-se 

ainda uma substancial redução da composição mineral. No entanto, a maior parte 

dos autores apenas recorre a água destilada para proceder à lavagem da casca. Se 

as propostas forem analisadas tendo em vista uma produção à escala industrial 

verifica-se que requerem grandes volumes de soluções e de água para efectuar este 

tratamento. É importante determinar a utilidade real deste passo, uma vez que a 

casca proveniente da indústria transformadora é consideravelmente mais limpa que 

a casca proveniente da indústria hoteleira, não apresentando óleos e detritus 

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

 

 

• Secagem 

 

O objectivo principal desta etapa é remover a humidade da casca e torná-la 

quebradiça para a moagem. Com um eficaz processo de secagem é possível 

armazenar casca seca durante longos períodos 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 80ºC durante 48h e em seguida efectuar um rápido arrefecimento da casca 

de forma a “congelar” o novo arranjo amorfo. A teoria base desta proposta de 

prétratamento está relacionada com o facto de a casca com estrutura amorfa ser 

mais susceptível ao ataque químico e desta forma necessitar de menor carga de 

reagentes para a purificação (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 liofilização (Percot et al., 

2003). À primeira vista o processo de secagem ao sol parece ser uma forma de 
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poupar energia, necessitando-se contudo de uma área elevada de exposição solar 

para quantidades elevadas de casca. No entanto, no seguimento do processo as 

cascas são novamente lavadas e secas pelo que se presume que a secagem ao sol 

poderá influenciar as características finais do biopolímero, nomeadamente a 

coloração. 

Tolaimate e colaboradores, afirmam que as cascas secas podem ser armazenadas 

por tempo indeterminado (Tolaimate et al., 2003).  

Youn e colaboradores, provaram que a irradiação ultra violeta em partículas de 

quitosano promove a descoloração, dispensando etapas de branqueamento e 

consequentemente obtendo-se pesos moleculares mais elevados devido à 

despolimerização 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 o 

recurso à lavagem, com a introdução de uma fase líquida, tal como foi realizado 

pelos autores anteriores, sem que tenham integrado qualquer resultado prático 

desse pré-tratamento nos processos existentes. 

De qualquer forma, e atendendo aos volumes de casca em jogo para uma unidade 

de produção industrial, o uso de uma estufa de secagem do tipo de pratos e o 

recurso a temperaturas entre os 60-80ºC parece ser um método eficaz para esta 

etapa. 

 

• Moagem 

 

O objectivo desta etapa é reduzir a casca a pó, sendo tal vantajoso por diversas 

razões. 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 reacções de purificação seguintes. A moagem é feita com 

recurso a moinho de lâminas uma vez que se trata de um material fibroso. Percot e 

colaboradores reduziram o diâmetro de partícula da casca a 80µm; embora os 

autores não relacionem este facto com os resultados obtidos, é, como já foi referido, 

de prever que um menor diâmetro de partícula tenha influência nos aspectos 

difusionais nas reacções de extracção. Este tamanho de partícula foi obtido por crio-

moagem sob azoto líquido, evitando-se a degradação do polímero (Percot et al., 

2003). 
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• Desmineralização 

 

 

Esta parte do processo visa a remoção da parte mineral presente na casca. 

Genericamente esta etapa é normalmente efectuada com recurso a ácidos como 

HCl, HNO3, H2SO3, CH3COOH e HCOOH, sendo o HCl o ácido mais comum, com 

concentrações 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 condições mais 

severas devem ser evitadas pois provocam forte despolimerização 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 exposição do polímero a HCl, bem como com o aumento da 

concentração de HCl (Madhavan et al., 1974 ; Moorjani et al., 1975). 

Em alternativa, e de modo a evitar esta quebra de peso molecular do polímero foi 

sugerido por Roberts e colaboradores a utilização de ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA), que torna o processo mais brando mas menos eficiente. (Roberts et al., 

1997) 

 

2HCl (l) + CaCO3 (s) à  CO2 (g) + CaCl2(l) + H2O(l) 

Esquema  1 - Reacção de descalcificação com ácido clorídrico 

 

Tabela 1.5 – Resumo das condições utilizadas no processo de 

desmineralização de casca de camarão por outros autores. 

 

 
 

A eficiência do processo é facilmente avaliada através de métodos sensíveis como 

absorção atómica, que identifica a presença de mineriais com rigor até partes por 

milhão e por espectrometria atómica por emissão de plasma, ICP, que o permite 

fazer até partes por bilião. 
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• Desproteinização 

 

 

O objectivo desta etapa é remover a fracção proteica da casca, sendo necessário a 

destruição de fortes ligações covalentes entre a quitina e as proteínas. Esta 

separação realiza-se com alguma dificuldade. Quando estão em causa aplicações 

biomédicas, a remoção completa das proteínas é essencial, pois certos 

componentes destas são os principais responsáveis pela existência de tantos casos 

de alergias respeitantes a marisco na população humana1 (Khor, 2001). Para tal 

habitualmente usam-se tratamentos alcalinos embora outros tenham sido 

publicados. Tipicamente a casca é tratada com solucões aquosas de NaOH 1M 

durante 1-72h e a temperaturas que variam dos 65 aos 100ºC, tabela 1.6. Outro 

método alternativo e interessante, envolve a degradação enzimática de proteínas; 

no entanto o nível residual de proteínas, cerca de 1 a 7%, não é satisfatório e o 

tempo de reacção é superior quando comparado ao método químico (Bustos, 1994). 

Deste modo a eficiência da desproteinização enzimática exclui a possibilidade do 

uso industrial (Percot et al., 2003). 

 

Tabela 1.6 - Resumo das condições usadas no processo de desproteinização 

da casca de camarão por outros autores. 

 
 

No e colaboradores, experimentaram obter quitosano directamente após a 

desmineralização, uma vez que o reagente usado na desacetilação, o hidróxido de 

sódio, 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 à presença de proteínas é idêntica. A 
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1 Para mais informação relativa a este assunto consultar: Wild & Lehrer, 2005; Marinho et al., 2005; 

Lehrer, Ayuoso &  Reese, 2003 

 

justificação para esta experiência relaciona-se com a omissão de um passo de 

purificação e consequente diminuição de tempo e custos. Por outro lado, a carga do 

reactor com o material proteico encarece a reacção de desacetilação, uma vez que 

para um rácio de sólido/reagente de 1 g para 10mL de solução é gasto mais 50% 

em reagente devido ao peso do material proteico, sem ter em conta o efeito que 

esse material dissolvido poderá ter na extensão da reacção de desacetilação. 

 

• Descoloração 

 

Na produção de quitina, a desmineralização e desproteinização poderão não ser 

suficientes para obter um produto branco, pelo que para a remoção dos pigmentos 

restantes é necessário uma etapa de descoloração. A coloração da quitina é 

provocada pela presença de pigmentos de carotenóides denominados por 

astaxantina (No et al., 1989).   

 

 
Figura 1.6 - Molécula do Carotenóide Astaxantina 

 

A remoção destes pigmentos é feita por oxidação das ligações duplas carbono-

carbono presentes na molécula (Henry et al., 2000). Têm sido propostos vários 

métodos para a remoção deste pigmento, apresentando todos como consequência a 

diminuição de peso molécular devido à destruição das ligações glicosídicas. Têm 

sido usados solventes, como etanol ou acetona em operações de extracção, ou o 

branqueamento ser obtido usando KMnO4, NaOCl ou H2O2. A astaxantina, pode ser 

aproveitada para a indústria alimentar no caso de ser adoptada a extracção por 
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solvente (Campana-Filho, 2007). Na tabela seguinte são apresentados os principais 

métodos de descoloração referidos na literatura. 

 

 

 

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

                      
 

Alternativamente, foi primeiramente proposto por Sionkowska, a remoção destes 

pigmentos recorrendo a luz solar, sendo a despigmentação provocada pela radiação 

UV própria 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 descoloração por luz UV se deve à 

destruição, por oxidação das duplas ligações presentes na astaxantina, sendo um 

mecanismo semelhante ao que ocorre com solventes branqueadores à 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 sódio durante 5 min 

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

 

• Desacetilação 

 

O objectivo desta etapa é obter quitosano através da reacção de desacetilação 

também denominada por hidrólise alcalina da quitina em que, como referido 
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anteriormente, a definição de quitosano está relacionada com o grau de 

desacetilação, isto é a quantidade de grupos acetilo ainda presentes na ligação com 

o grupo azoto do carbono na posição 1. O principal objectivo desta modificação da 

molécula de quitina é aumentar a solubilidade da mesma.  

Esta reacção visa a remoção do grupo acetilo substituindo-o por um átomo de 

hidrogénio, sendo tal feito pela utilização de uma base forte. Broussignac em 1968 

propôs a primeira reacção de desacetilação, em meio quase anidro, com o uso de 

KOH (50% p/p), etanol 96% (25% p/p) e monoetileno glicol (25% p/p) a 90ºC, e com 

uma razão de 1mg de quitina para 60mL de solvente. Alternativamente Kurita e 

colaboradores, propuseram que a reacção fosse feita em meio aquoso, apenas com 

recurso a NaOH 50% (p/v), com temperaturas acima dos 80ºC, em atmosfera de 

azoto e com rácios semelhantes (Kurita et al., 1993). 

Na produção de quitosano esta é habitualmente considerada a etapa chave, uma 

vez que através do controlo de parâmetros como rácio, temperatura, tempo, número 

de etapas e ainda concentração de base é possível influênciar características como 

o peso molécular, grau de desacetilação e polidispersão e assim obter um quitosano 

com as características desejadas para determinada aplicação.  

Deste modo, muitos estudos têm sido feitos de forma a optimizar esta última 

reacção, mas todos são meras adaptações ou optimizações dos seguintes estudos: 

 

Tabela 1.8 - Resumo das condições usadas no processo de desacetilação  por 

outros autores; 

 
 

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

é mais susceptível à reacção de desacetilação devido às já referenciadas fracas 
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ligações intermoléculares. O quitosano obtido a partir de β-quitina tem a tendência 

em se apresentar com uma leve tonalidade acastanhada, em situações similares ao 

obtido pela α-quitina, que por sua vez é obtido sem o produto final apresentar essa 

cor. Para contrariar este facto, deverão ser utilizadas condições menos agressivas 

de desacetilação quando se trabalhar com a β-quitina, como uma temperatura de 

desacetilação mais baixa, por exemplo de 80ºC (Kurita, 2006; Kurita et al., 1993). 

 

Na Figura 1.7 é possível observar a influência da etapa de desacetilação para os 

dois principiais tipos de quitina. Estudos referentes ao processo de desacetilação 

dos dois tipos de quitina têm sido referidos por diversos autores, sendo dado como 

exemplo os realizados por Lamarque e colaboradores (2004a, 2004b e 2005). 

 

                    
Figura 1.7 - Desacetilação de α-quitina e β-quitina com NaOH a 30% (p/v) a 

100ºC ( adaptado de Kurita, 2001). 

 

A rede cristalina foi um parâmetro chave na compreensão da diferente reactividade 

química observada para os dois tipos de quitina durante uma primeira desacetilação 

heterogénea (Lamarque et al., 2004a). De igual modo, é também salientado que foi 

graças à separação sistemática entre materiais solúveis e insolúveis em água (em 

pH 8.5) de cada desacetilação, recolhidos depois da neutralização do meio 

reaccional, que se conseguiu determinar que a desacetilação heterogénea da quitina 

conduz a uma importante composição e a heterogeneidades estruturais. A estrutura 

e a microestrutura dos materiais solúveis e insolúveis em água (em pH 8.5) dos dois 

tipos de quitina foram estudados com o recurso a difracção de raios X e a 
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espectroscopia de ressonância magnética nuclear (H1RMN). Relativamente às 

fracções insolúveis de α-quitina, foi demonstrado que as regiões amorfas foram 

primeiramente desacetiladas relativamente à rede cristalina, a qual ficou 

aparentemente preservada. Este mecanismo leva ao bloqueio de copolímeros de 

unidades N-acetilglucosamina e N-glucosamina. Após o colapso da rede cristalina 

da α-quitina devido à acção da solução alcalina, a desacetilação ocorre 

homogeneamente por toda a amostra. Por outro lado, como já foi referido, graças às 

 

suas ligações mais fracas e estrutura penetrável, as fracções de β-quitina não 

solúveis em água tornam-se totalmente amorfas pouco tempo depois do início da 

reacção. Esta situação resulta num mecanismo simples para a formação de 

copolímeros aleatórios de unidades N-acetilglucosamina e N-glucosamina 

(Lamarque et al., 2004a, 2004b). 

 

De facto existem diversas adaptações dos métodos anteriormente descritos, o que 

torna difícil a selecção de um determinado método óptimo para a execução desta 

etapa. Da mesma forma torna-se complicado comparar resultados de grau de 

desacetilação ou peso molécular obtidos experimentalmente com os que são 

apresentados na literatura uma vez que existem diversos factores que influênciam 

as características finais do quitosano. A título de exemplo a sazonabilidade da casca 

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

 

A casca de camarão da espécie pandalus borealis é a matéria prima em estudo no 

presente trabalho. Esta casca tem proveniência do mar do norte e foi pescada em 

águas consideradas limpas do ponto de vista industrial. A empresa Pró Pesca, 

Peniche dedica-se à comercialização de produtos do mar, nomeadamente miolo de 

camarão, sendo o camarão descascado e congelado. A casca, habitualmente 

descartada, foi congelada para seu aproveitamento. 

Deste modo, a casca em questão é expedida congelada em caixas de esferovite, em 

carro refrigerado, chegando à empresa Ceramed em óptimo estado de conservação. 

Parte desta casca recebida foi alvo dos estudos do presente trabalho. Como foi 

referido na literatura o método de extracção de quitina e quitosano está amplamente 

estudado. Desse modo e com base nos estudos feitos anteriormente, pensou-se em 

desenvolver um método simples e económico, que fosse possível executar à escala 

industrial e que fosse simultaneamente flexível no que toca às duas principais 

características do polímero quitosano a obter, o grau de desacetilação e o peso 

molécular.  

 

1.2.1 Extracção de Quitina e Produção de Quitosano 

 

• Pré-tratamento 

 

Considera-se que o bom acondicionamento inicial da casca faz diferença no seu 

tempo de validade. É ainda mais económico armazenar a casca seca e moída, do 

que inteira e congelada, devido ao consumo de energia e espaço necessário para 

arcas frigoríficas.  

Assim, a casca recebida foi imediatamente descongelada e lavada com água 

quente, seguindo-se uma etapa de secagem durante 24h. Ao fim de seca, as 

cabeças foram separadas do resto do corpo, não sendo aproveitadas para o resto 

do trabalho. A razão para tal é que no presente estudo pretende-se trabalhar com a 

casca o mais pura possível e a cabeça do camarão possui grandes quantidades de 

miolo, fracção donde não é possível extrair quitina. A casca seca foi então triturada e 

moída, com um moinho de lâminas Reutsch SM1000, sendo seleccionada para 

processamento a fracção de casca com diâmetro de partícula entre 250µm e 

1000µm.  
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• Desmineralização 

 

Esta etapa é de vital importância 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 ácido usado limita o peso molécular 

final. Tal facto não tem forçosamente que ser um obstáculo mas algo que pode ser 

vantajoso para determinar as características finais do produto em termos de peso 

molécular. As condições iniciais foram escolhidas com base no trabalho de Percot. 

(Percot et al., 2003). 

 

 
Tabela 1.9 – Aferição das condições experimentais do processo desmineralização 

 
 

Tabela 1.10 - Condições experimentais do processo de desmineralização 

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

neutralizada com água destilada e seca a 40ºC até peso constante.  

 

• Estudo Cinético da Desmineralização 
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O estudo cinético da reacção de desmineralização consistiu na determinação da 

constante cinética, da ordem da reacção e da energia de activação, para o que 

foram realizados os ensaios que a seguir são descritos. 

A casca seca e moída foi seleccionada com peneiros a fim de separar a fracção com 

diâmetro de partícula entre os 250 e os 300 µm. Foram colocados 0,1g de casca de 

camarão em tubos de ensaio e estes num banho à temperatura da experiência, a 

qual variou entre 5ºC e 30ºC. De seguida adicionou-se a cada um 4mL de HCl 1,0M, 

à temperatura em estudo e prefazendo a razão de 40 mL/g. Foi utitilizada agitação 

magnética com uma velocidade de 1100 rpm, uma vez tratar-se de uma reacção 

heterogénea, envolvendo uma fase sólida, a casca, uma fase líquida, o solvente 

aquoso de HCl, e uma fase gasosa, dióxido de carbono que se liberta durante a 

reacção. Ao fim de um determinado tempo juntou-se 5 mL de NaOH 1,0 M a fim de 

parar a reacção. De seguida os tubos foram centrifugados para promover a 

separação dos solventes da casca. A casca desmineralizada obtida em cada tempo 

foi seca e a determinação do cálcio nela contida foi realizada por espectrometria 

atómica de emissão por plasma, ICP-AES (num aparelho de marca Jobyn – Yvon, 

modelo Ultima), após digestão de cada amostra. A digestão consistiu na destruição 

de toda a matéria orgânica com HCl à ebulição, em vaso fechado sob pressão, 

durante 4 horas. 
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Tabela 1.11 - Condições experimentais do processo de determinação da 

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

              
 

• Desproteinização 

 

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

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

valor considerável de proteínas possível, uma vez que na reacção de desacetilação 

existe a possibilidade de remoção total. O efeito do reagente e da concentração 

utilizados não é considerado dramático para a qualidade final do produto, em 

comparação com o processo de desmineralização (Percot, 2003) 

Amostras provenientes dos processos A, B, C, D e E foram todas desproteinizadas 

nas mesmas condições, numa única etapa, a 70 ºC, durante 120 minutos, utilizando 

NaOH 1,0M e uma razão 1/15 (g/mL).  

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

neutralizada com água destilada e seca a 40ºC até peso constante.  

 

• Desacetilação 

 

A desacetilação da quitina tem um forte efeito em duas das principais características 

do produto final, sendo uma o grau de desacetilação e outra o peso molécular. 

Habitualmente, na literatura são referidos estudos que visam estudar o efeito da 

desacetilação nas duas características indicadas, sendo que se procuram métodos 

para obter diferentes graus de desacetilação para diferentes pesos moléculares. 

Teoricamente é sabido que o mesmo processo de desacetilação empregue em 
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amostras diferentes de quitina resulta em graus de desacetilação semelhantes e 

perdas de peso molécular da mesma ordem de grandeza. Em consequência, foi 

aplicado o mesmo processo de desacetilação em todas as amostras, esperando-se 

desta forma que seja a desmineralização a principal responsável pela perda de peso 

molécular, e a desacetilação a principal responsável pelo aumento do grau de 

desacetilação.   

Amostras provenientes de quitina provenientes dos processos A, B, C, D e E foram 

todas desacetiladas nas mesmas condições, numa única etapa, a 100 ºC, durante 

180 minutos, utilizando NaOH 12,5M e uma razão 1/15 (g/mL).  

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

neutralizada com água destilada e seca a 40ºC até peso constante.  

 

 

1.2.2. Caracterização dos Polímeros 

 

Segundo Lamarque et al. (2004), as propriedades destes polímeros dependem 

fortemente do grau de desacetilação e do seu peso molécular médio, estando 

directamente relacionados com o comportamento físico-químico e a sua actividade 

biológica. Assim, é pertinente uma análise aos valores destas grandezas obtidos 

para os polímeros sintetizados, com o intuito de prever o seu comportamento 

aquando da sua aplicação. Para a determinação do DD foi utilizada a técnica de 

espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, FTIR, e para a 

determinação dos pesos moléculares médios e da polidispersão foi utilizada a 

técnica de cromatografia de exclusão molécular, SEC. 

 

 

• FTIR 

 

O espectro vibracional de uma molécula é considerado uma propriedade física única 

e característica dessa molécula. O espectro de infravermelho pode ser usado como 

uma característica de identificação fazendo-se a comparação do espectro conhecido 

com outros de referência. Na ausência de uma referência utilizável na identificação é 

possível realizar uma interpretação básica do espectro, levando à caracterização e à 

possível identificação da amostra desconhecida (Coates, 2000). 
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Actualmente o método para a determinação do DD mais discutido e abordado em 

publicações é a espectroscopia de infravermelho, baseada na quantificação da 

banda da amida I no espectro da quitina e quitosano (Khor, 2001; Rinaudo, 2006). 

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

representado na Figura 1.8. 

 

                    
Figura 1.8 - Espectro de infravermelho típico de quitina/quitosano (Khor, 2001) 

 

Este espectro evidencia bandas de absorção características deste tipo de polímeros, 

tais como: 1655 cm-1 → amida I; 1630 cm-1 → amida I; 1560 cm-1 → amida II; 3450 

cm-1 → grupo hidróxilo; 2878 cm-1 → ligação C-H; 1160 cm-1 → banda de oxigénio; 

1070 cm-1 → ligação C-O; 1030 cm-1 → ligação C-O; 897 cm-1 → ligação C-O. Estas 

bandas de absorção permitem a determinação do conteúdo em grupos N-acetilo, 

fazendo-se a razão  entre as áreas de  uma destas e outra banda de referência 

interna. A escolha da banda de amida é feita duma das três referidas e é utilizada 

em conjunto com uma banda de absorção interna como a do grupo hidróxilo a 3450 

cm-1, a ligação C-H a 2878 cm-1, a banda de oxigénio a 1160 cm-1 e as bandas das 

ligações C-O a 1070, 1030 e a 897 cm-1 (Khor, 2001; Rinaudo, 2006). 

Quando se está a determinar o DD para polímeros com previsível alto grau de 

desacetilação, Domard & Rinaudo (1983) sugerem a utilização da banda de 

absorção da amida a 1655 cm-1 (amida Ia). Esta escolha deve-se ao facto de para 

um baixo grau de acetilação, predominar a banda de -NH2 (1590 cm-1) o que faz 

com que a banda da amida II fique mascarada, sendo difícil a sua utilização para o 

fim desejado (Domard et al.,1983). 

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

fácil de utilizar, sendo por isso a mais utilizada para determinar o DD. A banda de 
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absorção a 2878 cm-1 é dependente do DD que origina vibrações na ligação C-H, o 

que faz com que seja necessário proceder a uma posterior calibração. A razão 

A1655/A3450, é até à data, a mais utilizada para a determinação da percentagem de 

N-acetilação. A principal reserva à utilização deste rácio deve-se à escolha da linha 

de base para a banda de absorção da amida I (Figura 1.8). Para um polímero 

totalmente desacetilado, esta linha de base A dá origem a um DD entre 95-97%, o 

que não é esperado pois a banda da amida I deveria estar ausente (Domard, 1987). 

Contudo, para amostras com DD menor que 80%, o DD calculado é semelhante ao 

obtido com outros métodos, demonstrando a utilidade desta razão para este tipo de 

amostras (Khor, 2001; Rinaudo, 2006). 

 

A análise 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 utilização do método da razão 

A1655/A3450. Ao usar esta linha de base a equação para o cálculo do DD é a equação 

1.1: 

 

DD = 100 – DA = 100 – A1655
A3450

×115             Equação 1.1 

 

• Procedimento FTIR: 

 

Colocaram-se as amostras de quitosano (CS) em tubos eppendorf tapados, com 

parafilme furado, numa pistola de secagem  a vácuo, com pentóxido de fósforo, 

durante 48h, a fim de obter uma completa remoção da água adsorvida, a qual teria 

como consequência a quantificação da banda do grupo hidróxilo do polímero com 

erro.  

Os espectros de FTIR foram obtidos num espectrofotómetro da marca BIO-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 polímero a caracterizar., Para cada amostra 

foram obtidos cinco espectros entre 4000 e 400cm-1, tendo sido realizados 60 

varrimentos com uma resolução de 4 cm-1 
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• SEC 

 

Outra importante característica da quitina e do quitosano a ter em conta é o seu 

peso molécular médio. A cromatografia de exclusão molécular permite determinar 

ambas as médias de peso molécular, em peso e em número, respectivamente Mw e 

Mn, bem como a distribuição de peso molécular, MWD, e a polidispersão, PD = 

Mw/Mn, uma medida do grau de homogeneidade do polímero relativamente ao 

tamanho das cadeias que o constituem, Uma das principais dificuldades na 

determinação destes parâmetros está relacionada com a solubilidade das amostras 

e a não dissociação de agregados, usualmente presentes em soluções onde 

intervêm polissacarídeos (Rinaudo, 2006; Philippova et al., 2001; Kurita, 2001).  

Uma das razões para a dificuldade da determinação do peso molécular da quitina na 

sua forma não refinada, é a sua associação com as proteínas e outras substâncias, 

só sendo possível a sua obtenção depois de esta sofrer tratamento de 

desproteinização. O peso molécular da quitina isolada pode ser obtido de uma forma 

mais simples por viscosimetria capilar, devido às dificuldades de solubilização, mas 

apenas uma das médias. Essa determinação é realizada através da equação de 

Mark-Houwink-Sakurada, que relaciona a viscosidade íntrinseca, [η], com o peso 

molécular médio viscosimétrico (peso molécular médio mais próximo do valor em 

número ou em peso, dependendo do método absoluto através do qual foram obtidos 

os pesos moléculares que permitiram a determinação das constantes de Mark-

Houwink, K e a, válidas apenas para um par polímero/solvente a uma determinada 

temperatura   (Equação 1.2), Geralmente utiliza-se como solvente DMAc/LiCl. 

Segundo Kurita (2001), pode ser também ser utilizado como solvente, metanol 

saturado com cloreto de cálcio di-hidratado. 

 

η =KMa                                                              (Equação  1.2) 

 

Como se sabe, o quitosano é solúvel em soluções ácidas, sendo os seus pesos 

moléculares médios e a polidispersão obtidos pelas mesmas técnicas referidas para 

a quitina. Neste sentido, têm sido propostas várias equações de Mark-Houwink-

Sakurada para soluções aquosas de ácido acético, ácido acético/acetato de sódio e 

de ácido láctico. 

Quanto à escolha de solvente para a caracterização do quitosano relativamente aos 

vários métodos propostos, é sempre utilizada uma solução ácida para a protonação, 
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em conjunto com um sal com o intuito aumentar a força iónica do meio, promovendo 

uma maior solvatação das cadeias, com a consequente diminuição da formação de 

pontes de hidrogénio e de formação de microgéis..  

 

Um dos primeiros solventes propostos foi uma solução de ácido acético 0,1M com 

NaCl 0,2M, tendo sido demonstrado que a sua utilização ainda permitia a formação 

de agregados, sendo os pesos moléculares obtidos por excesso. Com o objectivo de 

minimizar este problema, foi proposto como solvente uma solução de  AcOH 0,3M 

com acetato de sódio 0,2M, não tendo sido encontrado para este qualquer formação 

de agregados (Rinaudo et al., 1993). Este assunto tem sido amplamente estudado e 

referido na literatura, sendo possível encontrar bastante informação relativa a 

diferentes tipos de solventes e aos resultados obtidos aquando da sua utilização 

(e.g. Rinaudo, 2006). 

 

 

• Procedimento SEC: 

 

Os pesos moléculares médios e correspondentes distribuições foram determinados 

através de cromatografia líquida de exclusão molécular.  

A análise 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 índice de refracção diferencial modelo 2410. Utilizou-se como 

solvente cromatográfico ácido acético 0,3 M com acetato de sódio 0,2 M, à 

temperatura de 30ºC. As soluções foram filtradas utilizando filtros de membrana de 

porosidade 0.45µm. Foram injectadas amostras de polímero com a concentração de 

0.1% (p/v) e um volume de 100µL. Os pesos moléculares foram determinados 

através de uma curva de calibração obtida com padrões de Pullulan. Ao longo de 

todo o trabalho os pesos moléculares médios indicados serão sempre valores de 

Mw. 
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1.3. Resultados e Discussão 

 

1.3.1 Estudo da reacção de desmineralização 

 

Relativamente às três condições ensaiadas (indicadas na Tabela 1.9), em cada uma 

das amostras avaliou-se a evolução do pH ao longo do tempo de reacção,, sendo os 

resultados obtidos apresentados na figura seguinte: 

 
Figura 1.9 - Avaliação da evolução do valor de pH ao longo da reacção de 

desmineralização 

 

Da evolução do valor de pH durante a desmineralização, 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 cálcio perde para metade a sua solubilidade para valores de pH 

superiores a 2, pelo que é natural que a extensão da reacção não seja tão elevada 

quanto para as outras amostras. Para além deste factor importante, verifica-se que a 

razão entre os iões cloro e cálcio está abaixo do estequeometricamente necessário 

(Tabela 1.13). Esta hipótese foi verificada pela determinação da composição final de 

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

 

 

 
Tabela 1.13 - Valores de quantidade de iões cálcio e cloro presentes na reacção de 

desmineralização 

 Cloro (mol)  Cálcio (mol) Razão Cl / Ca 

Amostra 1 0,1 0,0845 1,05 

Amostra 2 0,2 0,0845 2,1 

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 

remoção de cálcio, apesar de menos económico pela maior quantidade de ácido 

utilizada. Na amostra 2, o pH mantém-se baixo, mas a quantidade de cloro presente 

em solução, apesar de superior em relação à quantidade de cálcio presente na 

casca, não é adequado para que a reacção seja suficientemente eficaz (Tabela 

1.13). Este facto deve-se a que a constituição mineral da casca no valor de 40,2 %, 

apresenta apenas 33,9 % de cálcio, competindo desta forma, outros iões pelo ião 

cloro. De referir, que considerando o esquema reaccional da desmineralização 

indicado anteriormente (esquema 1, página 42 ), são necessários dois iões de cloro, 

para cada ião de cálcio (CaCl2). Importa salientar que se trata de uma reacção 

heterogénea, pelo que limitações difusionais poderão estar na origem de uma 

desmineralização deficiente. Desta forma optou-se por incrementar a razão 

líquido/sólido para 40 de forma a minimizar ao máximo as camadas limites junto das 

partículas de casca. Em consequência, o processo 3 foi empregue para os restantes 

estudos. 

 

Em termos cinéticos a reacção de desmineralização feita nas condições da amostra 

3 (com largo excesso de ácido e considerando que a sua concentração se mantem 

aproximadamente constante), pode ser considerada elementar e de primeira ordem 

Amostra Valor inicial de cálcio  

e (total minerais) (%) 

Valor final de cálcio 

(%) 

1 
33,9 

(40,2) 

7,9 

2 2,0 

3 0,2 
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relativamente ao cálcio e ordem zero relativamente ao ácido. Desta forma a lei de 

velocidade da reacção pode ser descrita como: 

 

                 

                                                          (Equação 1.3) 

 

sendo k a constante cinética. 

Como referido anteriormente, foi determinada, por ICP, a % de cálcio restante na 

casca ao longo da desmineralização de forma permitir realizar um estudo cinético da 

reacção a fim de determinar a constante cinética da reacção (k) e a sua 

dependência da temperatura (T), através da determinação da energia de activação 

(Ea) e do factor pré exponencial da lei de Arrhenius (A, uma medida do número de 

colisões entre as moléculas reagentes), a qual se encontra seguir indicada (sendo R 

a constante dos gases perfeitos): 

 

 

                                                                    (Equação 1.4) 

 

A amostragem foi realizada de uma forma descontínua, sendo cada ponto das 

curvas cinéticas o correspondente a uma reacção que foi parada ao fim de um 

tempo previamente estipulado, através da adição de NaOH, de forma a neutralizar o 

HCl ainda presente na reacção. A reacção é heterógenea, envolvendo uma fase 

sólida, a casca, uma fase líquida, a solução de ácido clorídrico e uma fase gasosa, o 

CO2 que se liberta. Desta forma a agitação utilizada foi elevada, tendo-se observado 

que apesar da libertação 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 análise do referido gráfico, 

verificamos que existe uma queda abrupta da % cálcio na casca logo para os 

primeiros segundos de reacção, ocorrendo posteriormente um decaimento mais 

lento na velocidade da reacção de desmineralização, realizada a 5ºC. Às 

temperaturas superiores testadas a conversão é praticamente completa, sobretudo a 

22ºC em que o desaparecimento total do cálcio é obtido ao fim de pouco mais de 

100 segundos.. Dado não existirem na literatura curvas cinéticas relativas à 

desmineralização da casca de camarão, os presentes resultados foram comparados 

com o trabalho de Castro-Ceseña e colaboradores, referente à desmineralização do 

osso com ácido clorídrico. Os autores referem que a reacção ocorre a velocidades 
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iniciais muito altas, devido à presença de hidroxiapatite (Ca10(PO4)6(OH)2) em maior 

quantidade na superfície do osso. Posteriormente a velocidade diminui devido a 

questões difusionais no interior do osso, uma vez que se encontram moléculas de 

hidroxiapatite no interior da tripla hélice do colagénio tipo II (Castro-Ceseña et al., 

2011) . 

 

 

 
Figura 1.10 - Evolução da % Cálcio restante na casca em função do tempo, para as 

temperaturas de 5ºC, 22ºC e 30ºC 

 

 

Tal como referido por Belamie e colaboradores, a casca de camarão possui 

características morfológicas em tudo semelhantes ao osso humano, pelo que a 

mesma interpretação poderá ser considerada para a casca de camarão: que na 

primeira etapa existe uma grande quantidade de carbonato de cálcio à superfície da 

casca e que está pronto a reagir, e que o decaimento na velocidade da reacção está 

relacionado com a presença de partículas de carbonato de cálcio no interior das 

fibrilhas de quitina e por esse motivo mais inacessíveis, sendo esta etapa da 

reacção controlada pela difusão e não 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 obtenção 

de valores de % de cálcio suficientemente baixos. 

 

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

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

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

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

constantes cinéticas determinadas e os correspondentes coeficientes de correlação. 

 

                        
Figura 1.11 – Representação da linearização dos pontos iniciais da reacção de desmineralização 

às temperaturas de 5ºC, 22ºC e 30ºC 

 

 
Tabela 1.14 - Valores das constantes cinéticas determinadas para diferentes temperaturas 

            
 

Outros autores consideraram também a reacção de desmineralização da quitina 

como sendo de primeira ordem relativamente ao cálcio (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 são semelhantes aos obtidos para condições 

reaccionais que diferem unicamente na razão sólido/liquido, uma vez que estes 

autores nunca usam valores acima de 15 g/mL. A linerização da lei de Arrhenius 

traduzida pela equação 1.5), aplicada às constantes cinéticas determinadas permitiu 

a determinação da energia de activação e do factor pré-exponencial. 

 

  

                                                         (Equação 1.5) 

 

Na figura 1.12 encontra-se representada a linerização que conduziu aos valores de: 

Ea = 5821 cal/mol e A= 27447 s-1 

 

 
Figura 1.12 - Representação de Arrhenius para a reacção de desmineralização 

 

 

No trabalho de Chang não foram apresentados valores para a energia de activação, 

não tendo sido encontrada na literatura qualquer referência a este valor. Foram, no 

entanto, encontrados dois estudos cinéticos realizados com base em medições 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 

desmineralização do osso, nos quais também a reacção foi considerada de primeira 
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ordem em relação ao cálcio (Figueiredo et al., 2011; Castro-Ceseña et al., 2011). 

Assim, não foi possível obter informação que nos permitisse comparar o valor obtido 

para a energia de activação. 

 

 

1.3.2 Grau de Desacetilação 

 

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

determinaram-se os graus de desacetilação. 

 

 
Figura 1.13 - Espectros de FTIR das 5 amostras de quitosano 

 
 

Como referido anteriomente, os graus de desacetilação são determinados pela 

razão das áreas da banda de absorção do grupo amina e da banda de absorção do 

grupo hidroxilo, utilizando-se a equação 1.1, depois de traçadas as linhas de base. 

 

 
Tabela 1.15 - Graus de desacetilação para cada amostra de quitosano 

Amostra Grau de Desacetilação 

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 extracção 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 extracção da mesma. No entanto existem algumas publicações que 

apoiam os valores de grau de desacetilação para a α-quitina (Chen and Tsaih, 1998 

e 2003). Estes trabalhos indicam que com apenas uma reacção de 3h e à 

temperatura de 100ºC, é possível obter um grau de desacetilação acima dos 75%, 

valor típico de quitosano de grau comercial.  

 

  

                                                                 (Equação 1.6) 

 

Utilizando a equação 1.6, determinada pelos mesmo autores, para o cálculo da 

razão de desacetilação da reacção realizada, sendo, RDD a razão de desacetilação, 

DDt, o valor do grau de desacetilção a um determinado tempo t, e DD0 o valor inicial 

do grau de desacetilação, obtém-se um valor para a razão de desacetilação de 26, 

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

 

Chen e colaboradores em 1998, referem que utilizam uma simples desacetilação 

com NaOH 50% durante 2h à temperatura de 100 ºC, para obter amostras de 

quitosano com 70% de grau de desacetilação (Chen et al., 1998). É de salientar que 

a desacetilação a 100ºC durante 3h para todas as amostras permitiu que estas 

apresentassem valores de desacetilação semelhantes e dentro das especificações 

do grau comercial. Para obtenção de um grau de desacetilação típico de grau 

médico, seria necessário ou aplicar uma temperatura superior, por exemplo 120ºC, 

ou mais horas de reacção, como é possível verificar nos mesmos estudos. 
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1.3.3 Peso Molecular e Polidispersão 

 

Como referido, a técnica SEC permitiu determinar os pesos moleculares médios e o 

grau de polidispersão de cada uma das amostras obtidas. Na figura 1.14 são 

apresentados os cromatogramas das cinco amostras de quitosano, em estudo e na 

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

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

Amostra Peso 

Molécular Mw 

Polidispersão 

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 

 

 

Têm sido realizados muitos estudos sobre o efeito da desacetilação no peso 

molecular, tentando-se desenvolver processos que mantenham os valores de peso 

molecular o mais elevado possível e com graus de desacetilação igualmente 

elevados (Percot et al., 2003). Para tal, são empregues métodos de extracção de 

quitina que a mantenham o mais inalterada possível, de modo a que seja a 

desacetilação a controlar as referidas características (Tolaimate et al., 2003). No 

presente trabalho procurou-se que fosse a desmineralização a principal responsável 

pelo controlo do peso molecular, mesmo sabendo que a desacetilação final seria 

ainda um factor importante no peso molecular obtido. Optou-se assim por aplicar o 

mesmo processo de desacetilação em todas amostras, admitindo-se que a perda de 

peso molecular em percentagem seria semelhante para todas elas. 

 

 

 
Figura 1.15 – Relação entre o tempo de desmineralização e os valores de peso molecular das 

amostras de quitosano. 
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tendo sido possível 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, é possível verificar que a perda de 

peso molecular da quitina em contacto com o HCl, obedece a um decaimento 

exponencial, verificando-se claramente um abrandamento na quebra das ligações 

glicosídicas ao longo do tempo (Einbu et al., 2007). Este facto pode ser explicado 

pelo consumo de iões de H+ no decorrer da reacção, devido à protonação da ligação 

glicosídica entre monómeros e da ligação N-acetilo. Este consumo ao longo do 

tempo reduz a velocidade da reacção de despolimerização. Importa referir que 

existem divergências relativamente ao facto da despolimerização ser ou não 

independente do peso molécular médio das cadeias. De uma consulta atenta da 

literatura foi possível verificar que os defensores da primeira hipótese utilizaram 

informação de degradação de oligómeros com pouco mais de 4 unidades repetitivas 

(Graham et al., 1995) ao passo que os defensores da segunda hipótese utilizaram 

dados experimentais relativos a cadeias longas (Chen et al., 1997). 

A desmineralização para além de ter um forte impacto no peso molecular, tem forte 

influência na polidispersão do produto verificando-se que quanto maior o tempo de 

contacto com o ácido clorídrico maior a heterogeneidade do polímero em termos 

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

 

 
Figura 1.16 - Relação entre o tempo de desmineralização e a polidispersão nas amostras de 

Quitosano 
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A polidispersão é a medida que indica a disparidade de tamanhos de cadeia de uma 

determinada amostra, sendo que valores entre 2 e 3 são considerados óptimos. 

Abaixo destes valores considera-se que parte das cadeias moleculares (as de 

menor tamanho) foram perdidas em alguma etapa do processo, por exemplo, por 

dissolução em algum dos solventes (Kjell M. Varum and Olav Smidsrod, 2005). 

Casale e Porter, referiram ainda que o valor de polidispersão é dependente do 

mecanismo de cissão molecular, podendo este ser específico ou aleatório. Para 

valores entre 1 e 2 existe cissão a meio da cadeia e para valores perto de 2, o 

mecanismo de cissão aleatória é sobreposto ao específico (Casale et al., 1978). 

 

 

1.3.4. Coloração 

 

O processo de extracção e produção de quitina e quitosano apresentado não 

contempla uma etapa de descoloração porque inicialmente esta etapa foi 

considerada desnecessária, uma vez que a desmineralização é feita com ácido 

clorídrico, pensando-se que o cloro presente em solução pudesse realizar o 

branqueamento necessário para a obtenção de uma coloração ideal. No entanto, as 

amostras A e B apresentam alguma coloração laranja/rosada e a amostra E 

apresenta um tom amarelado mais intenso, consequência da desmineralização mais 

extensa (Fig. 1.17). As amostras C e D apresentam uma coloração semelhante ao 

produto produzido pela empresa Cognis, considerado como referência em termos de 

cor. Confirma-se desta forma que na etapa de desmineralização se a casca estiver 

em contacto com um largo excesso de cloro por períodos entre 2-4h é possível 

descolorar a casca de camarão. Para a descoloração das amostras A e B, 

recomenda-se uma descoloração feita com solventes orgânicos, por exemplo, 

acetona à temperatura de ebulição, evitando-se assim a perda de peso molecular 

(Charoenvuttitham P., 2006). 
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Amostra A  

 

 
Figura 1.17 - Amostras de quitosano com diferentes tempos de desmineralização 

Amostra A 

1.3.5 Rendimento Global 

 

Com os valores obtidos é possível determinar uma composição experimental da 

casca de camarão Pandalus borealis. Os valores obtidos, que se encontram na 

tabela 1.17, não indicam a constituição real da casca, mas a capacidade que os 

processos têm em média de extracção de minerais, proteínas e quitina. 

 
Tabela 1.17 - Composição Experimental da Casca de Camarão Pandalus borealis 

                     
 

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

rendimento da reacção de desmineralização é superior a este valor, indicando que 

Amostra A  

AAAmostra A 

Amostra B  

AAAmostra A 
Amostra C  

AAAmostra A 

Amostra D 

AAAmostra A 

Amostra E  

AAAmostra A 
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nesta etapa são removidos outros constituintes da casca, sendo possível que restos 

de miolo ainda estejam presentes, ou que haja remoção de lípidos ou pigmentos. É 

ainda possível que pequenas cadeias de quitina se tenham dissolvido no solvent 

usado, justificando assim também os valores de polidispersão 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 constituição em quitina da 

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

 

Este trabalho permitiu identificar um método de desmineralização eficaz da casca de 

camarão. Possibilitou ainda determinar como este processo influencia uma das 

características principais do produto final do quitosano, o peso molecular, bem como 

a sua influência na polidispersão do produto.  

Obtiveram-se 3 gamas distintas de produto, em termos de peso molecular (baixo, 

médio e alto), pela simples manipulação do tempo de desmineralização, sendo este 

aspecto muito importante relativamente à comercialização do produto. Quanto ao 

grau de desacetilação, os valores obtidos para uma desacetilação de 3h a 100ºC, 

estão de acordo com valores referidos na literatura. Para além destes aspectos, as 

específicações dos produtos obtidos encontram-se abaixo da gama médica, mas 

dentro das específicações da gama comercial de quitosano. 

 
Tabela 1.18 - Resumo da caracterização das amostras de quitosano obtidas 

 
 

Outra descoberta interessante efectuada neste trabalho, foi que é possível realizar a 

descoloração da quitina, se esta estiver em contacto com um largo excesso de cloro 

por períodos longos. 
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2. Instalação Piloto 

 

2.1. Projecto da Instalação Piloto para a Produção de Quitosano Grau Médico 

 

Foi proposta a elaboração do projecto de uma instalação piloto para a produção de 

quitosano com grau médico. O projecto da instalação piloto foi realizado com o 

objectivo de produzir cerca de 20-30 kg/ano de quitosano, e o local de implantação 

seria nas instalações da Ceramed. Devido à escolha deste local, um dos factores 

críticos na elaboração do projecto seria a reduzida área de ocupação, uma vez que 

o local de colocação do todo equipamento estaria limitado a uma sala com 5m de 

comprimento e 7m de largura, prefazendo 35m2. 

 

No presente trabalho são apresentados os balanços de massa, realizados com base 

nos dados experimentais recolhidos durante o estudo da produção de quitosano, a 

escolha do equipamento e o dimensionamento do mesmo, os diagramas do 

equipamento e da sua ocupação e o diagrama de utilidades e instrumentação. Os 

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

 

A instalação que a seguir se descreve tem como objectivo a produção de quitosano 

grau médico, mas não reflecte totalmente o processo elaborado no Capítulo I, que 

se destina à produção de quitosano grau comercial. No capítulo anterior optou-se 

por não apresentar a optimização do processo de produção de quitosano grau 

médico devido a questões de sigilo e de propriedade industrial. 

 

2.1.1 Descrição do Processo 

 
A casca recebida é lavada, seca, e moída em moinho de lâminas. A fracção de 

casca abaixo de 250µm não é utilizada no processo. 
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- Extracção de Quitina 

 

O processo de extracção da quitina dá-se por duas etapas distintas: a 

desmineralização e a desproteinização. Na presente instalação a casca de camarão 

é carregada no Reactor Filtro 1, onde lhe é adicionada uma solução aquosa de HCl 

preparada no tanque de mistura. O tempo de reacção e número 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 solução aquosa de 

NaOH também preparada no tanque de mistura. No fim desta reacção a quitina é 

filtrada, e transferida para o Reactor Filtro 2. 

 
- Produção de Quitosano 

 

A quitina transferida para o Reactor Filtro 2, é primeiramente seca através de um 

fluxo de ar quente. Seguidamente, é transferida uma solução aquosa de NaOH, que 

reage com o grupo acetilo na posição 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 sequência coordenada das operações 

unitárias, expondo assim, os aspectos básicos do processo químico. Indicam os 

pontos de entrada das matérias-primas e também os pontos de remoção do produto 

e dos subprodutos. 

Cada bloco representa um equipamento onde se dá uma reacção química, uma 

operação de mistura ou de separação de produtos químicos. 

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

produção de quitosano com todas as operações unitárias que lhe estão associadas. 

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

sido feitas as necessárias adaptações para um processo à escala piloto. 
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Tabela 2.1 - Constituição das Correntes de Processo 

                 
 

Tabela 2.2 - Descrição do local onde cada operação decorre 
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Figura 2.1 - Diagrama de blocos do processo de extracção de quitina e produção de quitosano 
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2.1.3 Balanços de Massa 

 
Os balanços a seguir apresentados podem ser considerados como a base de 

qualquer projecto de engenharia química. Estes consistem na determinação das 

composições mássicas ou molares dos compostos que entram, saem e se 

transformam no interior de cada um dos blocos que representam operações 

unitárias. 

Para a realização de um balanço é necessário ter em conta alguns princípios 

básicos, deste modo, teve-se em conta o princípio da conservação de massa que é 

dado pela seguinte expressão: 

 

Saída = Entrada + Gerado – Consumido – Acumulado 

 

Os balanços foram efectuados para uma capacidade anual de 30 kg/ano de 

quitosano, considerando que a instalação trabalhará 8 horas diárias, 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 balanços efectuados comportam algumas considerações: 

 

Reactor Filtro I 

 

Desmineralização 

- A razão entre o solvente HCl 1,0M e a Casca é de 40 mL/ g; 

- A conversão da Casca I (inicial) em Casca II (desmineralizada) é de 0,38; 

- A humidade residual da Casca II é 70%. 

 

Desproteinização 

- A razão entre o solvente NaOH 1,0M e a Casca II é de 15mL/g; 

- A conversão da Casca II em Quitina é de 0,36; 

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

 

Desacetilação 

- A razão entre o solvente NaOH 50% e a quitina é de 15mL/ g; 

- A conversão de quitina em quitosano é de 0,85; 

- A humidade do quitosano é de 70%. 

 

 

Balanço de Massa: Desmineralização 

 

 
Figura 2.2 - Diagrama esquemático do processo de desmineralização 

 

 
Tabela 2.3 - Balanço de Massa referente ao processo de desmineralização 
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Balanço de Massa: Desproteinização 

 

 
Figura 2.3 - Diagrama esquemático da desproteinização 

 

 

Tabela 2.4 - Balanço de Massa referente ao processo de desproteinização 
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Balanço de Massa: Desacetilação 

 

 
Figura 2.4 - Diagrama esquemático do processo de desacetilação 

 

 
Tabela 2.5 - Balanço de Massa referente ao processo de Desacetilação 
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2.1.4 Balanços de Energia 

 

O balanço energético num estudo de engenharia permite determinar os calores a 

fornecer ou a remover para aquecimento ou arrefecimento dos componentes na 

operação unitária em questão. 

 

A equação geral de conservação da energia é: 

 

Energia de Entrada = Energia de Saída + Gerada – Consumida + Acumulada 

 

Em estado estacionário o termo de acumulação é nulo. 

Convencionou-se que o calor libertado é negativo, e positivo quando fornecido a um 

sistema. Uma reacção é exotérmica quando liberta energia e endotérmica quando 

consome. 

Os balanços de energia da presente instalação ficaram a cargo da empresa 

instaladora, uma vez que a caldeira foi construída 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 Ocupação 

 

No caso de um processo descontínuo é necessário elaborar um programa de 

ocupação que define o tempo que cada equipamento permanece em funcionamento. 

Este terá que ter uma base de cálculo que neste caso é a produção de 0,6 kg por 

semana, correspondente a uma produção de 30 kg por ano. O tempo de trabalho, foi 

considerado como sendo 8 horas diárias, durante 5 dias semanais e 50 semanas 

anuais. 

 

Tempo de Ocupação dos Equipamentos 

 

Reactor Filtro 1 

Neste equipamento dar-se-ão as reacções de desmineralização e desproteinização, 

respectivas filtrações e lavagens. 
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Tabela 2.6 - Especificações de tempo do RF1 
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Tabela 2.7 - Especificações de tempo do RF2 
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Figura 2.5 - Diagrama de Ocupação 

 

 

 

2.1.7 Dimensionamento e Características do Equipamento 

 
 

Reactor Filtro 1 – RF1 

 

Este reactor é descontínuo e nele procedem-se às duas primeiras reacções de 

forma sequencial, isto porque o reactor está equipado com um filtro que permite a 

separação da casca e da quitina dos solventes usados na extracção. 

 

É do tipo tanque agitado, com serpentina para passagem de óleo de aquecimento 

sendo o seu material de construção polipropileno uma vez a utilização de ácido 

clorídrico ou hidróxido de sódio requer a escolha de um material que não sofra 

ataque químico. Por outro lado, a temperatura máxima usada neste reactor é de 

70ºC, ainda longe da temperatura de transição vítrea deste material. Toda a 

tubagem utilizada neste reactor foi em PVDF de forma a evitar desgaste químico. 
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Naturalmente, o dimensionamento dos reactores está dependente do volume da 

mistura reaccional necessária para a produção de uma determinada quantidade de 

produto final. De acordo com o balanço de massa, a corrente com volume maior é a 

corrente 4. 

Deste modo, a determinação do volume do reactor é feita através do valor máximo 

de volume de mistura reaccional entre a inicial e a final. É considerada uma margem 

de segurança de 20% devido ao aumento do nível de líquido provocado pela 

agitação. 

 

 

                                                      (Equação 2.1) 

 

 

Uma vez que o reactor considerado tem uma forma cilíndrica é possível determinar 

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

 

                                                            (Equação 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: 

 

 

                                                                   (Equação 2.3) 

 

 

 

 

 

Deste modo temos: 
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Tabela 2.8 - Características do Reactor Filtro 1 – RF1 
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Reactor Filtro 2 – RF2 

 

Também este reactor é descontínuo e nele procede-se à desacetilação da quitina 

produzida no Reactor Filtro 1. Neste reactor é possível realizar igualmente a 

lavagem, filtração e secagem do polímero. 

O reactor é do tipo tanque agitado, com camisa para passagem de óleo de 

aquecimento sendo o seu material de construção Aço Inox 316, revestido no interior 

por Teflon. A escolha destes materiais deve-se à utilização de hidróxido de sódio 

50% (p/V) a temperaturas da ordem de 80-100ºC. O filtro utilizado é uma placa de 

titânio perfurada. 

Naturalmente, o dimensionamento dos reactores está dependente do volume da 

mistura reaccional necessária para a produção de uma determinada quantidade de 

produto final, no entanto, para este reactor optou-se por o sobredimensionar para 

10L a fim de ser possível realizar produções superiores de quitosano. 

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

anterior. 

 

 
Tabela 2.9 - Características do Reactor Filtro 2 – RF2 
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Tanque de Mistura – TM 

 

O Tanque de Mistura serve apenas para realizar as soluções a utilizar pelo RF1, 

tanto na desmineralização como na desproteinização. O material de construção 

deste tanque é polipropileno e as suas tubagens são em PVDF. As suas 

características são as seguintes: 

 

Tabela 2.10 - Características do Tanque de Mistura – TM 

Tanque de Mistura - TM Características 

Material de Construção Polipropileno 

Volume Útil , dm3 40 

Volume do Tanque, dm3 50 

Temperatura Máxima, ºC 40 

Altura, m 0,53 

Diâmetro, m 0,34 

Agitador Âncora, Polipropileno 

 

 

Todos os outros equipamentos foram dimensionados pela empresa instaladora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

102 

 

2.1.8 Instrumentação, Automação e Controlo 

 

Num processo químico é necessário manter as variáveis do processo dentro de 

determinados parâmetros de operação e garantir as específicações dos produtos; 

para isso é necessário monitorizar o desempenho do processo e controla-lo para 

cumprir os objectivos processuais. 

Para o correcto funcionamento da instalação é necessário recorrer a diversos 

sensores/indicadores que funcionam como “os olhos” do operador. A função de um 

indicador é receber o sinal de saída 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 saída no valor pretendido. Na presente instalação 

o controlo é feito por um computador, ao qual todos os indicadores, válvulas e 

bombas estão conectados.  

Na presente instalação existem diversos indicadores de temperatura: 

 

- Indicadores de Temperatura 

Equipamento Controlo Tipo 

ST1 Indica a Temperatura no interior do RF1, para 

controlo da válvula de entrada de óleo aquecido; 

PT100 

ST2 Indica a Temperatura no interior do RF2, para 

controlo da válvula de entrada de óleo aquecido; 

PT100 

ST3 Indica a Temperatura no interior da Caldeira, 

para controlo da temperatura máxima do óleo de 

aquecimento; 

PT100 
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- Indicadores de Nível 
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- Indicadores de pH; 
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2.1.9 Planta das Instalações 
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Capítulo III 
Caracterização Morfológica e Reológica de Soluções e Géis de 

Quitosano 
 
Adaptado do artigo “Morphological and Rheological Characterization of Chtiosan 

Liquid Crystalline Solutions and Gels” dos autores Hugo Lisboa, João P. Borges, 

Gonçalo Pereira, Ana M. Ramos, Maria Teresa Cidade 
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3. Caracterização Morfológica e Reológica de Soluções e Géis de Quitosano 

 

3.1. Introdução 

. 

Esta parte do trabalho está focada no estudo da gelificação de soluções aquosas de 

quitosano em ácido clorídrico e ácido málico, bem como no estudo da formação de 

mesofases (nemáticas quirais) tanto na fase gel como em solução. Até à data já 

foram identificados vários polímeros naturais, tanto rígidos como semirígidos, 

possuindo fases líquido-cristalinas liotrópicas. Inclui-se neste lote, os polipeptídeos 

(Uematsu et al.,1984), as proteínas (Bernal et al., 1941), os ácidos polinucleícos 

(Yevdokimv et al., 1988; Robinson, 1961) e os derivados celulósicos (Gray, 1983; 

Godinho et al., 2002). Tal como estes, o quitosano pertence ao lote dos 

biopolímeros que podem exibir fases líquido-cristalinas, tendo sido Ogura, em 1982 

a relatá-lo pela primeira vez (Ogura, et al., 1982). Desde então a maior parte dos 

estudos encontram-se vocacionados para derivados de quitosano, principalmente 

devido a questões de solubilidade. Vários derivados do quitosano apresentam fases 

líquido-cristalinas liotrópicas (Wu et al., 2001; Dong et al., 2000 e2004), contudo 

poucos estudos têm sido dedicados aos efeitos que factores estruturais da molécula 

têm sobre a concentração crítica (C*) de formação de mesofases. Prabaharan e 

colaboradores, realizaram uma monitorização sistemática do comportamento 

líquido-cristalino do quitosano em diferentes soluções ácidas, e em especial a 

concentrações elevadas de polímero, onde há formação de géis (M. Prabaharan et 

al., 2006) Neste trabalho, foram identificadas mesofases liotrópicas em soluções 

aquosas de ácido fórmico, ácido acético e ácido monocloroacético. Foi descrito 

ainda que os valores de C* aumentam com o incremento da concentração de ácido 

nos solventes, tendo-se atingido valores máximos de 35 e 45 % em peso total, 

respectivamente em ácido fórmico a 30% (v/v), ácido acético a 50% (v/v) e em ácido 

monocloroacético a 30% (p/v). Foi ainda relatado, que o valor máximo do passo 

colestérico (P) diminuí com o incremento da concentração de quitosano nos diversos 

solventes. Os resultados apresentados pelos autores sugerem que uma solução 
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aquosa de ácido acético a 30% (v/v), constitui um bom solvente para a produção 

géis de quitosano com propriedades mesomórficas. Neste capítulo, é relatado o 

estudo reológico da gelificação do quitosano em soluções aquosas diluídas de ácido 

málico e clorídrico. Em ambas as soluções foram identificadas texturas em forma de 

impressão digital características das fases nemáticas quirais (colestéricas), tanto na 

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

 

3.2.1 Preparação de soluções de Quitosano 

 

Quitosano (Sigma Aldrich, High Molecular Weight, Mw = 471 000, DA=15%) foi 

utilizado para produzir soluções a diferentes concentrações com incrementos de 

0,4% (p/p) (ou 0,2%(p/p), nalguns casos) em pequenos frascos de vidro. Para 

solubilização, foram utilizadas soluções aquosas de ácido málico (ACROS, Reagent 

Grade) 0,15M e ácido cloridrico (Sigma Aldrich, Reagent Grade) 0,1M. Depois de 

preparadas, todas as amostras ficaram em repouso durante 3 dias para 

homogeneização. 

 

3.2.2 Microscopia óprtica de luz polarizada (POM) 

 

Soluções de quitosano a diferentes concentrações foram observadas usando um 

microscópio óptico Olympus BH2. As amostras foram observadas com luz 

polarizada, entre lâmina e lamela, a uma temperatura de 25 ºC (controlada por uma 

platina de aquecimento, Mettler FP82HT). 

 

3.2.3 Reologia 

 

O comportamento reológico das soluções de quitosano foi estudado usando um 

reómetro rotacional (Bohlin Gemini HRnano), em geometria de cone e prato (ângulo 

de cone: 2º; diâmetro 40mm), a 25ºC. Foram realizadas medidas em regime 

oscilatório e estacionário, que permitiram a determinação dos módulos de 

armazenamento e dissipativos, bem como da viscosidade complexa em função da 

taxa de corte. Todas as medidas foram realizadas em soluções de quitosano tendo 

sido deste modo possível a determinação da transição sol-gel. No caso das medidas 

realizadas em estado estacionário, após a estabilização da temperatura, efectou-se 

um pre-shear à taxa de 1s-1 durante 60s, seguido de 180s de repouso. Todas as 

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

3.3.1 Microscopia Óptica de Luz Polarizada (POM) 

 

 
Através das observações feitas por POM, às amostras de quitosano/ácido málico e 

quitosano/ácido clorídrico, foi possível identificar texturas do tipo impressão digital 

(fingerprints), características de fases líquido-cristalinas nemáticas quirais 

(colestéricas). Estes estados ordenados foram observados, tanto em soluções como 

em géis, para o sistema quitosano/ácido málico, enquanto que para o sistema 

quitosano/ácido clorídrico apenas em estado gel. A figura 3.1a mostra um exemplo 

das observações feitas por POM, a partir de um gel obtido por adição de 4,4 %(p/p) 

de quitosano em solução de ácido clorídrico diluído. Texturas semelhantes foram 

observadas para fases liotropicas colestéricas de quitosano dissolvido em ácido 

málico diluído. Foi também observada uma bifase, antes da concentração crítica - 

C*- (Figura 3.1b), para o sistema quitosano/ácido málico. No caso do sistema 

quitosano/ácido clorídrico, não foi observada bifase, provavelmente devido ao facto 

de se formar um gel antes do aparecimento da fase colestérica, tal como se 

mostrará em seguida (medidas reológicas).  

As imagens de POM obtidas foram também usadas para determinar o passo da 

mesofase colestérica. A variação do passo da hélice da fase colestérica com a 

fracção volúmica de quitosano nas soluções de ácido málico e clorídrico é 

apresentada, respectivamente, nas figuras 3.2a e 3.2b. As fracções volúmicas de 

quitosano foram calculadas a partir das respectivas fracções em peso, considerando 

que cada solvente possui uma densidade de 1,0 g.cm-3 e 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 soluções de ácido málico e clorídrico, apresenta fases 

colestéricas com passo elevado. No entanto, o passo diminui com o aumento da 

concentração de polímero, verificando-se a seguinte relação: 

 

 

                                                                                    (Equação 3.1) 

 

 

em que φ é a fracção volúmica do polímero. Resultados similares foram reportados 

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

 

 
Figura 3.1 – Observações por POM de texturas de quitosano; bifase apresentada por uma 

solução de quitosano em a) ácido clorídrico (4,4 % p/p de quitosano) e b) em ácido málico (3,8 % 

p/p de quitosano). 
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Semelhantes leis de potência, para a variação do passo da fase colestérica com a 

concentração (traduzida pela fracção volúmica), foram igualmente obtidas para 

peptídeos: 

 

      (Equação 3.2) 
 
 
 

 

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 - Variação do passo da hélice da fase colestérica com a fracção volúmica de 

quitosano, em soluções diluídas de ácido málico (a) e ácido clorídrico (b) 
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3.3.2 Caracterização reológica 

 
A figura 3.3 mostra o efeito da taxa de corte na viscosidade de diferentes soluções 

de quitosano, em ácido málico (fig. 3.3a) e ácido clorídrico (fig. 3.3b). Verifica-se um 

incremento da viscosidade com o aumento da concentração de quitosano em ambos 

os ácidos, que se explica pela restrição do movimento molecular devido ao aumento 

do número de interacções intra-moleculares e, consequente, entrelaçamento das 

cadeias poliméricas. Para concentrações mais baixas, as soluções exibem um 

comportamento tipicamente newtoniano, a taxas de corte também baixas. No 

entanto, a taxas de corte mais altas as mesmas soluções apresentam um 

comportamento reofluidificante típico de fluídos não newtonianos. O mesmo 

comportamento é observável para amostras com concentrações 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 reforçado pelo aumento da concentração de polímero, facto já 

referido na literatura (Desbriere, 2001; Mucha, 1997) para soluções de quitosano e 

derivados. 

Um decréscimo da viscosidade é observado com o aumento da taxa de corte, sendo 

tal, atribuído à disrupção das interacções moleculares dos entrelaçamentos entre as 

cadeias poliméricas; isto é, a taxa de junção-disrupção excede a taxa a que os 

novos entrelaçamentos são formados, e desta forma a mobilidade das cadeias 

poliméricas aumenta e, por consequência, diminui a viscosidade da solução. 
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Figura 3.3 - Efeito da taxa de corte e da concentração de quitosano na viscosidade de soluções 

de ácido málico (a) e ácido clorídrico (b). 
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Foram também efectuadas medidas oscilatórias, a baixa amplitude, de forma a 

investigar o efeito da concentração do quitosano no comportamento dinâmico das 

soluções aquosas de quitosano nos dois ácidos. A figura 3.4 mostra os módulos de 

armazenamento (G’) e o módulo dissipativo (G’’), em função da frequência angular, 

para diferentes concentrações de quitosano. Tanto G’, como G’’ aumentam com o 

aumento da concentração de quitosano para ambos os sistemas. Para 

concentrações baixas e baixas frequências predomina o carácter viscoso (G’’ > G’) 

mas com o incremento da frequência angular, o módulo de armazenamento cresce 

mais rapidamente do que o módulo dissipativo, ocorrendo intersecção da curva G’ 

com a curva G’’ a uma frequência denominada por frequência de cross-over (βc.); 

observa-se ainda que a frequências superiores a βc. o módulo de armazenamento 

prevalece sobre o módulo dissipativo e o sistema passa a demonstrar um 

comportamento tipicamente elástico. 
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Figura 3.4 - Efeito da concentração de quitosano no módulo de armazenamento e no módulo 

dissipativo em função da frequência angular para soluções de ácido málico (a) e de ácido 

clorídrico (b). 
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As características dos sistemas com entrelaçamentos são também visíveis na curva 

da tangente de perdas (tan ' = G’’/G’, onde ' é o ângulo de fase (figura 3.5). Na 

frequência de cross-over a tangente é igual a 1, estando abaixo deste valor para 

baixas frequências e acima deste valor para frequências mais altas. Na Fig.3.5, 

podemos observar , para os dois sistemas, as concentrações de quitosano às quais 

as soluções se tornam predominantemente elásticas, sendo este valor 6,0% (p/p) 

para o ácido málico e 2,6% (p/p) para o ácido clorídrico. Valores similares foram 

obtidos para outras soluções aquosas de quitosano. Desbrières reportou que a 

transição sol-gel para soluções de quitosano em ácido acético com concentração 

0,3M / 0,05 M acetato de sódio ocorria a 43 g/L (cerca de 4,3% p/p) e Iversen et al. 

[Desbriere, 2002, Iversen et al., 1997) referiram que esta transição ocorria a 3,9 % 

(p/p) para soluções de quitosano em ácido acético a 1% (v/v). 
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Figura 3.5 - Efeito da concentração de quitosano na tangente de perdas em função da 

frequência angular, para as soluções de ácido málico (a) e de ácido clorídrico (b). 
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Na tabela 3.1, onde estão registadas as frequências de cross-over e os tempos de 

relaxação para ambos os sistemas, é possível identificar que para as soluções de 

ácido málico a frequência de cross-over ocorre à concentração de 2,8 % (p/p). A 

esta concentração corresponde ainda a frequência de cross-over mais elevada bem 

como o menor tempo de relaxação, sendo que este valor incrementa de 0.083s para 

0.226s para valores de concentração de polímero superiores. Para as soluções de 

ácido clorídrico, a frequência de cross-over ocorre às concentrações entre 1.6 e 2.4 

% (p/p). Tal como é mostrado na tabela 3.1, as frequências de cross-over  

decrescem com o incremento da concentração de polímero, de 94.6 para 89.9 rad/s, 

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

 
Tabela 3.1 – Resumo da concentração, frequência de cross-over e tempo de relaxamento para 

os dois sistemas de quitosano 

 
 

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

comportamento em lei de potência (G’ ( G’’ ~ wm
 ) para a frequência. Acima deste 

ponto, G’ torna-se superior a G’’. Esta transição sol-gel é observada para 

concentrações de polímero acima dos 6.0 % (p/p) para soluções de ácido málico, 

enquanto que para soluções de ácido clorídrico o valor é de 2.6% (p/p), tal como é 

possível verificar na figura 3.4(a e b). De forma a efectuar uma determinação mais 
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precisa desta concentração, a evolução da tangente de perdas em função da 

concentração de polímero (a diferentes frequências) está representada na figura 3.5. 

Estas curvas convergem para apenas uma, para concentrações iguais ou superiors 

à concentração do ponto de gelificação, Cgel, da mesma forma como G’(#) e G’’(# ) 

se tornam paralelas e os valores da tangente de perdas se tornam independentes da 

frequência. As concentrações Cgel encontradas são iguais a 2.6 %(p/p) para as 

soluções de ácido clorídrico, e muito próximo de 6.0%(p/p) para as soluções de 

ácido málico. 
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Figura 3.6 – Influência da concentração de quitosano na tangente de perdas em função da 

frequência angular, para soluções de ácido málico (a) e de ácido clorídrico (b). 

 

As curvas de fluxo, tal como, as curvas obtidas pelo regime oscilatório, Figuras 3.3 e 

3.4, respectivamente, dão, também, uma indicação da concentração à qual ocorre a 

transição de isotropo-anisotropo, bem como, de formação de gel. De facto, uma 

observação cuidadosa das curvas nas figuras 3.3a e 3.4a, revelam que para o ácido 

málico, a bifase ocorre a concentrações entre 3.6 e 4.0 % (p/p), com uma 

concentração crítica (aparência de fase anisotrópica, C*) entre os 4.0 e 4.4 %(p/p), 

seguindo-se de um decréscimo da viscosidade para soluções a 4,8% (p/p), e 

novamente um incremento da viscosidade para concentrações superiores. Esta 

observação está em consonância com a já bem identificada dependência entre a 

viscosidade e a transição isotrópica-nemática descoberta em polímeros liquid 

cristalinos (Doi, 1981; Larson, 1999). 

Este fenómeno de diminuição da viscosidade na zona de transição ocorre devido ao 

facto de as moléculas deslizarem entre elas mais facilmente no estado nemático do 

que no estado isotrópico, devido à sua orientação. É importante reparar que este 

sistema liotropico apresenta em repouso uma mesofase colestérica, no entanto, é 

sabido que a hélice desenrola sob acção de forças de corte, originando desta forma 
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uma estrutura nemática a taxas de corte inferiores aos valores considerados nesta 

experiência (Cidade et al., 1995). 

O mesmo fenómeno ocorre para as soluções de ácido clorídrico, com C* entre 2.6 e 

2.8 %(p/v). Os tempos de relaxação apresentados na Tabela 3.1, no caso das 

soluções de ácido málico estão em concordância, tal como esperado, com estes 

valores de C*; de facto os tempos de relaxação aumentam com a concentração até 

ao valor de 4.0% (p/v), ocorrendo a seguir um decréscimo até 4.8% (p/p) e 

aumentando novamente para concentrações superiores. No entanto, para as 

soluções de ácido clorídrico, e uma vez que a fase anisotrópica surge somente já na 

fase gel, a indicação de C* não pode ser dada através deste método. Estas 

concentrações críticas são concordantes com as concentrações determinadas por 

microscopia óptica. Um ponto de interesse recai no facto de que enquanto para o 

sistema de ácido málico, a transição isotrópica-nemática ocorre antes da transição 

sol-gel (em solução), no caso do sistema de ácido clorídrico, a C* é superior a Cgel, 

o que significa que a fase anisotrópica aparece após a formação de gel. 

Montembault e coloboradores, demostraram que o mecanismo de gelificação do 

quitosano em soluções ácidas é atribuído à formação de uniões físicas devido às 

interacções hidrofóbicas envolvendo os grupos N-acetil e formação de ligações por 

pontes de hidrogénio (Montembault et al., .2005a e b).  

O balanço entre estas interacções hidrofóbicas e ligações de hidrogénio depende do 

grau de acetilação (DA). Para baixos DAs, como é o caso do quitosano utilizado no 

presente trabalho, a densidade de carga inicial do polímero é alta, a quantidade 

interacções hidrofóbicas é baixa e as ligações por pontes de hidrogénio 

desempenham um papel importante no mecanismo de gelificação (Montembault et 

al., .2005b). 

O ácido málico é um ácido orgânico dicarboxílico com três grupos funcionais 

capazes de criar pontes de hidrogénio quer com o grupo amina quer com os grupos 

hidroxilo da cadeia de quitosano, facto que não é possível ocorrer para o ácido 

clorídrico. Desta forma, sendo o ácido málico um ácido fraco, e possuindo a sua 

molécula um volume elevado, é provável que funcione como um espaçador entre as 

cadeias poliméricas, reduzindo o espaço de aproximação e evitando a repulsão 

entre as aminas III (grupo NH3+), resultando num C* superior. Por outro lado a 

presença desta molécula entre cadeias reduz a possibilidade de formação de pontes 

de hidrogénio entre os grupos acetilo ainda presentes pelo que a transição sol-gel 

ocorre mais tardiamente, que no caso do ácido clorídrico. 

Para o ácido clorídrico a superior protonação do grupos amida devido ao seu valor 
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de pKa ser superior é o principal responsável pela a ocorrência da C* mais cedo que 

no caso do ácido málico, existindo ainda a possbilidade do ião Cl- criar ligações de 

carácter iónico com o grupo NH3+ resultando numa dupla camada hidrofóbica na 

cadeia. No entanto, o pequeno volume deste grupo não é suficiente para evitar as 

ligações por ponte de hidrogénio responsáveis pela gelificação permatura. 
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3.4. Conclusão 

 

No presente capítulo, caracterizaram-se tanto microscopicamente quanto 

reologicamente, soluções de quitosano em ácido málico e clorídrico, e foi possível 

determinar as concentrações às quais ocorrem a transição sol-gel (Cgel) e ainda as 

concentrações às quais ocorre a transição isótropo-anisótropo (nemático quiral ou 

colestérico), C* . Cgel foi determinado a partir da sobreposição entre o G’ e G’’ em 

função da frequência angular, enquanto que a C* foi determinada pela evolução da 

curva de viscosidade e tempos de relaxamento, obtidos mais uma vez na 

sobreposição mencionada. Cgel obtido é de 2,6%(p/p) para as soluções de ácido 

clorídrico, e cerca de 6,0 %(p/p) para soluções de ácido málico.  

Relativamente aos valores de C*, estes encontram-se entre 4,0 e 4,4%(p/p) para 

soluções de ácido málico e entre 2,6 e 2,8%(p/p) para soluções de ácido clorídrico. 

No sistema de ácido málico a transição isótropo-nemático aparece antes da 

transição sol-gel, isto é, ainda em solução. No entanto, no caso do ácido clorídrico, a 

C* é superior que a Cgel, o que significa que a fase anisotrópica aparece depois da 

fase gel ser formada. A explicação para tal facto recai sobre o facto de as forças de 

cada ácido serem diferentes bem como a capacidade de ambos em formar pontes 

de hidrogénio com o quitosano. 

Texturas em impressões digitais, foram observados através de POM, mostrando que 

as mesofases apresentadas pelas soluções de quitosano são do tipo nemático 

quiral. Verificou-se ainda que o passo das referidas mesofases decresce com o 

aumento da concentração de polímero de acordo com um lei de potência. 
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Capítulo IV 
Aplicação de Soluções de Quitosano em Cimentos Ósseos. 
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4. Estudo da Aplicação de Soluções de Quitosano em Cimentos Ósseos 

 

4.1 Introdução 
 
Os cimentos ósseos injectáveis são uma resposta a uma tendência em cirurgias 

ortopédicas, onde materiais moldáveis e com capacidade de endurecimento in situ 

são necessários para técnicas minimamente invasivas. Tal facto, permite reduzir o 

tempo de operação, diminuindo efeitos prejudiciais associados à retracção muscular, 

menor dor pós operatória e diminuindo o tempo de recuperação do paciente (Hua 

Liu et al., 2006). Os cimentos usados actualmente de forma mais comum são os de 

Poli(Metacrilato de Metilo), PMMA. Estes cimentos são sobretudo compostos por 

metacrilato de metilo (MMA), presente na fase líquida, e PMMA, presente na fase 

sólida. A fase sólida contém ainda um iniciador da reacção de polimerização do 

MMA, e assim quando se procede à mistura das duas fases, estas formam uma 

pasta moldável pronta a ser aplicada no local afectado e que endurece rapidamente. 

Os rápidos tempos de secagem, as excelentes propriedades mecânicas bem como 

a facilidade de manuseamento e moldagem, tal qual pastilha elástica, são 

propriedades ainda inatingíveis por outros cimentos (A. Nzihou et al., 1999, F. C. M. 

Driessens et al., 1995). No entanto, e apesar destas excelentes propriedades os 

cimentos acrílicos não são bioactivos nem biodegradáveis e podem originar 

complicações, ao nível das cirurgias ortopédicas, tais como: 

 

1) Necrose do osso e lise óssea devido à alta temperatura, 80-120ºC, desenvolvida 

durante o processo de secagem/endurecimento. 

2) Retraimento da matéria durante o processo de endurecimento, o que no caso das 

próteses pode levar à má colocação da pasta na cavidade do osso. A pequena 

lacuna que pode ficar entre a prótese e o osso é fechada com tecido fibroso que 

permite um micro-movimento da prótese em relação ao osso e que pode muitas 

vezes causar osteólise. 
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Na tentativa de evitar todos os malefícios citados, há muitos anos que se estudam 

outras alternativas. A mais promissora é ter um cimento à base de fosfatos de cálcio, 

que endurece in situ. Este material apresenta reconhecida biocompatibilidade e a 

moldabilidade de um cimento acrílico. Os fosfatos de cálcio, tais como a 

hidroxiapatite (HAp) e o beta-fosfato tricálcico (β-TCP), são os constituintes 

principais da parte mineral do osso normal e dentes. Sendo materiais bioactivos e 

osteocondutores, distinguem-se pela formação de um forte laço biológico, permitindo 

o crescimento e proliferação do osso até ao implante. O β-TCP, por ser 

biodegradável, à medida que é reabsorvido, permite o crescimento ósseo até à 

completa substituição do implante, daí que seja o material de eleição para este tipo 

de produto. Em 1984, Gruninger e os seus colaboradores designaram este novo tipo 

de produto de “cimento de fosfato de cálcio” (CPC) que, e segundo a sua 

designação, consiste numa mistura entre sais de fosfatos de cálcio e água, ou uma 

solução aquosa, para formar uma pasta que possa reagir à 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 então ser aplicado em enxertos ósseos, e na substituição 

de partes danificadas do sistema ósseo, oferecendo grandes vantagens que se 

traduzem por uma fácil manipulação e excelente contacto entre o enxerto e o osso. 

É preparado durante a cirurgia, não necessitando de forma prévia, para além de ser 

biocompatível e bioactivo. Os CPC também podem servir como sistemas de 

administração de fármacos, tais como antibióticos, anti-tumurais e anti-inflamatórios 

(Yu, D., et al., 1992). Para além disto, a grande vantagem dos CPC em relação ao 

PMMA está relacionada com as baixas temperaturas envolvidas no processo de 

secagem/endurecimento, não causando a necrose do tecido envolvente, nem da 

matriz óssea. Durante um certo período de tempo a pasta é moldável, permitindo o 

fácil manuseio quer para a colocação e utilização do produto numa seringa, quer 

para moldação e posicionamento do produto no local com as próprias mãos. O 

produto final, também é composto por fosfatos de cálcio que promovem a 

osteointegração, o que não acontece com o PMMA. Contudo, as características do 

produto final podem variar, consoante a composição das fases do cimento, a razão 

entre a fase líquida e sólida (L/S), a razão molar cálcio/fósforo (Ca/P) e a presence 

de aditivos. 

Genericamente, existem dois tipos de CPCs dependo da constituição final do 
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produto desejado. Um cimento obtido com pH inferior a 4,2 reage formando fosfato 

di-cálcico dihidratado (DCPD, bruxite), enquanto que com pH acima de 4,2 se forma 

hidroxiapatite (HA) (Gbureck et al.,2003). 

Como as soluções de quitosano são ácidas, o foco do presente estudo é nos CPCs 

com composição final em bruxite. Os CPC de Bruxite são 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 são geralmente mais 

líquidos e endurecem mais rapidamente (Bohner, M., et al., 2008). Mirtchi e Lemaître 

foram os primeiros a produzir este tipo de cimentos em 1987, onde utilizaram fosfato 

monocálcico (MCPM, ácido) para reagir com o β-TCP (básico) obtendo como 

produto final DCPD (neutro) (Mirtchi et al.,1987). 

 

 
A utilização do ácido ortofosfórico (H3PO4) para reagir com um fosfato tricálcico, foi 

proposto no mesmo ano por Bajpai e colaboradores, onde para além deste testou 

outros tipos de ácidos carboxílicos e monómeros de baixo peso molecular (Bajpai, et 

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

 

 
Até agora, há mais formulações propostas, como por exemplo β-TCP+H3PO4, β- 

TCP+MCPM e β-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 

reacções ácido base (equações 4.1 e 4.2). Como o DCPD precipita a pH inferior a 6, 

a pasta do cimento de bruxite é ácida durante a reacção de endurecimento (Elliott, 

1994). Por exemplo, durante a solidificação de um cimento de bruxite composto por 

β-TCP+MCPM o pH varia de valores próximos de 2, até um pH quase neutro de 

aproximadamente 6 (Bohner et al., 1997). Ao substituir o MCPM pelo o ácido 

ortofosfórico, este torna as pastas de cimento muito ácidas durante os primeiros 30s, 

mas depois o pH segue o perfil obtido com o MCPM. Contudo esta segunda 

formulação traz algumas vantagens, em relação ao MCPM, nomeadamente: a 

preparação é mais fácil e mais rápida, permite um melhor controlo da composição 

química e reactividade e uma melhoria das propriedades físico-químicas (como é o 

caso de maiores tempos de solidificação, e maior resistência à tracção devido a uma 

maior homogeneidade da pasta). No entanto, a utilização do ácido ortofosfórico 
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pode comprometer a biocompatibilidade da formulação do cimento, devido a 

apresentar baixos valores de pH durante a conformação (Bohner et al., 1997). A 

bruxite é biocompatível e moderadamente solúvel a pH fisiológico. A sua  

reabsorção pode ocorrer quer por fagocitose quer por dissolução, a seguir à 

implantação. 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 mecânicas tendem a aumentar à 

medida que o osso volta a crescer (Ikenaga et al., 1998). Uma razão para que a 

resistência inicial seja menor é que devido a uma reacção de solidificação muito 

rápida, as pastas de bruxite são geralmente muito líquidas, sendo normalmente 

misturadas com uma grande razão Liquido/Sólido (L/S), em comparação com a 

proporção estequiométrica. Isto resulta em alta porosidade e consequentemente 

num cimento menos resistente. Em certos casos, estas podem endurecer em 

apenas 10s, chegando ao máximo da sua resistência em apenas 1 dia (Bohner et 

al., 2008). A rápida reacção de solidificação deve-se, provavelmente, ao facto de no 

final da reacção de endurecimento o pH da pasta aumentar, com a diminuição da 

solubilidade dos reagentes (Bohner et al., 1997). Para controlar o início da reacção 

de endurecimento e, consequentemente, proporcionar tempo suficiente para que o 

cirurgião possa aplicar o CPC de maneira segura, é proposta a utilização de 

inibidores da nucleação e crescimento de cristais (retardadores) (Bohner et al., 

2008). Vários aditivos têm sido utilizados para retardar a reacção dos cimentos de 

bruxite, tais como iões citrato, sulfato, e pirofosfato. Num estudo feito por Grover e 

colaboradores (Grover et al., 2005) de todos estes iões, os pirofosfatos parecem ser 

os mais eficazes. Pensa-se que os pirofosfatos podem actuar como agentes 

retardantes, por se ligarem à superfície dos cristais recentemente formados e, deste 

modo, inibir a cristalização. Contudo, os iões pirofosfatos, também abrandam a taxa 

a que o β -TCP é consumido, resultando num aumento do tempo durante o qual o 

pH do cimento permanece ácido, o que pode comprometer mais uma vez a 

biocompatibilidade deste tipo de cimentos. A adição de ácidos carboxílicos, tais 

como o ácido cítrico ou o ácido málico, à fase líquida do cimento, também pode 

melhorar o tempo de presa, ou seja, o tempo necessário para endurecimento do 

cimento, bem como, da injectabilidade, e as propriedades mecânicas do cimento 

(Barralet et al., 2004). Estudos mais recentes, testaram a influência do ácido láctico, 

málico, cítrico, e tartárico na reacção de solidificação dos cimentos de bruxite, e 
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verifica-se que todos eles prolongam a reacção de solidificação mas com diferentes 

efeitos nas propriedades mecânicas (Hofmann et al., 2005).  

Como o DCPD é uma fase metaestável, e em condições fisiológicas pode 

transformar-se em hidroxiapatite deficitária em cálcio (CDHA) por meio de dois  

processos: dissolução e precipitação. Alguns estudos parecem mostrar que esta 

reacção de transformação pode levar a reacções inflamatórias, pela libertação de 

ácido durante esse processo (Bohner et al., 2000). No entanto, Bohner verificou que 

a adição de pequenas quantidades de iões magnésio ao cimento, actua como um 

inibidor da precipitação de CDHA prevenindo que isto aconteça, ou seja, reduzindo a 

possibilidade de inflamação. No mercado já é possível encontrar cimentos de bruxite 

apesar de serem muito poucos em comparação com os cimentos de apatite. Estes 

são o ChronOSTM Inject (da Synthes- Norian), Eurobone® (da Kasios), e VitalOs (da 

CalciphOs). 

 

Face a tudo isto considerou-se que a realização de um compósito entre um fosfato 

de cálcio e um polímero pudesse dar resposta a alguns problemas levantados, 

nomeadamente as propriedades mecânicas. O osso humano do tipo cortical 

apresenta valores de resistência à compressão entre 130 e 180 MPa, ao passo que 

o osso trabecular (esponjoso) apresenta valores entre 5 e 50 MPa. A ideia inicial 

seria produzir um CPC que tivesse como principal aplicação cirurgias de 

vertebroplastia, onde o cimento é injectado para o seio vertebral danificado. Nestas 

zonas o osso humano é do tipo trabecular. As soluções de quitosano estudadas 

anteriormente afiguram-se como ideais para a fase líquida do cimento, uma vez que 

para além do polímero que confere estabilidade mecânica a uma estrutura porosa e 

contribui significativamente para a melhoria da injectabilidade e coesão final do 

cimento, existe a presença de ácido málico que como referido serve de retardador 

da reacção de consolidação, permitindo que o cimento se torne aplicável em 

cirurgia. As soluções a utilizar encontram-se abaixo do ponto gel (ver capítulo 3), 

mas acima da concentração crítica de aparecimento da fase nemática quiral, de 

forma a mimetizar a estrutura do colagénio no osso. 

Com vista à optimização do CPC apontam-se como principais parâmetros de 

estudo, a quantidade de sólido misturado com a solução de quitosano, e a 

quantidade de quitosano, dissolvido no ácido málico. Outras características podem 

ser consideradas como o ácido utilizado e a sua concentração, ou mesmo o tipo de 

fosfato de cálcio inicial usado. 
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É importante ainda referir as características óptimas de um cimento para aplicação 

cirúrgica. Segundo Driessens e colaboradores, este tipo de material deve 

apresentar, para o uso clínico, as seguintes características descritas na tabela 

seguinte (Driessens et al., 1997) : 

 
Tabela 4.1 - Resumo das Características Óptimas de um Cimento Ósseo 

 

 
No esquema seguinte apresenta-se de que forma se relacionam os vários tempos 

envolvidos na preparação do cimento: 

 

 
Figura 4.1 – Esquema explicativo da ordem dos tempos na reacção 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 cerâmico em pó e o outro um líquido. O pó de ceramic 

usado foi o ß-TCP (Plasma Biotal Ltd, UK, 95% Cristalinidade) com um diâmetro de 

partícula de 5µm. Para a fase líquida, usou-se DL-ácido málico (Acros, ND). O 

quitosano foi adquirido à Sigma-Aldrich e possui um peso molecular médio de 471 

000 e um grau de desacetilção de 85%. 

 

4.2.2 Preparação dos cimentos ósseos 

 
Uma solução aquosa de ácido málico 20% foi preparada para a dissolução de 

quitosano com concentrações que variam de 1 a 5% (p/v). Após complete 

dissolução, uma determinada quantidade de β -TCP foi adicionada à solução 

aquosa, de acordo com a razão líquido/sólido apresentada na tabela 4.2, e 

misturado vigorosamente durante um minuto de forma a formar uma pasta 

homogénea. 

 
Tabela 4.2 – Preparação de Cimentos Ósseos 

                                 
* As razões líquido/sólido são as mesmas para todas as amostras. 
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4.2.3 Tempo de Presa ou solidificação, tS 

 

Actualmente, existem dois métodos standard para se estudar a consistência e 

endurecimento do cimento, são eles: o 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 inspecção visual da superfície do cimento, após uma indentação com uma 

agulha que poderá ser de Vicat (Komath et al., 2000) ou Gilmore (Sarda et al., 2002; 

Apelt et al.,2004). Quando, após a indentação, a agulha já não deixar marca então 

considera-se que o cimento se encontra solidificado. No momento final da adição 

dos componentes do cimento ósseo, inicia-se a contagem. Após 2 minutos, a pasta 

é 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 aceleração gravitacional com intervalos de tempo de 30s. Quando a 

extremidade da agulha falha em fazer uma marca circular perceptível na pasta, o 

tempo de presa é registado. Este procedimento foi repetido 3 vezes para cada 

formulação. 

 

4.2.4 Teste de Compressão 

 
Preparam-se amostras cilindricas com um diâmetro de 5.0mm e 10.0mm de altura. A 

resistência à compressão foi medida usando uma máquina universal de tracção 

(Instron, modelo 4507). Os ensaios foram realizados a uma velocidade de 5mm/min. 

As medidas foram efectuadas 24h após o tempo de presa e repetidos 5 vezes para 

cada formulação. 

 

4.2.5 Injectabilidade 

 

Foi medida a pressão necessária para remover o cimento ósseo do interior de uma 

seringa de plástico de 5mL. O equipamento usado foi uma máquina universal de 

tracção (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 
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intervalos de tempo de 2 minutos para cada injecção até o valor de 100N ser 

ultrapassado. O ensaio foi ainda repetido 3 vezes para cada formulação. No 

tratamento dos resultados foi usada a equação 4.1. 

 

4.2.6 Difracção de Raios-X (DRX) 

 

Foram realizados difractogramas de cimentos com 24h e 3 semanas, armazenados 

a 37ºC e 55% de humidade. Os ensaios foram realizados num difractómetro Phillips 

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

 

4.2.6 Microscopia Electrónica de Varrimento (SEM) 

 

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

amostras foram revestidas a ouro antes da observação por SEM. 

 

4.2.7 Medição da Temperatura 

 

De forma a seguir a evolução da temperatura do cimento ao longo do tempo, um 

termopar ligado a um voltímetro, 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 alterações celulares que este material ocasiona. 

Este teste é um método quantitativo e que permite a avaliação da função 

mitocondrial. O MTT é um sal de tetrazol que é reduzido por enzimas 

desidrogenases, nas células viáveis formando cristais de formazana solúveis em 

etanol. Este funciona como um indicador colorimétrico da actividade metabólica 

celular, sendo a sua forma oxidada amarela e a forma reduzida púrpura. Para o 

teste, as células (linha celular de fibroblastos L929) foram plaqueadas em placas de 
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24 poços, contendo em cada poço 1,6x103 células e seguidamente incubadas a 

(37±2)°C em atmosfera húmida 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 metabólica foi 

determinada após 48 horas. Como controle negativo utilizaram-se células com meio 

adicional de 10% de soro fetal, para proporcionar um meio óptimo ao seu 

desenvolvimento e desta forma não se obter qualquer resposta citotóxica. Para além 

deste, efectuou-se um controlo positivo (meio com 0,01 M de fenol), utilizado para se 

obter uma resposta reprodutível da percentagem de células viáveis. Por fim, 

adicionou-se o corante MTT, que em presença de células viáveis, é reduzido a um 

produto de cor púrpura, permanecendo amarelo no caso de a viabilidade ser 

reduzida ou quase inexistente. O corante precipitado é diluído em isopropanol e 

ácido clorídrico e a leitura da densidade óptica (DO) é medida a 570nm com filtro de 

referência de 655nm. Para cada material efectuaram-se cinco réplicas assim como 

do controlo de células. No controlo positivo o número de réplicas foi de 3. Por fim a 

percentagem de viabilidade celular é obtida com base nas leituras de absorvância e 

através da comparação da percentagem de células vivas presentes em cada 

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

 

A atractividade dos CPCs depende em muito da sua facilidade de manuseamento 

durante a prática cirúrgica. Estes devem ganhar consistência, num tempo 

relativamente curto mas que permita ao cirurgião efectuar, a implantação no local e 

sem que haja atrasos na cirurgia, o que poderia até comprometer a saúde do 

doente. O quitosano, sendo um biopolímero, biocompatível e biodegradável torna a 

sua incorporação num cimento ósseo vantajosa por diversas razões de natureza 

biológica, sendo uma delas o facto de esta macromolécula ser degrada pela lisosima 

comprovando a sua biodegradabilidade (Xiupeng Wang et al., 2006). Nas 

formulações de cimento estudadas verificou-se um tempo de presa máximo de 23 

minutos e um tempo mínimo de 3 minutos, sendo a razão quantidade de solução 

ácida/ quantidade de β -TCP (razão L/S) a que mais influência possui (Tabela 4.3). 

Em termos teóricos, a reacção de endurecimento começa por se realizar devido à 

quelação do cálcio com o ácido carboxílico, passando para uma segunda fase de 

formação do fosfato de cálcio final, encontrando-se o tempo de presa entre estas 

duas etapas. Foi ainda verificado que inicialmente o cimento atravessa um period 

em que é possível moldá-lo como se este se tratasse de pastilha elástica. 

 

 
Tabela 4.3 – Efeito da concentração de polímero no tempo de presa 

                          
 

 

Os dados do presente trabalho sugerem que o aumento do tempo de presa pode ser 

atribuído à presença 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 possível 

justificação para este fenómeno poderá ser a presença de cargas positivas na 
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superfície das cadeias de quitosano que provocam forças de repulsão entre as 

 
cadeias poliméricas e as moléculas de cálcio, promovendo melhor distribuição e 

mantendo desta forma o cimento trabalhável durante mais tempo (Alves Rocha, 

2006). Leroux e colaboradores, em 1999, afirmam que o quitosano adsorve os 

novos cristais de bruxite inibindo a sua formação e crescimento (Leroux et al.,1999). 

Em termos de aplicação cirúrgica, os tempos de presa deverão ser curtos, cerca de 

15 minutos, de forma a ser possível a sua aplicação mas também que, uma vez 

introduzidos, sejam estruturalmente estáveis e possuam capacidade mecânica para 

suportar alguma carga (Zou et al., 2008). A gama de tempos mais interessante para 

aplicação cirúrgica, na forma injectável é obtida para uma razão líquido/sólido de 

0,75 (mL/g). Em termos de comportamento mecânico verifica-se que o incremento 

tanto da quantidade de polímero quanto do fosfato de cálcio induz um aumento na 

resistência à compressão (Figura 4.2). Também se verifica que a presença de 

quitosano tem uma influência superior sobre a resistência à compressão o cimento. 

Tal facto pode ser explicado pelo aumento de coesão do cimento devido à presença 

de polímero que, funcionando como uma cola, permitirá uma mais eficiente 

distribuição de cargas pela amostra (Hatin et al. ,1998; Wiupeng Wang, et al, 2006). 

Outro factor poderá ser a diminuição de porosidade da amostra e consequente 

aumento da densidade. 
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Figura 4.2 - Resistência à compressão de diferentes CPCs 

 

 

 

Os módulos de compressão apresentados são semelhantes aos blocos de 

hidroxiapatite sinterizada, com valores entre 2-11MPa (Shuchanek et al., 1998), e 

superiores aos módulos de compressão do osso trabecular humano, com valores a 

rondar 3.5MPa (Damien et al., 1991), sendo que estes se encontram ainda longe do 

necessário 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 solução inicial pode 

ser justificativa deste facto. Boudeville e colaboradores referem que a solubilidade 

inicial dos elementos que compõem o cimento é determinante para a formação da 

estrutura do fosfato de cálcio final e, consequentemente, das suas propriedades 

mecânicas (Boudeville et al., 1999). Segundo Gbureck e colaboradores, a 

solubilidade do β -TCP é diminuída pela sua cristalinidade, pelo que a utilização de β 

-TCP com 95% de cristalinidade pode ser uma das razões para a diminuição do 

módulo de compressão (Gbureck et al., 2003). 

A injectabilidade de um cimento ósseo é importante para aplicações em cirurgias 

minimamente invasivas. O cimento aplicado desta forma não deverá possuir uma 

carga de aplicação acima dos 100N, representando uma pressão de cerca de 10Kgf 

disponível na mão humana. Dois outros factores são igualmenteimportantes para 

esta forma de aplicação, os fenómenos de filter pressing e a capacidade do cimento 

se moldar à cavidade a preencher. No primeiro é importante que o cimento se 

mantenha agregado durante a injecção, não ocorrendo separação das fases líquida 

e sólida. Para o segundo, é importante que o cimento seja injectado durante a fase 

de moldação, 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 possível verificar que o 

cimento, para formulações acima da razão de 0,75mL/g, se mantém injectável até 

perto do tempo de presa, com valores máximos de 90N próximo do tempo de presa. 

Para as mesmas formulações, foi possível ainda verificar que existe um período de 

tempo onde a força necessária para injectar o cimento sofre pequenas alterações, 

entre 10-20N, traduzindo-se por ser o período de tempo anterior ao tempo de 

moldação, determinado por inspecção manual. 
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Figura 4.3 – Injectabilidade dos cimentos com 1% (a), 3% (b) e 5% (p/v) (c) de quitosano e 

diferentes razões L/S. 
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À partida, a introdução de um polímero no cimento significa que este tornará a 

formulação mais viscosa, pelo que, a injectabilidade do cimento poderia ser 

afectada. No entanto, verificou-se que os fenómenos de injectabilidade são 

melhorados pelo aumento da concentração de polímero na fase líquida, sendo o 

tempo de injecção encurtado pelo aumento da fracção sólida do cimento. Tal facto 

pode ser explicado pela ocupação de espaço pelas cadeias poliméricas no interior 

do cimento, com carga electrostática idêntica, facilitando o escoamento das 

partículas sólidas (fosfato de cálcio) presentes no mesmo. Igualmente, a adsorção 

das partículas de fosfato de cálcio evita a acumulação de líquido junto das partículas 

sólidas o que aumenta o tempo de presa (ts) mas também o tempo de 

manuseabilidade (tM), ou como verificado, o tempo correspondente ao patamar 

óptimo de injectabilidade (Alves Rocha et al., 2006). Nos presentes ensaios a 

totalidade do cimento foi removido da seringa, não se tendo verificado, através de 

uma inspecção visual, qualquer acumulação de cimento no interior desta, 

encontrando-se o cimento perfeitamente intacto à saída. O equipamento de tracção 

foi restringido para uma força máxima de carga de 150N, valores que somente foram 

atingidos para lá do tempo de presa, sendo que para estes valores parte do cimento 

ficou retido no interior da seringa, porque a máquina parou. 

A partir dos resultados obtidos por difracção de raios-x (DRX), figura 4.4, foi possível 

confirmar que houve formação de bruxite, como seria de esperar pelo valor de pH. 

No entanto, seria de esperar uma conversão total do ß-TCP em DCPD, sendo que 

tal não sucedeu nem ao fim de 24h nem ao fim de 3 semanas. A ausência de 

conversão total do ß -TCP pode estar relacionada com a quantidade de ácido usada, 

uma vez que o anião do ácido málico estabelece ligações quelantes com o ião 

cálcio, não o deixando disponível 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 37ºC, especulando-se se na presença de fluídos fisiológicos 

pudesse ter sido convertida em bruxite. 
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Figura 4.4 – Difractograma do cimento após 24h (a) e 3 semanas (b)   ß-TCP   DCPD 

 

Nas observações por SEM procurou-se verificar se o cimento possuía porosidade, 

uma vez que este é um factor determinante para a osteointegração e angiogénese, 

necessárias à formação de novo tecido ósseo. Verifica-se, pelas figuras 4.5 (a) e (b), 

que o cimento possui porosidade. Sendo o quitosano um biopolímero que se 

degrada no interior do corpo humano pela acção da enzima lisozima, e sendo esta 

degradação superior à degradação da qualquer outro componente do cimento, é 
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expectável que gradualmente a porosidade no interior do cimento aumente. Assim 

facilita-se a osteointegração e formação de novo tecido sem que exista uma brusca 

perda de características mecânicas. A presença de porosidade é também uma das 

razões para a obtenção dos valores baixos de resistência mecânica à compressão. 

 

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

 

 

 

Na figura 4.6 apresenta-se, a título de exemplo, a variação da temperatura durante a 

preparação dos diferentes cimentos (diferentes quantidades de quitosano), com 
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razão L/S igual a 1. Os outros cimentos apresentam uma evolução da temperature 

semelhante à registada na figura 4.6, 

Da observação da figura 4.6, é possível verificar que a reacção de mistura dos 

fosfatos de cálcio com a solução ácida de quitosano é do tipo exotérmica devido ao 

 

 
Figura 4.6 – Variação da temperatura ao longo da preparação do cimento 

 

 

aumento de temperatura durante a sua preparação. A temperatura do cimento 

pouco ultrapassa os 42 ºC, estando dentro dos limites óptimos para a sua aplicação 

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 número de células que se encontram viáveis após o contacto com o 

produto. Estes foram realizados de acordo com a norma ISO 10993-5.. Nestes 

testes começou por se medir a viabilidade de todas as formulações e razões L/S, 

pelo método de MTT em extracto. As amostras de cimento foram esterilizadas com 

etanol de síntese 96% durante 21h, ficando a incubar durante 24h a 37ºC. Em 

seguida colocou-se o meio de extracção em contacto com as células durante 42h. 

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

função da razão L/S 

            
 

Em todas as amostras verifica-se que a viabilidade é muito reduzida, sendo os 

valores da mesma ordem de grandeza do controlo positivo, não se registando 

grandes diferenças em termos de razão L/S nem da quantidade de quitosano. 

Contudo estes resultados podem dever-se ao facto da reacção não estar completa o 

que faz com que tanto o CPC como o meio de extracção apresentem um pH muito 

baixo causando morte celular. Após estes primeiros resultados procederam-se a 

novos testes, para tentar compreender a extensão da reacção e a sua influência 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 razão L/S 

de 0,75. Contudo, neste caso variou-se o tempo após o qual se adicionou o meio de 

extracção à amostra e o método de incubação. No final algumas das reacções 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 designação de cada amostra de 

CPC e as condições a que cada uma foi mantida é apresentado na tabela 4.5. 

 
Tabela 4.5 - Designação e condições a que cada amostra foi mantida antes dos testes de 

citotoxicidade 

 



 

156 

 

            
Figura 4.7 – Avaliação da viabilidade celular 

 

Observando os valores da figura 4.7, verifica-se que o único 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 tão ou mais elevada do que o controlo negative 

(100%), ou seja, o número de células que se obteve no final foi, na maioria dos 

casos, superior ao número inicial, o que significa que nesta situação o material não 

têm qualquer efeito citotóxico. O facto de se usar o etanol para se parar a reacção 

parece não ter relação directa com a viabilidade. A resposta citotóxica, como nos 

sugerem os primeiros resultados, deve-se provavelmente à utilização de uma 

grande concentração de ácido, que faz com que o pH inicial da pasta seja muito 

baixo. Contudo o pH deverá aumentar e estabilizar perto de 6, uma vez que este é o 

pH de equilíbrio para um cimento de bruxite (DCPD) composto inicialmente por !- 

TCP, como foi referido anteriormente, página 141. 

As medições 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 é extremamente ácida com o pH a rondar 3.1, devido à 

presença de ácido málico. Após uma hora, as amostras foram colocadas em soro 

fisiológico e efectuaram-se novas medições, mudando-se o soro todos os dias. 
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Verificou-se uma tendência de subida de pH, tendo o mesmo estabilizado para 

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

 

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

 

Assim, não é de estranhar que este apresente uma resposta citotóxica durante os 

primeiros dias em que está em contacto com fluídos pois o pH é muito baixo, 

levando a alguma morte celular. No entanto, como nos sugerem os resultados da 

segunda experiência, onde se deixou as amostras a “envelhecer” em soro 

fisiológico, verificou-se que, passados apenas 4 dias, este já não provoca qualquer 

resposta citotóxica e até permite o crescimento celular (viabilidade acima de 100%). 

Assim apesar da toxicidade inicial do CPC, não se deve excluir à partida a sua 

utilização porque com o tempo este torna-se completamente viável, daí que a 

resposta in vivo deva ser avaliada. Isto é, em certa medida, o que acontece com os 

cimentos de PMMA. O monómero MMA é citotóxico ao início, causando igualmente 

morte celular, contudo este cimento é amplamente utilizado. Por outro lado, a 

elevada temperatura desenvolvida durante a polimerização deste monómero induz 

também necrose de tecido ósseo. 
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4.4 Conclusão 

 

Foi possível produzir um cimento ósseo biocompatível, com propriedades mecânicas 

próximas do osso humano trabecular. Considera-se ainda que o cimento produzido 

possui características de operação óptimas em termos de tempo de presa ou 

solidificação (tS) e injectabilidade, com valores até 23 minutos de solidificação e 

patamares de injectabilidade até 10min com valores abaixo dos 2Kgf. A presença de 

componentes totalmente biocompatíveis como o ß-TCP e o quitosano, aliados a 

uma estrutura porosa sugerem que o produto deva permitir uma excelente 

osteointegração. 

 
Tabela 4.6 - Resumo dos parâmetros obtidos em comparação com os de referência 

                    
De forma a alargar o espectro de aplicação deste cimento é determinante o 

incremento das propriedades mecânicas, essencialmente a resistência à 

compressão. Sugerem-se como soluções para o aumento destes valores a utilização 

de uma fase de fosfato de cálcio amorfa e, para a fase polimérica, a utilização de um 

polianião. Este polianião que estabelecerá ligações do tipo covalente com o ião 

cálcio, permitindo a precipitação do fosfato de cálcio final na superfície das cadeias 

poliméricas. No entanto, a quantidade de polianião não poderá ser demasiadamente 

elevada de forma a não prejudicar a estequeometria da reacção de formação do 

fosfato de cálcio final. Pode-se especular ainda que a inclusão de partículas 
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nanométricas, tanto cerâmicas como poliméricas, possa resultar num incremento de 

propriedades mecânicas, uma vez que, poder-se-á formar um maior número de 

ligações por pontes de hidrogénio. Este aumento dever-se-á sobretudo ao 

incremento de área de contacto entre estas partículas, por serem nanométricas. 
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Capítulo V 
Produção de Nanofibrilas de Quitina à Escala Laboratorial 
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5. Produção de Nanofibrilas de Quitina à Escala Laboratorial 
 
5.1 Introdução 
 
Em 2002, Eugene Khor, considerou que a quitina ainda era um material em espera. 

Foi descoberta há 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, e ocupou um lugar de 

destaque devido à sua superior solubilidade. No entanto, a quitina tem encontrado 

campos de aplicação à escala nano, mais propriamente no reforço 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 benefício uma vez 

que as nanofibrilas de quitina, formam suspensões coloidais em água. 

5.1.1 Produção de Nanofibrilas de Quitina 

 

Em 1993, Revol et al., propôs um método para a produção de nanofibrilas de quitina 

sendo para tal necessário executar uma hidrólise ácida da '-quitina. Genericamente, 

1g de quitina seca é adicionada a 10 mL de HCl 3M, durante 1 hora à temperature 

de 110ºC. O produto então obtido é submetido a uma etapa de lavagem, em que são 

executadas centrifugações sucessivas com substituição do sobrenadante. Quando o 

sistema atinge o pH de 2, uma suspensão coloidal surge espontaneamente, com um 

aspecto translúcido. A partir deste momento, conservando-se os sobrenadantes é 

possível separar as nanofibrilas das restantes partículas de quitina. Prosseguindo 

com diálise contra água, é possível obter uma suspensão coloidal com pH de 7, 

sendo possível ainda liofilizar de forma a obter nanofibrilas secas. Poderá ser 

necessário aplicar um tratamento com ultrasons, num período máximo de 1 min, 

para forçar a dispersão de partículas. Mais tarde, Belamie et al., propôs que a etapa 

de lavagem fosse realizada somente na diálise, não indicando o procedimento para 
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a separação dos nanofibrilas das restantes partículas de quitina. É indicado ainda, 

pelos autores que ocorre cerca de 30-40% de perda de massa durante o processo 

devido à dissolução de partículas no ácido (Revol et al., 1993; Belamie et al., 2004). 

A α-quitina possui uma estrutura altamente cristalina (capítulo I), com pequenas 

fracções amorfas. Estas fracções funcionam como defeitos na estrutura onde ocorre 

clivagem pela acção do ácido, formando-se monocamadas cristalinas das partículas 

que são mais resistentes ao ataque ácido. Desta forma é esperado a formação de 

estruturas lamelares quitinosas, constituídas de cadeias lineares de baixo grau de 

polimerização (Robin et al., 1974). 

Para que uma fibrila seja considerada nanofibrila, esta terá que ter pelo menos uma 

das dimensões inferior a 100nm. Neste caso, uma típica nanofibrila de quitina com 

origem da casca de camarão ou caranguejo, possui diâmetros 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 (razão comprimento/diâmetro, 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 crustáceos, situa-se na ordem dos 15 (Morin et al., 2002). 

 

 
Tabela 5.1 - Resumo das dimensões de nanofibrilas de quitina obtidas de diferentes fontes 

(adaptado de Dufresne, 2008) 
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Outros métodos para a produção 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 oxidação. Neste processo a percentagem de perdas é reduzida para 10%, 

não ocorre desacetilação, e a estrutura cristalina bem como a cristalinidade da 

molécula fica intacta. Após a reacção, é necessário apenas aplicar um tratamento 

com ultrasons para dispersar as partículas obtidas, sendo que estas apresentam 

diâmetros de 8nm e comprimentos de 340nm. Mais tarde, o mesmo autor propôs a 

produção de nanofibrilas em água com pH entre 3-4 durante 5 dias, seguido de 

tratamento com ultrasons de 1min. Neste estudo as partículas de quitina foram, 

inicialmente, parcialmente desacetiladas através de um tratamento com NaOH a 

8,25M formando-se grupos desacetilados na superfície das fibrilas de quitina. Os 

grupos amina II (NH2) na superfície das nanofibrilas de quitina, a pH abaixo de 6 

tornam-se amina III (NH3 +) e estas cargas positivas obrigam a separação das fibrilas 

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

 

5.1.2 Modificação Química 

 

Não existem muitos estudos dedicados à modificação química das nanofibrilas de 

quitina. Li e colaboradores, N-sulfonaram nanofibrilas de quitina, por reacção 

heterogénea com Tri-Etilamina/SO3 ou Piridina/SO3. Na caracterização feita por 

TEM, verificou-se que a reacção não provocou grande alteração no perfil dos 

bastonetes, nem da sua homogeneidade, embora se tenha verificado maior 

agregação de nanofibrilas. Este estudo revelou ainda que para valores de 

substituição superiores a 3, as suspensões formam estruturas nemáticas quirais, 

com passos de hélice de 40µm (Li et al., 1997). 

Feng e colaboradores, produziram bio-nanocompósitos a partir do enxerto de 

nanofibrilas de quitina em cadeias de policaprolactona. Para tal, misturaram 

nanofibrilas de quitina a diferentes concentrações, na reacção de polimerização da 

caprolactona, tendo depois realizado filmes por injecção. Da caracterização destes 

fimes, a integração das nanofibrilas revelou aumento da tensão de ruptura, extensão 

à ruptura e ainda um aumento da hidrofobicidade (Feng et al., 2009). A 

desacetilação das nanofibrilas de quitina, é uma modificação química feita por 
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alguns autores. Lertwattanaseri e colaboradores, modificaram com sucesso as 

nanofibrilas para graus de desacetilação próximos de 95%. No entanto, a partir de 

técnicas como TEM e difracção 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 Líquido-Cristalinas 

 

Quando em água, as nanofibrilas de quitina, em forma de bastonetes, atingem uma 

concentração critica, ocorrendo uma separação em duas fases, sendo uma 

isotrópica e outra anisotrópica. É reconhecido que estas moléculas de quitina 

possuem uma pequena percentagem de grupos desacetilados, que quando em 

contacto com ácidos formam a chamada amina III, ou NH3+, devido à presença de 

protões de hidrogénio. Tal como exemplificado na figura 5.1, esta presença provoca 

a formação de uma dupla camada eléctrica, impenetrável em volta da nanofibrila 

que aumenta o diâmetro de cada uma. Quando duas nanofibrilas, com a mesma 

dupla camada, se aproximam, ocorre repulsão e é criada uma ordem orientacional 

devido à repulsão das partículas rígidas e empacotadas aquando do aumento da 

concentração destas em solução (Revol et al., 1993; Nge et al., 2003). 

 

                  
Figura 5.1 – Representação esquemática da dupla camada eléctrica em redor das nanofibrilas 

(Revol et al., 1993) 

 
Nge e colaboradores, em 2003, fotopolimerizaram poli (ácido acrílico) (PAA) 

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

 

 

ensaios de Difracção de raio-X, os autores afirmam que é possível induzir 

alinhamento das nanofibrilas por cisalhamento e por via magnética, para 

concentrações acima de 10% em quitina. 

 

5.1.4 Aplicações 

 

Tipicamente, as nanofibrilas de quitina possuem áreas superficiais elevadas, com 

valores na ordem dos 400 m2/g, e pesos moleculares na ordem dos 2 000 000, com 

valores de desacetilação perto dos 10%. Estas nanofibrilas podem ser integradas 

em biopolímeros, e polímeros sintéticos, sem aumento da viscosidade, podendo ser 

moldadas em objectos por tratamentos térmicos e até reter água a pH fisiológico. 

(Goodrich et al., 2008, Morganti et al., 2008) 

No entanto, não existem estudos concretos relativos a aplicações práticas das 

nanofibrilas exceptuando a sua aplicação em reforço de estruturas poliméricas. Esta 

questão será abordada no capítulo VI do presente trabalho. 
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5.2 Produção e caracterização de nanofibrilas de quitina 

 

5.2.1 Procedimento de produção de nanofibrilas de quitina 

 
Genericamente, 1 g de quitina é adicionada a 10mL de HCl 3M, deixando-se reagir 

durante 90 minutos à temperatura de 110ºC, com refluxo e agitação acima de 1200 

rotações por minuto (rpm). Em seguida, deixa-se arrefecer o sistema e coloca-se a 

mistura reaccional em tubos de centrifugação. Centrifuga-se a mistura reaccional 

acima de 50 000 rpm e remove-se o sobrenadante. Adiciona-se H20 a cada um dos 

tubos e realiza-se nova centrifugação à 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 suspensão. O sobrenadante é então 

guardado e o procedimento anterior é repetido até que se deixe de observer 

suspensão de nanofibrilas. Os sobrenadantes guardados são tratados com ultrasons 

durante 1 minuto, de forma a dispersar as nanofibrilas, e depois dialisados contra 

água até pH neutro. Após esta etapa a suspensão coloidal apresentava uma 

acumulação de nanofibrilas no fundo do saco de diálise. Optou-se por liofilizar a 

suspensão de forma a obter nanofibrilas de quitina para uso posterior. Com o intuito 

de aumentar o rendimento da operação, e uma vez que parte da quitina separada 

por centrifugação não se fraccionou em nanofibrilas, optou-se por repetir mais duas 

vezes este procedimento com o resíduo da operação.´ 

 
Tabela 5.2 - Condições reaccionais usadas para produção de nanofibrilas de quitina 
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5.2.3 Caracterização 

 
 
Métodos Experimentais 

 

• Microscopia Electrónica de Transmissão (TEM) 

 

Preparou-se uma amostra de 10 mL, com 0,02 % p/p de nanofibrilas de quitina 

dispersos em etanol sob acção de ultrasons durante 1 min. Posteriormente 

mergulhou-se uma grelha de carbono na solução e retirou-se o excesso de liquid 

com papel de filtro. O equipamento usado foi um microscópio Hitachi, modelo 

H8100, tendo a amostra sido observada a 100 kV com um filamento LaB6 

(hexaboreto de lantânio). Para determinar o factor de forma, usou-se o software de 

análise de imagem Image J ( Wayne Rasband, National Institutes of Health), versão 

1.43u, de uso público. 

 

• Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 

 

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

mesmo método e equipamento referidos no capítulo I. 
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5.3 Resultados e discussão 

 

Através do método de produção utilizado, obteve-se cerca de 10% de conversão de 

quitina em nanofibrilas. Em termos comparativos, os únicos valores referidos na 

literatura são relativos ao trabalho de Ymin Fan e colaboradores, para o processo 

TEMPO, com cerca de 90% de conversão. A taxa de conversão de quitina em 

nanofibrilas é baixa, mas provavelmente razoável para o método empregue (Fan et 

al., 2008). O valor de 10% pode ser justificado pelo tempo de hidrólise empregue ser 

de apenas 90min, pela possiblidade de nanofibrilas ficaram presas em outras fibras 

de quitina ou pela possibilidade de dissolução no solvente utilizado. A característica 

principal das nanofibrilas de quitina são as suas dimensões, sendo o factor de 

forma, o principal indicador usado para caracterizar estas partículas nanométricas 

(Dufresne, 2008). Para tal, as nanofibrilas de quitina foram observadas por TEM de 

forma a determinar as suas dimensões. A figura 5.2 mostra uma imagem de TEM, 

de uma dispersão de nanofibrilas de quitina em etanol. 
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Figura 5.2 - Imagem TEM das nanofibrilas de quitina obtidas após 90min de hidrólise ácida 

 

 

 

Do resultado da análise das imagens, é apresentada na figura 5.3 (a) e (b) a 

distribuição do tamanho das nanopartículas. 
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Figura 5.3 – Histogramas referentes à distribuição do diâmetro (a) e do comprimento (b) das 

Nanofibrilas 
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Tabela 5.3 – Dimensões das nanofibrilas produzidas 

 
 

Os valores foram determinados a partir da análise de 3 imagens diferentes, tendo-se 

analisado pelo menos 20 nanofibrilas de quitina por imagem. As nanofibrilas, na 

forma de bastonete, apresentam uma distribuição de tamanhos aproximadamente 

normal. O valor de 15,9 obtido para o factor de forma, está em conformidade com o 

que foi obtido por diversos autores para a '-quitina proveniente da casca de camarão 

(ver tabela 3.1, pág. 98). 

Para melhor compreender as interacções que podem ocorrer à superfície do 

material, considerou-se importante determinar a constituição química das 

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

 

   

 
Figura 5.4 - Espectro de infravermelho das nanofibrilas produzidas 
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O espectro de infravermelho mostra a presença dos três picos típicos da alfa-quitina, 

observados para os números de onda de 1658, 1622 e 1556 cm-1
 correspondentes à 

absorção do grupo carbonilo (J. Blackwell, 1988). Importa ainda referir a ausência do 

pico a 1540 cm-1, que comprova a ausência de absorção por proteínas (Gaill et al., 

1997). Os valores de DD muito baixos (consideravelmente inferiores a 50%), 

apresentados na tabela 5.4, são típicos da quitina. 

 
Tabela 5.4 – Grau de desacetilação das nanofibrilas produzidas 

              
 

É sabido que este polímero nunca se encontra totalmente acetilado, sendo normal 

apresentar uma pequena percentagem de grupos desacetilados. No entanto, 

comparando o valor de desacetilação da quitina e das nanofibrilas de quitina, 

observa-se que a hidrólise ácida tem influência no grau de desacetilação. Esta 

situação está em conformidade com o que foi observado por Alsak Einbu e 

colaboradores, 2007, que indicam, que tal facto se deve à protonação e clivagem da 

ligação N-acetilo, concorrente da ligação glicosídica entre as unidades repetitivas do 

polímero (Einbu et al., 2007). 
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5.4 Conclusão 

 

No presente capítulo estudou-se a produção de nanofibrilas de quitina, um produto 

da hidrólise ácida da '-quitina, proveniente da casca de camarão. As nanofibrilas 

apresentam um factor de forma de 16, e um grau de desacetilação perto de 17%. 

Este estudo revela-se importante pela introdução de mais uma matéria-prima 

disponível para a empresa CERAMED, bem como, devido ao potencial que estas 

estruturas nanométricas podem revelar tem termos de aplicação no reforço de 

polímeros. Na tabela 5.5 faz-se o resumo das características das nanofibrilas 

produzidas. 

 
Tabela 5.5 – Sumário das características das nanofibrilas produzidas 
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Capítulo VI 
Estudo da Aplicação de Nanofibrilas de Quitina no Reforço de 

Filmes de PVA 
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6. Estudo da aplicação de nanofibrilas de quitina no reforço de filmes de PVA 

 
6.1 Introdução 

 

Com referido anteriormente, a casca de marisco é um desperdício da indústria 

alimentar, encontrando-se disponível em grandes quantidades a baixo custo. Em 

consequência, novos materiais derivados destes recursos são actualmente 

considerados “eco-friendly” não só devido à sua biodegradabilidade, mas também 

porque a sua utilização evita o uso de outros materiais que não sejam desperdício. 

Considera-se que o uso de aditivos naturais como as nanofibrilas de quitina, 

provenientes das referidas fontes, representa um investimento importante para 

preservação do meio ambiente podendo ser também interessante em termos 

industriais, caso os compósitos que daí resultem possuam melhores 

comportamentos, sobretudo a nível da absorção de água e das propriedades 

mecânicas (Lu et al., 2004). 

 

A inclusão das nanofibrilas em diversas matrizes poliméricas, tanto sintéticas como 

naturais, mostrou-se benéfica no reforço de propriedades mecânicas, na melhoria da 

capacidade de absorção de água ou na estabilidade térmica. O melhoramento 

substancial das propriedades mecânicas está acima de tudo relacionado com a 
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interface criada entre o polímero e a nanofibrilas ou com a força das interacções 

nanofibrila-nanofibrila (Dubief et al., 1999). Lu e colaboradores, reforçaram filmes 

obtidos a partir de proteínas de soja com nanofibrilas de quitina, sendo esta mistura 

processada por liofilização seguida de prensagem a quente na presença de 30% de 

glicerol. Os nanocompósitos assim produzidos foram caracterizados com recurso a 

ensaios de tracção, 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 módulo de Young, um incremento de 3.3 para 

8.5 MPa, em termos da tensão de ruptura, e um decréscimo da extensão à rupture 

de 205% para 29%. Registou-se ainda um decréscimo da taxa de inchamento 

devido ao carácter hidrofóbico das nanofibrilas de quitina. Estes autores explicam 

que a melhoria de propriedades mecânicas se deve à formação de ligações por 

ponte de hidrogénio entre as nanofibrilas e as proteínas de soja, bem como a 

formação de pontes de hidrogénio entre as nanofibrilas (Lu et al., 2004). Outros 

trabalhos referem um melhoramento significativo da “performance” dos materiais 

devido à formação de uma rede entre nanofibrilas, promovida por pontes de 

hidrogénio, o que ocorre acima do limiar de percolação, ponto em que esta rede 

assume preponderância 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 percolação foi primeiramente introduzido por Hammersley em 1957, e 

refere-se a um modelo geométrico estatístico. Este modelo pode ser aplicado a 

qualquer sistema onde se preveja que exista a possibilidade de conexão entre os 

constituintes. Em trabalhos com nanofibrilas de celulose foi provado que o material 

atinge a percolação acima de uma fracção volúmica crítica (Flandin et al., 2000). 

Este limiar de percolação é a diferença entre a conexão de um número finito de 

elementos para uma conexão com um número infinito de elementos (Samir et al., 

2005). Os factores que influenciam este limite, são o factor de forma das 

nanofibrilas, a possibilidade de ocorrerem interacções entre partículas e a sua 

orientação. Quando aplicado a nanofibrilas de celulose, este modelo permite 

descrever o aumento incomum do comportamento mecânico, uma vez que 

pressupõe a formação de uma rede rígida entre as nanofibrilas. A aplicação deste 

modelo envolve três passos: 

 

1) A determinação do limiar de percolação, através da equação 6.1.. Esta 

equação foi deduzida, por análise estatística, assumindo que as 
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partículas têm uma forma cilíndrica e que se tocam na extremidade 

formando uma rede infinita. Estes pressupostos permitiriam estabelecer a 

relação entre a fracção volúmica de partículas e o 

factor de forma: 

       

                                                        (Equação 6.1)   

 

 

em que νRC é o limiar de percolação, L o comprimento das nanofibrilas e 

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

 

2) O segundo passo, é a determinação do módulo de Young do agente de 

reforço, ou seja, no presente trabalho das nanofibrilhas de quitina. A 

determinação é usualmente feita pelo estudo de filmes compostos somente 

por nanofibrilas, sendo óbvio que os valores obtidos para o módulo de Young 

assim determinados são diferentes dos obtidos para uma nanofibrila isolada. 

A fonte das nanofibrilas bem como o método de produção e as interacções 

que se estabelecem entre elas influenciam o valor do módulo de Young. 

Valores entre 6-15 GPa são 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 descrição do compósito envolve a descrição de um modelo que 

comporte as 3 fases, ou seja, a matriz, o agente de reforço em percolação e 

o agente de reforço sem percolação. Ouali e colaboradores, adaptaram o 

modelo fenomenológico série-paralelo de Takayanagi, e apresentaram um 

modelo em que a rede de percolação está em paralelo com a série composta 

pela matriz e as nanofibrilas não percolantes, tal como descrito na figura 6.1. 

A partir deste modelo, o módulo de Young do compósito pode ser expresso 

através da seguinte equação: 

 

 

        (Equação 6.1) 
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em que R e S designam a fase rígida e a fase “soft”, ou seja, 

respectivamente, o reforço e a matriz do material compósito. O parâmetro ϕ é 

um factor de correcção da fracção volúmica de nanofibrilas envolvida na 

percolação e pode ser determinada a partir da seguinte equação: 

 

 

 
Em que νr é a fracção volúmica das nanofibrilas e νRC o limiar de percolação 

(ou seja, a fracção volúmica acima da qual se dá a percolação das 

nanofibrilas), determinada pela equação 6.1. 

 

                   
Figura 6.1 – Representação esquemática do modelo série-paralelo, em que R é a fase composta 

pornanofibrilas e S a fase composta pelo polímero (Adaptado de Samir et al., 2005). A 

preto representa-se a fracção de reforço em percolação, e a cinzento a fracção não 

percolante do mesmo. 

 

Outro modelo extensivamente utilizado em engenharia para a modelação de 
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propriedades mecânicas de compósitos, é o modelo de Halpin-Tsai (Halpin et 

al.,1976). Apesar de apresentar algumas limitações, possui de uma forma simples a 

capacidade de calcular constante elásticas do material em questão. As equações de 

Halpin-Tsai foram formuladas para compósitos de fibras contínuas alinhadas, a partir 

do modelo auto-consistente generalizado de Hermans e das relações de Hill 

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

 

 

 
 

em que Mr e Mm representam, respectivamente, o módulo do reforço (as fibras) e o 

módulo da matriz (quer seja módulo de compressibilidade, K, de Young, E, ou de 

corte, G). 

 

Foi ainda provado por Halpin e Kardos que as equações de Halpin-Tsai poderiam 

ser aplicadas a compósitos reforçados por fibras curtas, pelo que no presente 

trabalho as vamos aplicar a compósitos reforçados por nanofibrilas (Halpin et al., 

1976). Usando o parâmetro ξ , que é função da geometria do reforço e da direcção 

de aplicação da carga, as equações acima podem ser usadas para avaliar os 

módulos do compósito. 

Neste trabalho, em que nos interessa estimar o módulo de Young na direcção da 

aplicação da carga, este parâmetro toma o valor da equação 6.6. 
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Uma importante modificação das equações de Halpin-Tsai (equações 6.4 e 6.5) foi 

proposta por Nielsen (Nielssen, 1970). As equações originais mostraram-se 

inexactas para elevadas fracções volúmicas de reforço, como consequência do facto 

de o modelo de Hermans não ter em conta o limite existente para a fracção maxima 

de fibras admitida em sistemas reais (Hermans, 1967). Desta forma Nielsen propõe 

a seguinte modificação às equações de Halpin-Tsai: 

 

 

 
 

A introdução do parâmetro Ω tem em conta a fracção máxima de reforço, Φm, 

admitida por um sistema compósito. Esta fracção é função do tipo de 

empacotamento do reforço tomando, por exemplo, o valor 0,785 para um 

empacotamento cúbico e o valor 0,907 para um empacotamento hexagonal (Nielsen 

et al., 1994). Estes valores elevados são típicos de compósitos de fibras contínuas 

alinhadas. No caso dos compósitos deste trabalho, onde as nanofibrilas geralmente 

se dispõem aleatoriamente, Φm pode tomar valores consideravelmente mais baixos 

(Nielsen et al., 1994). Devido à incerteza relativamente à fracção máxima de reforço 

e à sua dependência quer do alinhamento do reforço, quer do factor de forma do 

mesmo, Φm é usado como um factor empírico de ajuste nas equações de Halpin- 

Tsai. 

O poli(álcool vinílico), PVA, é um polímero produzido a partir da reacção de 

desacetilação do poli(acetato de vinilo), figura 6.2, sendo bastante útil por ser um 

polímero hidrofílico, totalmente solúvel em água. Possui excelente capacidade de 

formação de filmes, bem como óptimas resistências química e mecânica (Martien, 

1986). No entanto, estas propriedades ocorrem apenas no estado seco, uma vez 

que este polímero é bastante hidrofílico e a absorção de água diminui 
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consideravelmente as suas propriedades, chegando mesmo a dissolver-se 

novamente. Esta característica limita substancialmente o seu campo de aplicação, 

sendo normal executar reticulação química, nomeadamente através do uso de 

glutaraldeído, um composto químico bastante tóxico (J.S Park et al., 2001). O PVA é 

ainda biocompatível e biodegradável, sendo estas características bastante 

apreciadas para a sua utilização em compósitos com outros biopolímeros, 

nomeadamente o quitosano, a celulose ou a policaprolactona para a produção de 

dispositivos médicos com o objectivo de substituir pele ou cartilagem (V. Sedlarık et 

al., 2006, E. Mangala et al., 2003 , J.S. Park et al., 2001). 

 

 
Figura 6.2 - Esquema reaccional de formação de poli(álcool vinílico) 

 

Os compósitos produzidos por inclusão de nanofibrilas em PVA poderão ser úteis 

não só para aplicações médicas, mas também para outras áreas, nomeadamente 

em engenharia química, onde filmes como estes foram aplicados para a separação 

de misturas de água-etanol, imobilização de enzimas, separação de proteínas ou 

remoção de metais em águas poluídas (M. Beppu et al., 2007, B. Duan et al., 2006, 

D. Musale et al. 2000, J. Shen et al. 2007). Nestes casos, características como as 

resistências química e mecânica são determinantes para o comportamento de 

membranas de separação. 

O presente capítulo tem como objectivo o estudo do reforço de filmes de PVA com 

nanofibrilas de quitina, bem como a melhoria de características como a resistência à 

água, com possíveis aplicações em cosmética, na produção de embalagens 

biodegradáveis e em processos de separação (Engenharia Química). 
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6.2 Parte Experimental 

 

6.2.1 Produção de filmes de PVA reforçados com nanofibrilas de quitina 

 

Foram preparadas soluções aquosas de PVA (ACROS, 95% de Hidrólise, Mw=95 

000) . Para dissolução completa em água destilada, elevou-se a temperatura a 80ºC 

e deixou-se durante 1h com agitação magnética e refluxo. Após este tempo deixou-

se a solução em repouso durante a noite. Para a produção dos filmes de PVA 

reforçados com nanofibrilas, dispersaram-se diferentes quantidades de nanofibrilas 

de quitina (NFCH, L/D=15,9, DD=16%) em soluções aquosas de PVA 2%(p/v). De 

forma a dispersar as nanofibrilas, as soluções foram sujeitas a ultrasons durante 

1min. Prepararam-se soluções contendo 0, 1, 2, 4, 6 (p/v) de NFCH. Os filmes foram 

produzidos com o auxílio de uma régua calibrada sobre uma superfície de Teflon". 

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

 

6.2.2 Caracterização 

 
• Ensaios de tracção 

 

Os ensaios de tracção dos filmes produzidos foram realizados numa máquina de 

tracção Rheometric Scientific, modelo Minimat – Firmware 3.1., à temperature 

ambiente. Foram traccionadas, uniaxialmente 15 amostras, de 5 x 2 mm, a uma 

velocidade de 5 mm/min. Das curvas de tracção foram obtidos, o módulo de Young 

(E), a tensão de ruptura ou resistência à tracção (σu) e a extensão à ruptura (εu). 
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Todos os resultados foram obtidos com um grau de confiança 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 110ºC, de forma a remover excesso de humidade que possa estar contida 

nos filmes de PVA. Os termogramas são referentes à segunda etapa de 

aquecimento de 25 a 250ºC, feitos com uma velocidade de aquecimento de 

10ºC/min, e a partir desta obtiveram-se os valores das temperaturas de transição 

vítrea (Tg) e de fusão (Tf) do polímero. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Resultados e Discussão 
 
Visualmente, os filmes com nanofibrilas revelam uma crescente opacidade em 

comparação com o filme de PVA, e uma total homogeneidade. A opacidade é 

função da quantidade de nanofibrilas presente num filme. Durante a lenta 

evaporação do solvente aquando da formação dos filmes, a viscosidade da solução 

mantém-se baixa permitindo a ocorrência de rearranjos na posição das nanofibrilas. 

Um dos principais motivos para a inclusão de aditivos em polímeros é a melhoria da 

sua processabilidade. Aditivos plastificantes são embebidos entre as cadeias 

poliméricas, ocupando espaço entre elas e diminuindo por isso a temperatura de 

transição vítrea (Tg). Desta forma o polímero aditivado torna-se mais macio e flexível 

a temperaturas inferiores, sendo possível processá-lo a temperaturas mais baixas, o 

que se traduz em economia do processo. No entanto, características mecânicas 
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como a tensão à ruptura são geralmente diminuídas. A temperatura de transição 

vítrea é a medida da energia necessária para permitir o movimento das cadeias 

poliméricas. A esta temperatura o polímero torna-se mais macio e quando uma força 

lhe é aplicada as cadeias facilmente escorregam entre elas. Na figura 6.3, está 

representado o termograma típico do PVA, sendo a Tg determinada no ponto de 

inflexão da primeira alteração do declive e a Tf no pico endotérmico. 

 

 
Figura 6.3 – Termograma de DSC do Filme de PVA 

 

 

No presente trabalho registaram-se alterações significativas na temperatura de 

transição vítrea, ao passo que na temperatura de fusão, os valores são praticamente 

 

idênticos, tal como descrito na Tabela 6.1. A temperatura de transição vítrea de 

filmes puros de PVA é de 74,7ºC e com apenas 2%(p/v) de nanofibrilas, este valor 

passa para 119ºC, sendo este um incremento de 45ºC. Para as amostras com 

nanofibrilas as diferenças no valor de transição vítrea são menores, e ocorrem num 

intervalo de 20ºC. 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 ligações por ponte de hidrogénio entre 

os grupos hidroxilo e acetilo da quitina e os grupos hidroxílicos do PVA, ficando as 

cadeias poliméricas adsorvidas e restringidas na superfície das nanofibrilas. A 

energia necessária para o rompimento destas ligações pode ser a justificação para o 

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

 
 

Estes resultados estão em concordância com a literatura para outro tipo de 

interacções, onde habitualmente se registam aumentos da temperatura de transição 

vítrea, nomeadamente para interacções entre matrizes de amido com nanofibrilas de 

celulose, onde ocorre imobilização de cadeias amorfas de amido que resulta num 

efeito de anti-plastificação (Dufresne, 2008; Anglès, 2000; Angellier et al.,2006, 

Averous et al., 2001). A explicação dos resultados obtidos no presente trabalho pode 

ser semelhante, uma vez que a estrutura das nanofibrilas de celulose é muito 

semelhante à estrutura das nanofibrilas de quitina (Dufresne, 2008). 

No que se refere às temperaturas de fusão, as diferenças registadas não são muito 

significativas, podendo-se deduzir que o motivo seja o facto de para esses valores 

de energia térmica fornecida, devido à elevada entropia, as cadeias se encontrarem 

“livres” e por esse motivo fora da influência das nanofibrilas, acabando por ter um 

comportamento típico de uma amostra pura. Este resultado, bem como a sua 

justificação, estão em concordância com praticamente toda a literatura (Dufresne, 

2008). Verifica-se ainda que para a amostra de 6% o material degrada-se, não 

sendo possível detectar a temperatura de fusão do filme compósito. 

 

O efeito anti-plastificante relativo ao processamento de polímeros não constitui uma 

desvantagem em termos da produção dos presentes filmes, uma vez que, o único 

método utilizado para a produção dos filmes foi por evaporação do solvente, um 

método produtivo considerado lento mas que permite a formação da já referida rede 

de interacções quitina-quitina. Procurou-se desta forma aproveitar a vantagem que 

este processo apresenta em termos do melhoramento das propriedade mecânicas. 

Existem outros métodos, tais como prensagem a quente ou liofilização, em que o 

estabelecimento desta rede é dificultado, o que resulta num menor incremento de 

propriedades mecânicas, nomeadamente o módulo de Young e a tensão de fractura 

(Nair et al., 2003). 
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Figura 6.4 – Curvas de tracção típicas dos filmes compósitos PVA/Nanofibrilas de Quitina 

 

 

Na figura 6.4 apresentam-se as curvas de tracção típicas para as várias 

concentrações de nanofibrilas presentes na matriz polimérica. É possível verificar 

que o comportamento mecânico em termos de deformação plástica é totalmente 

alterado pela inclusão de nanofibrilas. Valores de extensão à ruptura de cerca de 

800% baixam para 60% com a inclusão de apenas 1% de nanofibrilas.  

Os filmes de PVA possuem claramente uma zona de deformação elástica e uma 

zona de deformação plástica. Nesta zona de deformação plástica ocorre a 

organização das suas cadeias ao longo do eixo de tracção, sendo a energia 

dissipada nesta organização e por isso não ocorre aumento da tensão necessária 

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

 

 

também um aumento de cristalinidade registado por diversos autores, devido ao 

carácter rígido e cristalino das nanofibrilas de quitina (Anglés et al., 1999, Dufresne, 

2008). 

A inclusão de elementos cristalinos na matriz polimérica é responsável pela 

diminuição da capacidade de deformação das matrizes, uma vez que a presença de 

nanofibrilas de quitina dificulta o alinhamento das cadeias de PVA, devido à sua 

rigidez. A disrupção das ligações por pontes de hidrogénio entre cadeias de PVA e 

consequente formação de novas ligações, desta vez com as nanofibrilas de quitina, 

reduz a capacidade de organização e orientação das cadeias poliméricas presents 
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na matriz. 

O módulo de Young (E) é um parâmetro mecânico que revela a resistência que um 

dado material possui à deformação em regime elástico. Este parâmetro estabelece a 

correlação entre a tensão necessária para deformar o material (σ) e a 

correspondente deformação (ε), em regime elástico (lei de Hooke): 

 

 
 

       
Figura 6.5 - Representação do módulo de Young em função da concentração de 

nanofibrilas de quitina 

 

Analisando a figura 6.5, confirma-se que as nanofibrilas reforçam mecanicamente as 

matrizes de PVA. Acima da fracção volúmica de 4% ocorre um incremento drástico 

do módulo Young, que deverá estar associado a fenómenos de percolação, uma vez 

que o valor de teórico de 4,4% foi identificado como sendo o limiar crítico de 

percolação. Acima do valor de percolação, o estabelecimento de uma rede de 

nanofibrilas poderá ser responsável pelo aumento do módulo de Young. Na tabela 

6.2, são apresentados os valores dos parâmetros mecânicos dos filmes compósitos 

em estudo. 
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Tabela 6.2 - Parâmetros mecânicos dos filmes compósitos PVA/Nanofibrilas de Quitina 

 
 

Tal como referido na introdução do presente capítulo, existem na literatura diversos 

modelos que permitem estimar o comportamento mecânico de compósitos 

poliméricos reforçados. De forma a verificar se de facto ocorre formação de uma 

rede de percolação no reforço com nanofibrilas de quitina, utilizou-se o modelo 

fenomenológico série-paralelo com um factor de correcção para o limiar de 

percolação, proposto por Ouali (Ouali et al.,1991). Os parâmetros usados no modelo 

são os apresentados na tabela 6.3. 

 

 
Tabela 6.3 – Valores utilizados no modelo série-paralelo para estimar o módulo de Young 
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Figura 6.6 - Comparação entre os valores do módulo de Young obtidos experimentalmente e 

através do modelo fenomenológico série-paralelo 

 

Como se pode observar na figura 6.6, este modelo não permite obter valores 

concordantes com os obtidos experimentalmente. É importante referir que este 

modelo é amplamente utilizado para a modelação de dados experimentais de 

compósitos reforçados com nanofibrilas de celulose. Em consequência, uma das 

explicações para o insucesso no ajuste deste modelo, poderá ser a base da 

formação da rede de percolação. Esta rede é formada devido à formação de 

ligações por pontes de hidrogénio entre as nanofibrilas de celulose. Para as 

nanofibrilas de quitina, possivelmente estas ligações são dificultadas pela presence 

de grupos acetilo e grupos amina, na superfície, resultando em menores interacções 

entre os microcristais de quitina. 

A ineficácia do modelo em ajustar os resultados experimentais pode, igualmente, 

estar relacionada com o facto de a ocorrência de uma rede de percolação ser tanto 

mais provável quanto maior for a diferença entre os módulos de Young da matriz e 

das nanofibrilas de quitosano. Morin e colaboradores verificaram que este modelo se 

mostrou incapaz em prever o módulo de Young de compósitos PCL/nanofibrilas de 

quitina, exactamente por a diferença entre os módulos de Young da matriz e das 

fibras não ser significativa (Morin et al., 2002). De facto, quando os módulos de 

Young das duas fases são próximos (diferença de uma ordem de grandeza ou 

inferior), a influência da fase rígida percolante é negligenciável para concentrações 

de reforço baixas, tais como as usadas no presente trabalho. Neste caso, as 

propriedades mecânicas não sofrem uma variação abrupta, tal como previsto no 
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modelo de percolação, e dependerão da homogeneidade do compósito (Morin et al., 

2002). Desta forma, usou-se o modelo de Halpin-Tsai com o objectivo de prever as 

propriedades mecânicas dos compósitos PVA/nanofibrilas de quitina. Os valores dos 

parâmetros do modelo, usados na modelação, encontram-se listados na tabela 6.4. 

Conforme se pode observar, através das figuras 6.6 e 6.7., a partir das equações de 

Halpin-Tsai (modificadas por Nielsen) obtêm-se valores para o módulo dos filmes 

compósitos muito próximos dos valores médios obtidos experimentalmente. Este 

facto sugere que o empacotamento das nanofibrilas de quitina desempenha um 

papel mais importante relativamente ao reforço da matriz polimérica. Aliás, a boa 

correlação entre os valores experimentais do módulo de Young e os obtidos pelo 

modelo parece sugerir a inexistência de qualquer fenómeno de percolação nestes 

compósitos. O baixo valor da fracção máxima de nanofibrilas (,m, tabela 6.4) é 

previsto por Nielsen e colaboradores (Nielsen et al., 1994), para compósitos de 

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

 
Tabela 6.4 – Valores dos parâmetros utilizados no modelo Halpin-Tsai(tal como modificado por 

Nielsen) para estimar o módulo de Young 
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Figura 6.7 - Comparação entre os valores do módulo de Young obtidos experimentalmente e 

através do modelo Halpin-Tsai-Nielsen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

204 

 

 

 

 

6.4 Conclusão 

 

No presente capítulo fez-se o estudo das propriedades térmicas e mecânicas de 

filmes de PVA reforçado por nanofibrilas de quitina (filmes compósitos). Na 

caracterização térmica verificou-se um incremento da temperatura de transição 

vítrea na ordem de 45ºC, logo para concentrações de 2%(p/v) em nanofibrilas, ao 

passo que a temperatura de fusão não sofreu alterações. Verificou-se que inclusão 

das nanofibrilas em filmes de PVA possuem um efeito anti-plastificante, ocorrendo 

um aumento significativo da Tg, do módulo de Young e da resistência à tracção. 

Verificou-se ainda que a capacidade de deformação das matrizes de PVA foi 

substancialmente reduzida pela introdução das nanofibrilas. A utilização de 

partículas nanométricas faz supor a possível formação de uma rede de nanofibrilas 

percolante que seja responsável pelas propriedades mecânicas dos filmes 

compósitos. Na tentativa de confirmar esta possibilidade, procurou-se estimar os 

valores do módulo de Young com um modelo que prevê a formação da referida rede 

de percolação. Verificou-se que os valores teóricos não são concordantes com os 

experimentais, sugerindo que a rede de percolação não é a principal responsável 

pelo reforço das matrizes. Através do ajuste de equações de Halpin-Tsai, 

modificadas por Nielsen, verificou-se que é o empacotamento das nanofibrilas o 

principal responsável pelas propriedades mecânicas dos compósitos. 
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Capítulo VII 
Perspectivas Futuras 
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7. Perspectivas Futuras 

 

O presente trabalho teve como objectivo aproveitar resíduos alimentares e com eles 

desenvolver materiais que podem ser aplicados tanto em dispositivos médicos como 

noutro tipo de aplicações em Engenharia (p.ex., na produção de compósitos). 

Considera-se que isto traduz uma mais valia tanto do ponto e vista ecológico como 

do ponto de vista económico, uma vez que a casca de camarão é uma material 

prima classificada como desperdício. Como o presente trabalho é um relato das 

diversas etapas dos objectivos propostos, importa rever em que medida cada etapa 

pode ser aprofundada no futuro. 

No capítulo I e II, foi abordado o processo de extracção de quitina e produção de 

quitosano. Verificou-se que este processo produz desperdícios que podem ser 

comercializáveis, em especial o caso do pigmento e do CaCl2. Desta forma seria 

interessante procurar vias para o aproveitamento destes produtos. Outra 

possibilidade de estudo futuro passa pelo “scale-up” do processo de descoloração 

através de UV, procurando a melhor forma de incidir, de uma forma homogénea, 

esta radiação nas partículas de casca de camarão ou de quitina. 

No capítulo III, estudou-se a formação de soluções e géis líquidos cristalinos de 

quitosano. No seguimento deste trabalho, foram já realizados estudos da 

combinação destas soluções com nanofibrilas de quitina. Parece-nos que seria 

pertinente realizar modificações estruturais na cadeia polimérica de quitosano, e 

prosseguir o estudo reológico dessas novas macromoléculas, procurando 

compreender em que medida cada uma dessas modificações e o grau de 

modificação afectam as transições sol-gel, bem como as transições 

isótropoanisótropo. 

Aponta-se como objectivo de estudo futuro soluções de hidroxipropilo quitosano, de 

carboximetilo quitosano, e do copolímero PEG-quitosano. 

A aplicação destas soluções em cimentos ósseos, trabalho descrito no capítulo IV, 

pode ser considerada a continuação do estudo efectuado no capítulo III. O trabalho 
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realizado com os cimentos ósseos produzidos deve prosseguir para testes in vivo, 

de forma a que a sua biocompatibilidade e bioactividade possam ser melhor 

avaliadas. O aumento das propriedades mecânicas deste produto deve também ser 

alvo de estudo futuro, apontando-se como possível alternativa a combinação de 

nanofibrilas de quitina com fosfatos de cálcio nanométricos, produzidos pelo 

processo sol-gel. A potencialidade de formar estruturas líquidas cristalinas com as 

nanofibrilas de quitina, deve ser combinada com um fosfato de cálcio de forma a 

servir como “template” para mimetizar a estrutura do osso humano. 

No capítulo V, a produção à escala laboratorial de nanofibrilas de quitina foi objecto 

de estudo, apontando-se como trabalho futuro a optimização dos rendimentos 

obtidos bem como do “scale-up” deste processo. Por outro lado, considera-se 

interessante realizar modificações estruturais na quitina presente nas nanofibrilas, 

trabalho que deverá ser realizado por reacções em meio heterogéneo, a fim de não 

perder a estrutura nanométrica das nanofibrilas. 

Da combinação das nanofibrilas de quitina com outros polímeros, surge o capítulo 

VI, onde se estuda o reforço de filmes de PVA. Em termos de perspectivas futuras, 

apresenta-se a possibilidade de prosseguir o estudo do reforço de outros polímeros 

presentes em aplicações médicas, tal como do próprio quitosano para aplicação em 

pele. Um estudo interessante poderá ser a incorporação de nanofibrilas de quitina 

em parafusos biocompatíveis de poli(ácido láctico), e procurar desta forma melhorar 

as propriedades mecânicas destes mesmos parafusos. Outro estudo poderá ser a 

incorporação de nanofibrilas em géis de alginato de sódio de forma a obter um 

compósito para regeneração de cartilagem. 

 

Considera-se que após o estudo da produção de três matérias primas, como a 

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

opções em termos de investigação futura. 

 

 

 


