Purificacao e Caracterizacao de Quitosana Comercial.
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Resumo: Procedimentos adequados para as purificagdes de quitosana comercial como cloridrato e na forma
neutralizada sdo descritos. As amostras obtidas apresentam elevado grau de pureza e baixo teor de cinzas
conforme verificado através de termogravimetria. As determinagdes de graus de acetilagdo por espectroscopia
de ressonincia magnética nuclear (GA=23,6%) e por titulagdes (GA=23,0%) apresentam muito boa concor-
dancia. O cloridrato de quitosana € soluvel em dgua, o que permite determinagdes de viscosidade intrinseca
em solventes aquosos na auséncia de excesso de acido e facilita a comparagdo de quitosana com outros
polieletrolitos quanto a estimativas de rigidez/flexibilidade.
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Introducao

Quitina e quitosana sdo polissacarideos de cadeias
lineares que contém proporgdes variaveis dos
carboidratos 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose, unidos por ligagdes
glicosidicas B(1 — 4). Copolimeros em que predomi-
nam unidades de 2-amino-2-deoxi-D-glicopiranose,
que sdo soluveis em meios aquosos acidos mas que
sdo insoluveis em meios neutros e alcalinos, sdo deno-
minados quitosanas!!l.

Para se determinar as caracteristicas de quitosana
visando correlacioné-las as propriedades que possam
resultar em aplicagdes € necessario que o polis-
sacarideo seja purificado. De fato, no contexto de
algumas aplicagdes de quitosana, tais como em dis-
positivos para a liberagdo controlada de drogas,
um elevadissimo grau de pureza é requerido!!-2.

A purificagdo de quitosanas na forma neutraliza-
da, soluvel em meios de acidez moderada, € bastante

pratica do ponto de vista do tempo, materiais e equi-
pamentos necessarios a sua execuc¢do. Porém, a so-
lubilidade restrita das amostras purificadas limita as
suas caracterizagOes a determinadas condigoes e, de
certa forma, dificulta a comparagio de quitosana com
outros polieletrdlitos.

Exemplo dessas dificuldades ¢ a comparagado de
quitosana com polieletrélitos anidnicos no que diz
respeito a comportamentos viscosimétricos. Em ge-
ral, os polieletrolitos anidnicos sdo purificados em
suas formas salinasl®], soluveis em solugdo aquosa
0,1mol/L de NaCl, entretanto, quitosanas purificadas
na forma neutralizada ndo sdo soliveis nesse meio.
Assim, o sistema solvente mais empregado para a
caracterizagdo e a determinagdo da rigidez/flexibi-
lidade de polieletrdlitos polianidnicos através da
aplicagio do modelo empirico de Smidsrod(], a so-
lugdo aquosa de NaCl de concentragdo 0,1mol/L,
ndo solubiliza quitosana purificada na forma neu-
tralizada.
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No sentido de contribuir para reduzir as citadas
dificuldades e para avaliar a conveniéncia de purificar
quitosanas na forma salina para posterior caracteriza-
¢do e comparagio com outros polieletrolitos, neste tra-
balho s30 descritas e comparadas as metodologias
empregadas nas purificagdes de amostra comercial de
quitosana nas formas cloridrato e neutralizada. Graus
de acetilagdo e viscosidades intrinsecas sdo determi-
nados através de diferentes técnicas € em diferentes
meios solventes, de acordo com as caracteristicas das
amostras purificadas. As viscosidades intrinsecas de
cloridrato de quitosana em solugdes aquosas de NaCl
0,1mol/L e 0,2mol/L sdo determinadas com o objetivo
de verificar, através da magnitude ¢ da variagdo da
constante de Huggins, a ocorréncia de agregagio nes-
sas solugdes, em auséncia de excesso de acido.

Experimental

Purificagdes

A amostra de quitosana utilizada neste trabalho é
um produto comercial (Fluka/BioChemika) que, se-
gundo o fabricante, possui grau de desacetilagdo de
84,4% e massa molar média elevada.

A purificagdo da amostra na forma cloridrato foi
realizada por dissolugdo da amostra comercial em so-
lugdo de acido acético diluido, seguida de filtragéo,
dialise e liofilizagdo. A forma neutralizada foi obti-
da por dissolug3o, filtragdo, precipitagdo, lavagens e
secagem da amostra purificada.

Cloridrato de quitosana foi obtido por dissolugéo
da amostra comercial (1,0 g de quitosana/100 mL de
acido acético 1%) apds agitagdo continua durante 18
horas. Apos este periodo a solugdo obtida foi filtrada
através de membrana de porosidade 5 pm. Em seguida
foram realizadas dialises com membrana de celofane
com limite de exclusgo de 12.000 - 14.000 Da por dois
periodos consecutivos de 36 horas; o primeiro contra
solugdo aquosa de NaCl 0,2mol/L e o segundo contra
agua deionizada. Apds as didlises a amostra foi liofilizada
e armazenada em dessecador contendo silica.

Para a obtengo da amostra purificada na forma
neutralizada foi adicionado, vagarosamente, 1,0 g de
quitosana comercial em 300 mL de 4cido acético (3%)
e a agitagdo mantida constante por cerca de 18 horas.
Ap6s este periodo a solugio obtida foi sequencialmente
filtrada através de membranas de porosidades 5,0 um,
1,2 uym e 0,45 um. A solug3o filtrada foi adicionado
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NH,OH concentrado para a precipitagdo da forma neu-
tralizada de quitosana. O precipitado foi filtrado e la-
vado com H,O até aneutralidade e depois com metanol.
A amostra purificada foi seca a temperatura ambiente
e armazenada em dessecador contendo silica.

Caracterizagdes das Amostras

As amostras purificadas foram caracterizadas
através de determinagbes de teores de umidade e de
cinzas, de graus de acetilagdo (GA) e por visco-
simetria capilar de solugdes aquosas diluidas.

Os graus de umidade e os teores de cinzas das
amostras foram determinados empregando o médulo
termogravimétrico DSC 2010 (TGA Instruments),
pelo aquecimento, em atmosfera de ar, de cerca de
5-10 mg das amostras a taxa de 10°C/min, entre 25°C
e 700°C. Para as preparagdes de solugdes de
quitosanas utilizadas nas medidas de viscosidade e
nas titulagdes, os graus de umidade das amostras fo-
ram levados em consideragdo para fins de célculos
de concentragdes.

Graus de Acetilagdo

Os graus de acetilagdo (GA) das amostras
purificadas foram determinados através de es-
pectroscopia 'H nmr e por titulagdes com solugéo pa-
dronizada de base, acompanhadas por medidas
condutimétricas.

Para a execug@o do primeiro método as amostras
foram dispersas em D,0 para resultar em solugdes
limpidas de concentragdo 10 mg/mL apds agitagdo
durante 18 horas. Ao solvente foi adicionado HCI
em quantidade suficiente (D,O/HCI 100:1 v/v) para
promover a solubilizagdo de quitosana (imprescindi-
vel para a forma neutralizada de quitosana) e no sen-
tido de deslocar os sinais interferentes da regido
examinada para a determinagdo de grau de acetilagéo.
Uma aliquota de aproximadamente 5 mL da solugéo
de quitosana foi transferida para um tubo apropriado
(¢ =5 mm) e o espectro foi adquirido a 80°C, utili-
zando pulso de 90° (8,2 uS) com varredura de 16 NS,
empregando espectrdmetro BRUCKER AC200.

Assim, os graus de acetilag@o de quitosana foram
determinados por espectroscopia 'H-rmn através da
razdo entre as areas dos prétons metilicos do grupo
acetamido (Acys; 0 = 2,00ppm) e do préton ligado ao
carbono 2 do anel de glicosamina (Ay,; 8 = 3,12ppm),
expressa por>Sl:
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A partir de medidas de condutincia da solugdo
de cloridrato de quitosana em agua pura a cada volu-
me de base adicionado, a curva de titulagdo foi
construida. Para essas determinagdes, 0,1 g de amos-
tra de cloridrato de quitosana foi dissolvido em 80
mL de agua destilada e deionizada, apos agitagéo
constante durante cerca de 18 horas. Apds este peri-
odo a solugdo foi titulada com solugdo de NaOH (0,05
mol/L) & temperatura de 25° £ 0,1°C. Foram realiza-
das duas titulagdes independentes e nas medidas de

condutincia foi utilizado condutivimetro CD-21.

Digimed.

Viscosidades Intrinsecas

Para as determina¢des de viscosidades intrinse-
cas, [n], foi utilizado o sistema AVS-350 acoplado a
um modulo diluidor automatico AVS-20, ambos da
Schott-Gerite. As medidas foram realizadas em ca-
pilar de vidro (¢= 0,53 mm) termostatizado em 25° &
0,01°C e as solugdes foram sequencialmente dilui-
das no proprio capilar através da adigdo programada
de volumes previamente determinados do solvente
adequado. Os valores de tempos de escoamento, em-
pregados para as determinagdes de [n], correspondem
a médias de ao menos 5-determinagdes independen-
tes que nfo apresentaram variagio maior que 0,09%.
Todos os tempos de escoamento foram automatica-
mente corrigidos para efeitos cinéticos pelo
acionamento de dispositivo especifico no sistema
gerenciador das medidas. A amostra purificada como
cloridrato de quitosana foi estudada em solugdes
aquosas de NaCl 0,1mol/L e 0,2mol/L e aquela obti-
da na forma neutralizada em solugéo aquosa 0,3mol/L
acido acético / 0,2mol/L acetato de sodio (pH=4,5).
Os solventes ¢ as solugdes de quitosana empregadas
neste estudo foram previamente filtradas através de
membranas de porosidade 0,22 pm.

No tratamento dos dados para determinagdes de
valores de viscosidade intrinseca foi empregada a
equagdo de Huggins(":

n,/C=Ml+k,[n?C )
onde:

Msp = viscosidade especifica; C = concentragio de
polimero (g/mL); [n] = viscosidade intrinseca (mL/g);
ky = constante de Huggins
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Resultados e Discussao

Amostras uniformes e completamente soltiveis de
polissacarideos sé sdo obtidas apds um criterioso pro-
cesso de purificagdol®). Quanto 2 escolha entre as
metodologias de purificagdo devem ser levados em
conta o rendimento do processo, a solubilidade e o
grau de pureza das amostras purificadas. As purifi-
cagdes de quitosana como cloridrato e na forma neu-
tralizada podem ser realizadas por diferentes
metodologias!!8-10],

O procedimento de purificagdo empregado neste
trabalho para a obtengdo de cloridrato de quitosana ocu-
pa muitos dias e resulta em flocos brancos que sdo
facil e rapidamente dispersos em agua e também em
solugdes aquosas diluidas de acido acético e de acido
cloridrico. A amostra purificada na forma neutraliza-
da, conforme o procedimento aqui descrito, demanda
menos tempo para ser preparada e corresponde a po,
soluvel em solugGes aquosas diluidas de 4cido clori-
drico e de 4cido acético mas nio em 4gua.’

Do ponto de vista de rendimentos, os procedi-
mentos empregados para as purificagdes da quitosana
comercial se assemetham. Ambos resultam entre 70%
e 85% de material recuperado, sendo que na obten-
¢a0 de amostras purificadas na forma neutralizada os
rendimentos sdo superiores. Os rendimentos ndo sdo
muito elevados e sdo devidos a perdas por manipula-
¢do e, principalmente, a materiais insoliveis e agre-
gados excluidos apods as etapas de filtragdes
empregadas nos dois procedimentos. As fragdes ex-
cluidas podem corresponder a cadeias com graus de
acetilagio superior a 60% e de massas molares mais
elevadas. De fato, a presenga de materiais insolaveis
nos produtos comerciais tem sido relatadal'!l e deve
ser atribuida ao fato de tais produtos serem obtidos
por desacetilagdo de quitina em suspensdo aquosa
alcalina, ou seja, por uma reagfo heterogénea. Os
rendimentos inferiores resultantes da aplicagdo da
metodologia de purificagdo de quitosana como
cloridrato podem ser atribuidos as etapas adicionais
de manipulagfo necessarias a sua execugao.

Os dados de graus de umidade (Tabela 1) mos-
tram que a amostra purificada como cloridrato pos-
sui grau de umidade muito superior ao da amostra
purificada na forma neutralizada. Tal fato deve ser
atribuido a maior afinidade por 4gua dos grupos amino
protonados comparados com suas formas
desprotonadas. Assim, cloridrato de quitosana é um
polieletrolito na forma salina com grande afinidade
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Tabela 1. Valores de graus de umidade (GU) e de teores de cinzas
residuais (CR) das amostras purificadas de quitosana®.

Tabela 2. Graus de acetilagdo de amostras purificadas de quitosanas
determinados por espectroscopia 'H rmn, (G.A.),,,., € por titulagdo,
(G'A)TIT'

Améstra %GU %CR Graus de Acetilacdo
Cy 5,10 0,00 Amostra %GU %CR
Cy 19,00 3,40 C, 246 —_
(a) os subindices Cl e N identificam amostras purificadas como C 22,7 23,0

cloridratos € na forma neutralizada, respectivamente.

por agua, enquanto que sua forma neutralizada € um
polimero descarregado, com menor afinidade por
dgua. O teor residual de cinzas é muito baixo no caso
do cloridrato de quitosana e praticamente nulo na
forma neutralizada. Um estudo mais amplo demons-
trou que ambas as formas purificadas terfio teores de
cinzas aproximadamente nulos se, nas etapas finais
de purificagdo, as amostras forem exaustivamente
lavadas (forma neutralizada) e dialisadas contra agua
(forma cloridrato)!'?). No entanto, as amostras obti-
das neste trabalho s3o de pureza elevadal®l € podem
ser usadas em muitas aplicagdes®). Deve ser ressalta-
do que aplicagdes nas areas médica ¢ farmacéutica
demandam graus ultrapuros('?l, que podem ser obti-
dos se cuidados adicionais s3o tomados!'?l.

A partir da curva de titulagio condutimétrica de
cloridrato de quitosana (Figura 1), o ponto de equi-
valéncia, correspondente ao ponto de minima
condutincia da solugdo nas vizinhangas da acentua-
¢do da inclinagdo da curva de titulagdo, pode ser pre-
cisamente determinado sem a necessidade de ajustes
ou descontos, como deve ser feito no caso da titulagdo
em presenga de excesso de acidol'?,

Os valores de graus de acetilagio (G.A.) de
quitosana comercial purificada em ambas as formas,
determinados através de espectroscopia de ressonin-
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Figura 1. Curva de titulagdo condutimétrica de cloridrato de quitosana.
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[¢]

cia magnética nuclear do préton e por titulagdo, s@o
mostrados na Tabela 2.

Esses resultados mostram que ha boa concordan-
cia entre os valores de graus de acetilag@o da amostra
purificada como cloridrato determinados através de
titulagdo e por '"H rmn. Além disso, os valores expe-
rimentais de graus de acetilagdo determinados por 'H
rmn das amostras purificadas sdo concordantes entre
si, independentemente da metodologia de purifica-
¢do empregada, o que indica que ambas as
metodologias sdo adequadas para esse fim. Consi-
derando os graus médios de acetilagdo de quitosana
a partir das determinagdes por titulagdo (GA=23,0%)
e por 'H rmn (GA = 23,6%) pode ser constatado que,
em comparagdo com o dado fornecido pelo fabrican-
te (GA = 15,6), as amostras purificadas apresentam
graus de acetilag@o mais elevados que o produto co-
mercial. Tal diferenca ndo é muito elevada mas su-
gere que o processo de purificagdo, com a conseqiiente
exclusdo de materiais insoliveis e agregados, de fato
fraciona a amostra de quitosana.

Das curvas de viscosidade reduzida (1,.4) versus
concentragdo da solugdo de quitosana (Figura 2), fo-
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Figura 2, Curvas de viscosidade reduzida versus concentragio das
amostras de quitosana comercial purificadas como cloridrato (B NaCl
0,Imol/L; © NaCl 0,2mol/L) e na forma neutralizada (A acido acético
0,3mol/L / acetato de sodio 0,2mol/L).
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Tabela 3. Valores de viscosidade intrinseca, constante de Huggins
(valores entre parénteses) e massa molar média viscosimétrica de
quitosanas purificadas®®,

0,1 02
Amostra (Mlyae) (Mly,e) Ml .con M, (gmol)
(ml/g)  (mL/g)  (mLig)
1115
- - @
“ (045 315000
1003 853
Ca (0,47) (0,56) 1.260.000®

(a)valor calculado empregando K=0,074 e a=0,76!'4; b) valor calculado
empregando K = 1,81 x 107 e a = 0,93 quando o sistema solvente NaCl
0,2 mol/L / 4cido acético 0,1 mol/L é empregado!*.,

ram determinados os valores de viscosidade intrinse-
ca, constante de Huggins e massa molar média
viscosimétrica (Tabela 3).

As retas obtidas apresentam excelentes coeficien-
tes de correlagdo entre os pontos experimentais
(r > 0,999) e os valores de constantes de Huggins de-
terminados nos solventes estudados sfo relativamente
pequenos (Tabela 3), indicando que solugdes de boa
qualidade foram obtidas pela dissolugdo das amostras
purificadas de quitosanal'4l. De fato, os valores de ky,
determinados com cloridrato de quitosana dissolvido
em solugdo aquosa 0,1mol/L de NaCl e com quitosana
purificada na forma neutralizada dissolvida em é4cido
acético 0,3mol/L /acetato de sddio 0,2mol/L, sdo idén-
ticos € podem ser considerados bons indicativos da
solubilidade das amostras em ambos os solventes!!4,

Por outro lado, o aumento de 20% no valor de ky
determinado em solug@o aquosa 0,2 mol/L de NaCl
sugere que, embora este ainda seja um valor inserido
no intervalo considerado normal para solugdes
poliméricas!’3), um processo de agregagdo passa a ser
favorecido 4 medida que aumenta a concentragéo de
sal externo, como observado com outros
polieletrolitos(!é!71,

O valor de viscosidade intrinseca determinado em
acido acético 0,3mol/L / acetato de sédio 0,2mol/L
permite, empregando a expressdo que relaciona valo-
res de [n] e de massas molares médias proposta por
Rinaudo et al.l'¥], determinar 37 v=315.000 g/mol para
a amostra de quitosana purificada na forma neutrali-
zada. A expressdo empregada € adequada a determi-
nacdo de My pois corresponde a experimentos
realizados no mesmo solvente, na mesma temperatura
e com amostras purificadas na forma neutralizada atra-
vés da mesma metodologia. Os pardmetros K e a usa-
dos para o calculo de m y sdo confidveis pois foram
obtidos através do tratamento dos dados relativos ao
fracionamento de amostras de quitosana em andlise
de cromatografia de permeagio em gel com detecgdo
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simultdnea de concentragdo, de viscosidade e de mas-
sa molar média ponderal. o

O emprego dos pardmetros adotados por Roberts
et al.’ para solugdes de quitosana em NaCl 0,2mol/L/
acido acético 0,1mol/L resulta em sy = 1.500.000 g/
mol (Tabela 3) e confirma a informagdo do fabricante
segundo a qual o produto comercial possui massa molar
média elevada. Entretanto, segundo alguns autores!!*),
o valor superestimado resultante da aplicagdo dos
pardmetros descritos por Roberts et al.’) deve ser atri-
buido a presenga de grandes agregados, presentes como
conseqiiéncia da ma qualidade termodindmica do
solvente empregado neste ltimo caso.

A utilizagdo dos pardmetros de Roberts et al.l’)
leva, portanto, a imprecisGes consideraveis devido a
ocorréncia de agregagdo que, entretanto, ndo foi ob-
servada quando cloridrato de quitosana foi estudado
em- solugdes aquosas de NaCl 0,1M e NaCl 0,2M.
Considerando que os solventes empregados no estu-
do de Roberts et al.[’ e neste trabalho diferem, prin-
cipalmente, quanto a presenca ou nfo de acido em
excesso, os resultados sugerem que € vantajoso puri-
ficar quitosana como cloridrato € estudar a amostra
purificada em solugGes sem excesso de acido.

Do estudo do efeito da forga idnica sobre as solu-
¢Oes aquosas, sem excesso de acido, de amostras
purificadas de cloridrato de quitosanal'?, resultou a
determinagdo da rigidez da cadeia desse polieletrolito
através da abordagem de Smidsrod. O valor deter-
minado para o pardmetro de rigidez, B = 0,06, é mui-
to préximo daquele descrito por Rinaudo et al.l' mas
difere daqueles em que cloridrato de quitosana foi
estudado em presenga de excesso de acidol!%18], As
discordancias podem ser decorrentes da agregagio
de quitosana em solugdo que ocorre nos dois ultimos
estudos citados!!”], a qual nfio foi observada neste es-
tudo e no de Rinaudo et al.['¥], De fato, a ocorréncia
de agregados nas solugGes 4cidas de quitosana utili-
zadas por Anthonsen et al.l% foi observada através
de medidas estaticas de espalhamento de luz laser!?%.

Os resultados obtidos sugerem que outros estu-
dos (tais como os voltados para caracterizagdes
reologicas, para a construgéo de curvas [n] = f{(M),
para a determinagdo de massas molares médias e dis-
tribui¢des de massas moleculares) empregando solu-
¢Oes aquosas de cloridrato de quitosana sem excesso
de 4cido podem contribuir muito para a caracteriza-
¢do e o estabelecimento de relagdes estruturas/pro-
priedades de quitosanas.
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Conclusdes

Considerando que o cloridrato de quitosana pre-
parado neste trabalho pode ser estudado em solugio
aquosa na auséncia de acido e que o valor de ky de-
terminado nesse tipo de solvente ¢ caracteristico de
solugdes de boa qualidade, pode ser concluido que a
purificagdo de quitosana como cloridrato, soluvel em
solventes aquosos sem excesso de acido, da maneira
descrita apresenta uma vantagem importante em com-
paragdo com a metodologia em que amostras na for-
ma neutralizada sdo obtidas. Nesse sentido, cloridrato
de quitosana tem sido estudado em solugdes aquosas
sem excesso de 4cido e contendo diferentes concen-
tragdes de NaCl, possibilitando a determinagdo da
rigidez da cadeial'>'"] que, estimada através da abor-
dagem de Smidsrod!¥], ¢ muito préxima daquela de
carboximetilcelulose?!), o que é coerente com a in-
terpretagdo que, ao menos para graus de acetilagdo
relativamente baixos, a rigidez intrinseca da cadeia
glicosidica determina a rigidez desses polieletrolitos.
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