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Resumo

O processo de obtencao de whiskers de quitina consiste em submeter esse polimero a hidrolise
acida. Dentre os principais fatores que influenciam as caracteristicas das nanofibras formadas
(principalmente razdo comprimento/diametro e carga superficial) obtidas por esse processo
estdo o tipo de acido empregado, a razdo massica quitina/solugdo &cida, o tempo e a temperatura
de hidrdlise bem como a granulometria da quitina de partida. Na literatura ha poucos estudos
envolvendo a utilizacdo de whiskers de beta-quitina e que relatam a influéncia da granulometria
na propriedade das nanofibras obtidas. Nesse sentido, faz-se necessario a realizacdo de novos
estudos para a melhor compreensdo do efeito desse fator na producdo de nanofibras a base de
quitina. Nesse trabalho, filmes compdsitos de quitosana e whiskers de beta-quitina foram
formulados a partir de quitosana (= 439 000 g.mol?l; GA= 17.6 %) produzida via N-
desacetilacdo assistida por irradiacdo ultrassom de alta intensidade e whiskers de beta-quitina
em duas granulometrias diferentes < 125 pum (w) e > 425 um (W). Os filmes formados néo
diferiram significativamente na espessura e a luminosidade, porém a analise morfoldgica
(MEV) indicou que a dispersdo dos whiskers na matriz de quitosana é heterogénea e que a
heterogeneidade é maior no caso dos whiskers produzidos a partir da fracdo de beta-quitina
contendo particulas maiores, pois nesses filmes foram observados aglomerados. A imagem de
TEM dos whiskers de maior granulometria mostrou que foram formadas nanofibras e,
provavelmente os whiskers de menor granulometria, que estdo mais dispersos na matriz, sao
nanocristais. O carater hidrofilico dos filmes compdésitos se mostrou superior ao do filme de
quitosana e as propriedades mecénicas foram significativamente melhores nos compdsitos,
principalmente o alongamento na ruptura. O médulo de Young € a propriedade mecanica mais
similar entre todos os filmes analisados. As caracterizacdes realizadas indicam que nos filmes
compositos Qsw e QsW os whiskers atuam como reforco e que conferem propriedades

interessantes a esses materiais, com potencial aplicacdo como materiais biomédicos.



Abstract

The process to obtain chitin whiskers consists in subjecting this polymer to an acid hydrolysis.
Among the main factors that influence the characteristics of the nanofibers formed (mainly, the
length / diameter ratio and the surface charge) by this process, are the type of acid used, the
chitin / acid solution mass ratio, the time and the temperature of the hydrolysis as well as the
granulometry of the initial chitin. In the literature, there are few studies involving the use of
beta-chitin whiskers and specially reporting the influence of the grain size on the properties of
the obtained nanofibers. Therefore, it is necessary to carry out new studies to better understand
the effect of this factor on the production of beta-chitin-based nanofibers. In this work, the
composite films of chitosan and beta-chitin whiskers were formulated from chitosan (=~ 439 000
g.mol; GA= 17.6 %) produced via N-deacetylation of beta-chitin by high-intensity ultrasound
irradiation and beta-chitin whiskers in two different granulometries < 125 um (w) e > 425 um
(W). The films formed did not differ significantly in thickness and luminosity, but the
morphological analysis (SEM) showed that the dispersion of beta-chitin whiskers in the
chitosan matrix is heterogeneous anfd that the heterogeneity is higher for the whisker produced
from the larger granulometry, which also formed agglomerates. The TEM image of the
whiskers of higher dimension showed that nanofibers were formed and probably the acid
hydrolisis of beta-chitin of smaller granulometry produced nanocrystals, which are better
dispersed in the matrix. The hydrophilic character of the composite films was superior to that
of the chitosan film and the mechanical properties were significantly better in the composites,
especially the elongation. The Young's modulus is the most similar mechanical property among
all films analyzed. The characterizations of the composite films showed that Qsw and QsW
whiskers act as a reinforcement and confer interesting properties to these materials, indicating

their potential application as biomedical materials.
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1. Introducéao

Diversas pesquisas tém se dedicado ao desenvolvimento de nanocompositos poliméricos,
isto é, classe de matériais produzidos através da combinacdo de uma matriz polimérica e
particulas ou fibras com dimensdes nanométricas (< 100 nm) incorporadas como refor¢o
(Maneghetti e Qutubuddi, 2006) produzidos a partir de recursos renovaveis visando aplicacdes
nas inddstrias farmacéutica, de alimentos e de cosméticos. Os biopolimeros, como 0s
polissacarideos, estdo disponiveis abundantemente e representam uma alternativa viavel para a
producdo de materiais biodegraveis e ndo poluentes (Qin et al., 2016). Um dos principais
objetivos de produzir materiais biodegraveis & promover a substituicdo dos materiais
produzidos a partir de fontes ndo-renovaveis, como os materiais polimericos produzidos a partir
do petroleo.

Os estudos e propostas de utilizacdo de biopolimeros para a producdo de embalagens
biodegradaveis, peliculas comestiveis e materiais de revestimento para alimentos aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, principalmente devido ao seu carater renovavel e
abundancia de polissacarideos (amido, celulose, quitina e quitosana) e proteinas (de soja, de
trigo, caseina e gelatina) que podem ser utilizados para a producdo de filmes polimericos
(Rhim, Park e Ha, 2013).

Além de serem aplicados em embalagens alimenticias, os filmes poliméricos também séo
desenvolvidos para a industria farmacéutica, no desenvolvimento de curativos, pois 0 processo
de cicatrizacdo de feridas envolve frequentemente o uso de um material com propriedades
cicatrizantes, antifungicas e antibacterianas para proteger a lesdo de qualquer infeccédo
bacteriana, inibir o sangramento, evitar o contato com a &gua e disturbios eletroliticos
(Zahedi et al., 2010).

Moreira e colaboradores (2011) produziram filmes de polimeros sinteticos hidrossollveis, a
saber poli(acetato de vinila) (PVA) e polietilenoglicol (PEG), para serem aplicados como
adesivos cutaneos devido atividade antimicrobiana contra as cepas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans.

Porém os filmes poliméricos podem apresentar algumas limitac6es, como baixa barreira a
vapor de agua, propriedades mecanicas inadequadas para a aplicacdo final e dificuldade de
processamento. Essas limitagcbes podem ser superadas através da adicdo de reforcos, por

exemplo cargas minerais, fibras naturais e sintéticas, e pela adicdo de plasticizantes que
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melhoram as propriedades mecanicas dos filmes e suas propriedades de barreira (Martins et al.,
2013; Rhim, Park e Ha, 2013).

Uma alternativa interessante é o reforco dos filmes com fibras de dimens6es nanomeétricas,
também denominadas nanofibras, que apresentam grande area superficial para interacdo com a
matriz polimérica do filme e promovem a melhoria das suas propriedades mecénicas. Os
materiais nanofibrosos de origem vegetal mais utilizados sdo os nanocristais de celulose
produzidos através da hidrolise acida, que provoca a despolimerizacao das cadeias celuldsicas
das regides amorfas, mais acessiveis, e permite o isolamento dos nanocristais das regides
cristalinas, pois essas ndo sofrem o ataque acido (Abdul Khalil et al., 2017). Assim, por
exemplo, quando nanocelulose, fibra celuldsica de dimensGes nanométricas obtidas em maior
proporcdo da madeira (40-50%), ou da parece celular de diversas plantas, é utilizada como
reforco, a transparéncia dos compoésitos de resina de époxido ndo é alterada, porém a

permeabilidade a gases diminui (Shimazaki et al., 2007).

1.1. Polissacarideos

Os polissacarideos sdo polimeros naturais constituidos de um ou mais tipos de
monossacarideos e podem ter cadeias lineares ou ramificadas. Podem ser extraidos de fontes
vegetais, tais como algas, exsudatos, sementes, frutas e cereais, de animais e de
microorganismos, como fungos e bactérias. (Cunha, 2009). Alguns exemplos de

polissacarideos e suas origens sdo mostrados na Tabela 1.



Tabela 1: Fontes de alguns polissacarideos.

Pagina: 3

Origem Polissacarideo Fonte

Algas Alginato Algas pardas
Agaranas Algas vermelhas
Carragenanas Algas vermelhas

Exsudato de plantas

Goma Arabica
Tragacante
Goma de Cajueiro

Acacia spp
Astragalus spp
Anacardium occidentale

Sementes Guar Cyamopis tetragonolobus
Alfarroba Ceratonia siliqua
Tamarindo Tinissa indica
Frutas Pectina Macas e laranjas
Tubérculos, cereais Amido Milho, trigo, batatas
Inulina Chicoria, Jerusalem artichokes
Animais Acido Hialurénico Humor vitreo de bovinos, cristas de
galinaceos
Heparina Pulmdo de bovinos e intestinos de
porcinos
Quitina Carapacas de crustaceos
Quitosana Paredes celulares de leveduras e fungos
Fungos Glucanas P.ostreatus, Agaricus blazei
Bactérias Xantana Xanthomonas ssp
Dextrana Leuconostoc spp
Gelana Sphingmonas elodea

Fonte: adaptado Cunha, Paula e Feitosa, 20009.

Os polissacarideos obtidos de sementes possuem funcdes de reserva e estruturais nas fontes
de origem, ja os obtidos de exsudatos de plantas atuam nos mecanismos de defesa contra
estresse fisico e ataques microbianos. O principal polissacarideo de tuberculos e cereais, 0
amido, é o principal polissacarideo de reserva energética de glicose. Os polissacarideos de
animais, como o &cido hialurdnico, sdo polissacarideos de sustentagdo, assim como a quitina
que € um polissacarideo estrutural dos exoesqueletos de crustaceos, a exemplo da celulose que

desempenha papel semelhante nos vegetais (Cunha, Paula e Feitosa, 2009).
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Os exopolissarideos produzidos por bactérias também atuam nos mecanismos de defesa
contra as adversidades do meio ambiente. A goma xantana, exopolissacarideo produzido por
Xanthomonas, é muito utilizada como espessante em bebidas e alimentos devido a propriedades
gelificantes e espessantes. A pectina extraida de frutas também possui propriedades gelificantes
e os alginatos e carragenas extraidos de algas, além de gelificantes sdo agentes de suspensao
em formulagdes que tendem a ocorrer a deposicdo de solidos, sendo que ambos sdo muito
utilizados nas industrias alimenticia e de cosméticos (Fani, 2013).

Dentre as diversas atividades bioldgicas dos polissacarideos, estes podem apresentar
propriedades antivirais, antitumorais, antioxidantes, anticoagulantes e antitromboticas
(Cunha, Paula e Feitosa, 2009), que séo propriedades importantes para o desenvolvimento de
materiais para a area biomédica e farmacéutica, além de alguns apresentarem propriedades
intrinsecas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, que abrem possibilidades mais
amplas de aplicagdes na area de salde humana. Os polissacarideos sdo obtidos de fontes
renovaveis e possuem propriedades fisicas interessantes, pois sdo formadores de filmes e
podem promover a gelificacdo e o espessamento. Adicionalmente, sdo facilmente processados
em diferentes formas, tais como filmes, particulas de diferentes dimens@es, capsulas e fibras
(Rinaudo, 2006).

1.1.1. Quitina

A quitina é um dos polissacarideos mais abundante da bioesfera, sendo um dos poucos
polissacarideos nitrogenados e dentre esses é o mais abundante (Qin et al., 2016). A quitina é
um polissacarideo que pode ser utilizado para a producdo de biomaterias, por apresentar
propriedades peculiares como biodegradabilidade e atividades antibacteriana e antiflngica,
além de possuir atividade anti-inflamatoria e ndo ser toxico (Izumi et al., 2016; Qin et al., 2016;
Robles et al. 2016).

Um biomaterial & um material que pode ser utilizado de forma temporaria ou permanente
como parte do sistema que trate ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou fung¢do do corpo
(Azeredo et al., 2007). Lee e colaboradores (2000) formularam um gel de beta-quitina,
polietilenoglicol e sulfadiazina de prata que foi liofilizado. O biomaterial resultante foi aplicado
como curativo em lesbes de animais e promoveu o controle de infeccdes, favorecendo a cura
da lesé&o.

A quitina € um copolimero formada predominantemente (> 80 %) por unidades de

2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAC) unidas por ligagdes glicosidicas B-(1—4) e
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que apresenta baixo teor (< 10 %) de unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN),
conforme representado na Figura 1. E um polimero fibroso semicristalino e é o constituinte
basico que fornece estrutura e sustentacdo aos exoesqueletos de diferentes espécies de

crustaceos, bivalves, insetos e paredes celulares de fungos (Gupta, 2010; Hamley, 2010).

Figura 1: Estrutura idealizada de quitina.

HO

A quitina encontrada na natureza ndo apresenta composicao Unica, as variagdes existentes

incluem o tamanho médio das cadeias poliméricas, a quantidade e distribuicdo das unidades
GIcNAc e GIcN nas cadeias e a disposicdo das cadeias nos dominios ordenados
(Delezuk, 2013).
O teor médio de unidades GIcCNAc nas cadeias é expresso como grau médio de acetilacio (GA).
Quando GA > 50 — 60 % o polimero é denominado quitina, enquanto GA < 50 — 60 %
corresponde a quitosana (Pillai, Paul, Sharma, 2009). Adicionalmente, quitina e quitosana
diferem quanto a solubilidade pois o primeiro polimero € insollvel na maioria dos solventes
aquosos e solventes organicos mais comumente empregados enquanto quitosana é soltvel em
meios aquosos de acidez moderada (pH < 5,0).

As principais propriedades de quitina e quitosana estdo relacionadas ao grau médio de
acetilagdo (GA ), pois este parametro afeta suas propriedades quimicas e fisicas (Kajac, 2015).
A biodegradacdo e a compatibilidade celular, além de outras atividades biol6gicas destes
polimeros, também dependem de GA (Freirer et al., 2005).

Existem trés poliformas de quitina, a saber a-quitina, B-quitina e y-quitina. A forma a-quitina
€ a mais abundante e esta presente nas carapacas de caranguejos e lagostas, cascas de camardes
e paredes celulares de fungos e leveduras (Rinaudo, 2006). Ja a B-quitina pode ser encontrada
em gladios de lulas (Paillet e Dufresne, 2001; Morin e Dufresne, 2002). Com relagéo ao
empacotamento molecular, as interagGes intramoleculares da B-quitina s&o menos numerosas

que as da a-quitina, logo a B-quitina é mais reativa e mais suscetivel a dissolugdo em alguns
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solventes do que a a-quitina (Mincea, Negrulescu e Ostafe, 2012). Isso ocorre devido a
disposicdo antiparalela das cadeias poliméricas da a-quitina nos dominios cristalinos. As
ligacGes hidrogénio intermoleculares envolvendo cadeias de lamelas diferentes estdo presentes
em maior proporcdo em alfa-quitina do que em beta-quitina, pois neste ultimo caso as cadeias
estdo orientadas paralelamente, o que desfavorece o estabelecimento de ligacdes hidrogénio
entre as cadeias de lamelas diferentes. Portanto a poliforma B-quitina € menos densamente
empacotada que a-quitina, o que favorece as interacbes com solventes e promove maior
intumescimento e aumenta a solubilidade de beta-quitina em relacdo a alfa-quitina (Campana
Filho et al., 2007). Um esquema da disposicao das cadeias nas poliformas de quitina é ilustrado
na Figura 2.

Figura 2 : Representacdo esquematica das estruturas polimarficas de quitina, sendo que as setas
representam as cadeias poliméricas no sentido do terminal ndo-redutor para o redutor.

o-quitina  P-quitina y-quitina

'y ' & I YW W1 & & F W Y

Fonte : Campana Filho et al., 2007.

A associacdo de cadeias de quitina leva a formacdo de agregados fibrosos altamente
cristalinos, denominados de nanocristais ou nanofibras de quitina, que despertaram um interesse
crescente na comunidade cientifica devido ao seu potencial como reforcos em nanocompdsitos
(Jodo, Silva e Borges, 2015; Jodo et al., 2017). Varios métodos de obtencdo de nanocristais
foram estudados e relatados com sucesso, produzindo materiais em diferentes nanoescalas de
espessuras e comprimentos. A razdo entre comprimento e espessura de nanocristais ou
nanofibras é uma caracteristica do material denominada aspecto (Akeland, 1996).

Dentre os métodos de obtencdo de nanofibras/nanocristais estdo a oxidacdo mediada por
radical de 1-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) (Fan, Saito e Isogai, 2008a), moagem
mecanica (Chen et al., 2014; Fan, Saito e Isogai, 2008b), irradiacdo com ultrassom (Deng et
al., 2014) e homogeneizagdo a alta pressdo (Salaberria et al., 2015). Os autores citados

utitizaram as nanofibras/nanocristais de quitina produzidas a partir de diferentes métodos de
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obtengdo como reforgos estruturais ou funcionais em materiais desenvolvidos para a
cicatrizacdo de feridas, na Engenharia de Tecidos, a administragdo de medicamentos em
sistemas de controle de e liberacdo de farmacos, sensores, cosméticos e absorventes (Jodo et
al., 2016).

Madhumathi et al. (2009) e Kumar et al. (2010) desenvolveram nanocompo6sitos de hidrogeis
de beta-quitina e nanoparticulas de prata liofilizados para aplica¢cdes na cicatrizacdo de lesdes.
A caracterizacao bioldgica mostrou que esses materiais ndo apresentam toxicidade, promovem
a adesdo celular e permitem a rapida coagulacdo sanguinea, além de serem bactericidas contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Nakorn et al. (2008) desenvolveram um sistema de imobilizacdo de proteinas, para a detec¢do
de glicose contendo nanowhiskers (300 nm) de alfa-quitina e nanoparticulas (39 nm) de
quitosana.

Morganti e colaboradores (2008 e 2011) exploraram as propriedades da nanofibras de alfa-
quitina no tratamento cosmético da pele e do cabelo. Os autores mostraram que as nanofibras
ligam-se a compostos utilizados em cosméticos, como por exemplo, os anti-oxidantes (luteina,
melatonina e &cido lipdico) e os moduladores imunoldgicos, melhorando a atividade bioldgica

e a eficacia.
1.1.2. Quitosana

A quitosana é obtida através da N-desacetilacdo da quitina e é composta de unidades 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN),

com predominio (> 50-60 %) do ultimo tipo de unidade (Figura 3).

Figura 3: Estrutura idealizada da quitosana.
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A quitosana é facilmente processada em diferentes formas, tais como filmes, membranas,
micro e nanoparticulas, géis, solucdes, 0 que proporciona uma ampla variedade de aplicacdes
biomédicas, como na Engenharia de Tecidos e na Nanobiotecnologia, no desenvolvimento de
curativos para feridas ou para encapsulacao e entrega de farmacos (Nagarwal et al., 2009).

A quitosana ¢ soluvel em meios aquosos moderadamente acidos (pH =~ 4,5) devido a
protonagdo dos grupos amino de suas unidades GIcN e exibe propriedades de polieletrélitos
catidnicos nesses meios. Assim, € proposto que suas propriedades antibacterianas se devem, ao
menos em parte, ao fato de suas cadeias positivamente carregadas interagirem com as cargas
negativas presentes nas membranas celulares de bactérias, causando perturbagdes na sua
organizacgdo e podendo provocar o rompimento da membrana celular (Coma et al., 2003 ;
Zivanovic et al., 2005). A atividade bactericida da quitosana depende de varios fatores que
podem ser classificados em quatro categorias (Kong et al., 2010):

1) Fatores relacionados as espécies de bactérias;

2) Fatores intrinsecos da quitosana, incluindo massa molecular, grau médio de
acetilacdo e sequéncia de unidades GIcN e GIcNAc ao longo das cadeias.

3) Estado fisico: solucéo, p6 ou filme;

4)  CondicGes ambientais, como o pH e a temperatura.

Embora os materiais a base de quitosana tenham encontrado um grande numero de
aplicacdes industriais em diferentes areas, frequentemente possuem propriedades mecénicas e
hidrofobicidade inferiores quando comparados a materiais poliméricos produzidos a partir de
polimeros sintéticos (Jodo et al., 2017).

Diferentes estudos, utilizando a quitosana processada de vérias formas propGem a
incorporacdo de cargas (organicas ou inorgénicas) & matriz de quitosana, na tentativa de
combinar as vantagens do polimero e dessas cargas de maneira a desenvolver materiais com
novas propriedades.

Corsello e colaboradores (2017) desenvolveram compdsitos de quitosana e nanocristais de
celulose. A carga de nanocristais foi variada de 1 a 10%, sendo que acima de 3% foi observado
segregacao de fases, confirmada pela fraca interagdo entre a matriz e o reforco vista no espectro
de infravermelho. Embora o filme formado possua caracteristicas heterogéneas, a
hidrofilicidade diminui quando comparado aos filmes de quitosana.

Tanese e Spiridon (2014) formularam blendas de poli (acido latico), queratina e quitosana
para avaliagdo em células com osteossarcoma. As blendas apresentaram comportamento
mecanico melhor do que o filme composto apenas por quitosana. Em relagéo aos testes in vivo,

esses sugeriram que a blenda tem importante potencial para aplicacdo na Medicina.
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Joé&o e colaboradores (2017) estudaram a preparacéo de filmes em que whiskers de a-quitina
foram incorporados a matriz de quitosana. Os resultados evidenciaram a existéncia de duas
fases, uma formada predominantemente por camadas de quitosana e outra fase composta por
camadas de whiskers de quitina.

Embora a quitosana ocorra naturalmente nas paredes celulares de algumas espécies de
fungos e leveduras, é produzida em industrias e laboratérios de pesquisa via N-desacetilagdo de
quitina, reacdo que corresponde a hidrdlise dos grupos acetamido de unidades GIcNAC,
resultando em unidades GIcN. O produto desta reacdo € denominado quitosana, quando o teor
de unidades GIcN presentes na cadeias poliméricas é superior a 50-60 %. O polimero é soltvel
em meios aquosos moderadamente acidos, o que é atribuido a presenca de numerosas cargas
positivas ao longo das cadeias, devido a protonacdo dos grupos amino das unidades GIcN.

Processos enzimaticos e quimicos podem promover a N-desacetilacdo de quitina, porém no
processo mais empregado nas industrias e também em laboratdrios de pesquisa, a reagao ocorre
em meio fortemente alcalino, tipicamente solugcdo aquosa concentrada de hidroxido de sodio,
em diferentes condicbes em termos de tempo e temperatura reacionais
(Kumar, 2000; Domard, 2011).

Embora a hidrolise dos grupos acetamido das unidades GIcNAc seja uma reacao simples, a
conversdo de quitina em quitosana tem importantes limitacfes, pois é um processo heterogéneo
que tende a apresentar baixa reprodutibilidade, a reacdo deve ser repetida por varias vezes
consecutivas se 0 objetivo é produzir quitosana extensivamente desacetilada (GA <5 %), 0 que
provoca acentuada despolimerizacdo, principalmente se a reacdo é executada em temperatura
elevada (Lamarque, Viton e Domard, 2004). Entretanto, o desenvolvimento de um novo
processo de desacetilagdo, denominado processo de desacetilacdo assistida por irradiacdo de
ultrassom de alta intensidade (Delezuk et al. 2011), tem permitido a producédo eficiente de
quitosanas com caracteristicas e propriedades definidas, inclusive quitosanas extensivamente
desacetiladas (GA < 5 %) e de elevada massa molecular média viscosimétrica
(Mv = 108 g mol ) (Fiamingo, 2016).

1.2.  Compésitos

Compositos sdo materiais constituidos de duas ou mais fases com diferentes propriedades
guimicas e fisicas. Uma dessas fases é uma fase continua chamada de matriz e a outra é uma
fase dispersa dita de refor¢o ou modificadora. A matriz é responsavel por conferir estrutura ao

composito ¢ o reforco possui a fungdo de conferir novas propriedades fisico-quimicas e
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melhorar as propriedades mecénicas dos compositos. Os principais exemplos de matrizes sdo
0s metais, 0s polimeros e as cerdmicas e como reforgos os mais utilizados séo as fibras (vidro,
carbono, organicas) e o grafite (Levy Neto e Pardini, 2016).

Os compositos de fibra ¢ polimeros naturais sdo formulados com materiais renovaveis e
sustentaveis, pois fibra e polimero podem ser de origem biologica. A matriz polimerica
termoplastica, isto €, a matriz formada por cadeias polimericas cujas interagdes
intermoleculares séo facilmente rompidas com o aumento da temperatura, sdo muito utilizada
para producéo de filmes e embalagens, devido a facilidade de serem remoldados ou reciclados.
Exemplos de polimeros sinteticos termoplasticos utilizados nessas formulagdes incluem o
polietileno (PE), polipropileno (PP), cloreto de polivinila (PVC). Os polimeros sinteticos ndo

sdo biodegradaveis, mas podem ser reciclados (Vdisanen, Das e Tomppo, 2017).

Além das fibras, os refor¢os podem ser particulas, a Figura 4, mostra os tipos de compositos

reforcados com fibras ou particulas.

Figura 4: Principais tipos de Compositos fibrosos e particulados.
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Fonte: Ventura, 2009.
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Nas ultimas duas décadas, os compdsitos reforcados com fibras tém atraido o interesse de
pesquisadores no mundo todo e muitos esforcos tém sido direcionados ao desenvolvimento de
novos materiais. No passado, o uso de fibras de vidro como reforgos para materiais compasitos
poliméricos era comum, contudo a fibras de vidro apresentam algumas desvantagens tais como
ndo serem renovaveis e causarem problemas de salde e seguranca, além de ndo poderem ser
recicladas termicamente por incineracédo (Singleton et al., 2003). Por outro lado, a utilizacao de
fibras naturais como reforcos de materiais poliméricos representa uma opc¢ado econémica e ndo
prejudicial ao meio ambiente. De fato, as fibras provenientes de recursos renovaveis requerem
baixa energia nos processos de extracdo/producao e no caso das fibras vegetais, por exemplo,
estas podem ser eliminadas por compostagem no final do seu ciclo de utilidade
(Kiruthika, 2017).

Os nanocompdsitos, cujo reforco apresenta dimensdes nanomeétricas (< 100 nm), podem ser
utilizados em diversas areas, desde a construcdo civil, no desenvolvimento de materiais
estruturais de habitacGes domiciliares (Kiruthika, 2017) até a biomedicina com a regeneracdo
de tecidos (Armentano et al., 2010). Um exemplo na construcéo civil é o trabalho de Yan (2016)
que avaliaram o desempenho de compdsitos a base de resina epoxi reforcados com fibras de
linho para componentes de concreto. Cilindros e vigas de concreto simples com e sem as fibras
foram testados e os resultados indicaram que o concreto com as fibras apresenta melhor tensao,
energia de fratura e ductilidade.

Para a regeneracdo de tecidos, os materias devem ser biocompativeis e estimularem,
diferenciacdo, adesdo e proliferacdo celular. Além disso, os materiais regeneradores devem
apresentam propriedades mecanicas apropriadas. Polimeros biodegradaveis nao satisfazem
estes requisitos, portanto, materiais poliméricos multi-componentes sdo desenvolvidos para
obter materiais com propriedades adequadas para a regeneracdo de tecidos
(Armentano et al., 2010).

1.3.  Whiskers

Whiskers sdo fases secundarias que atuam como refor¢os em compdsitos, como as particulas
e as fibras. Os whiskers sdo monocristais alongados, apresentam tipicamente didmetros de 5 a
20 nm e comprimento € variavel, em geral superior a 100 nm. He e Wang (2008) constataram
que o reforco de matrizes com whiskers resultam em materiais com melhores propriedades

mecanicas quando comparados com materiais reforcados com fibras.
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Polissacarideos semicristalinos renovaveis, como celulose, quitina e amido podem ser
utilizados para a obtengdo de nanofibras, nanocristais e whiskers. Devido a presenca de
dominios cristalinos e dominios amorfos na estrutura destes polimeros é possivel formar
nanofibras, pois os dominios amorfos podem ser removidos por acidélise e os whiskers sao
isolados em nanoescala (Zeng et al., 2012).

As particulas cristalinas nanométricas produzidas a partir de polissacarideos, conhecidas
como nanocristais, podem ser usadas como reforgos em nanocompositos de matriz polimérica,
pois apresentam excelentes propriedades intrinsecas, elevada area superficial,
biodegradabilidade, sdo atoxicas, apresentam baixa densidade, podem ser facilmente obtidas e,
em geral, possuem grande quantidade de grupos hidroxila (Habibi, Lucia e Rojas, 2010;
Angelier, Molina-Boisseau e Dufresne, 2005).

A quitina forma fibrilas, pequenos filamentos com didmetros de 2,5 a 25 nm dependendo
da sua origem bioldgica (Revol e Marchessault, 1993). Fam, Saito e Isogai (2010) obtiveram
whiskers de a-quitina de diamétros de 6,2 + 1,1nm e 250 + 140 nm de comprimento. J& Morin
e Dufresne (2002) observaram whiskers de beta-quitina com comprimento de 2,2 um, porém
75% dos whiskers apresentavam comprimento abaixo de 3 um.

Devido a semelhanga estrutural da quitina e da celulose, Marchessault e colaboradores
relataram pela primeira vez a preparacdo de uma suspensao de cristais de quitina através da
hidrdlise acida que rompe as macromoléculas obtendo fibrilas nanométricas em suspenséo
(Marchessault et al., 1959 ; Revol e Marchessault, 1993).

Os whiskers de quitina sdo atualmente obtidos como suspensfes aquosas estaveis e estdo
sendo estudados para serem utilizadas como reforcos de nanocompdsitos biodegradaveis, em
capsulas biomédicas para farmacos, Engenharia de Tecidos e cosmética (Mincea, Negrulescu,
Ostafe, 2012). O efeito de refor¢o dos whiskers de quitina resulta da formacdo de uma rede de
percolacdo baseada em forcas de ligacdo hidrogénio (Dufresne, 2010).

Morin e Dufresne (2002) prepararam nanocompdsitos de uma suspensdo aquosa de B-quitina
com elevado aspecto (equivalente a 120), como reforco e o latex de PCL (policaprolactona)
como matriz. A dispersao cristalina coloidal foi misturada com a suspensdo de latex em
quantidades diferentes, para obtencdo de filmes compdsitos com uma fracdo de whiskers
variando de 0 a 10%.

Ma et al. (2011) empregaram nanofibras de quitina e whiskers celulose, com didmetro de 5
a 10 nm para o desenvolvimento de membranas para ultrafiltracdo de dgua capazes de adsorver

virus conforme observado em testes com bacteriofagos MS2. A membrana produzida apresenta
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essa capacidade, pois possui superficie carregada negativamente e elevada relacdo
superficie/volume.

Dolphen e Thiravetyan (2011) demonstraram que whiskers de alfa-quitina sdo muito
promissores para a adsorcao de melanoidinas e outros pigmentos, muito utilizados em alimentos
e bebidas. Esses pigmentos quando descarregados em um sistema de recursos hidricos sdo
considerados poluentes ambientais. Os autores mostraram que as nanofibras de quitina
estabelecem uma interagéo eletrostatica e quimica com a melanoidina e que a absor¢do desse
pigmento aumenta com 0 aumento de temperatura.

Existem poucos trabalhos na literatura relatando a sintese e utilizagdo de whiskers de
beta-quitina como refor¢o de compdsitos. A maioria dos trabalhos emprega nanofibras e
nanocristais de celulose e de alfa-quitina. Contudo beta-qutina também possui dominios
cristalinos que podem ser isoladas através da hidrolise acida para produzir materiais cristalinos

de dimensBes nanomeétricas interessantes para serem aplicadas em compo6sitos.

Objetivos

Este trabalho teve como objetivo a preparagdo e caracterizacdo de filmes de quitosana
reforgados com whiskers de B-quitina. Nesse sentido, duas fracdes de beta-quitina compostas
por particulas com diferentes dimensdes médias (< 125 um ; > 425 um) foram submetidas a
hidrélise &cida para produzir whiskers. Os filmes foram produzidos por casting de solucéo
aquosa de quitosana a qual foram adicionados teores varidveis de whiskers (2,5 % - 20 %)
produzidos a partir de duas fracdes de beta-quitina, distintas quanto as dimensbes médias das
particulas. Os efeitos da variacdo do teor de whiskers e do tamanho médio das particulas de
beta-quitina nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos filmes compositos foram
avaliados.

3. Procedimento Experimental
3.1. B-quitina

A B-quitina utilizada neste trabalho foi extraida de gladios de lulas. Os gladios foram lavados
em &gua, para remocado dos vestigios de carne e secos em estufa com circulagdo de ar a 30°C
durante 12 h. Apds a secagem, os gladios foram triturados em um moinho de facas (modelo
MAO048 MARCONI).
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Segundo a metodologia de Claussard et al. (2004), 200 g de B-quitina foram tratadas em
3,0 L de solucdo de NaOH 1M durante 18 h, visando a remogao de impurezas e proteinas.

Apods o tratamento com NaOH, a B-quitina foi novamente lavada em agua, a fim de
neutraliza-la e seca em estufa com circulacéo de ar a 30°C por 12 h. A B-quitina tratada foi
entdo triturada em um moinho de facas (modelo MA048 MARCONI) e posteriormente
separadas em fragdes em uma sequéncia de tamizes.

A fracdo selecionada para utilizacdo na preparagédo da quitosana foi de 125-425 um e para a

preparacdo dos whiskers foram utilizadas duas granulometrias: > 425um e < 125 pum.

3.2. Quitosana

A quitosana foi obtida através da N-desacetilacdo da B-quitina assistida por irradiacdo de
ultrassom de alta intensidade, processo DAIUS. O processo ultrassénico utilizado foi Hielscher
Sonifier UP400S (v = 24 kHz), e os paramétros do porcesso DAIUS foram:

) Sonda UPR sonotrodo Hielscher H22D (didametro = 22 mm e
comprimento = 100 mm)

1)) Intensidade de irradiacdo: 50 % de intensidade maxima nominal do equipamento,
ou seja, 200 W.

1)) Irradiacéo intermitente: ciclos de 50 % de pulsag&o.

Foram pesados 5,0 g de B-quitina que foram transferidos para um reator cilindrico de parede
dupla (diametro interno = 3,5 cm) e 50 mL de solu¢cdo NaOH 40% (m/m), foram adicionados
ao reator sob agitacdo de 300 rpm e acoplado a um banho de circulacdo de agua, que mantém a
temperatura constante de 60 + 1 °C. O sonotrodo foi entdo mergulhado (2/3 do seu
comprimento) na suspensao e iniciou-se a reacdo de N-desacetilagdo da B-quitina. A reagéo foi
mantida por 50 min.

Ao final da reacdo, gelo de agua destilada foi adicionado ao meio reacional para parar a
reacdo. Em um banho de gelo, o meio reacional foi neutralizado com a adi¢do de 50 mL de HCI
concentrado. Apoés a neutralizagdo, a quitosana, resultante da primeira desacetilacéo foi filtrada
e lavada em &gua corrente, até obter pH proximo a 7. Para a producao dos filmes, foi utilizada
a quitosana duplamente desacetilada, ou seja, produto da segunda desacetilagdo em que 5 g da
quitosana cuja obtencéo foi descrita acima foram submetidos ao mesmo processo descrito para

a N-desacetilagdo da B-quitina.
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A fim de verificar a existéncia de ions cloreto, o teste qualitativo com solucédo de nitrato de
prata 0,0017 mol.L"* foi realizado, se o sal de cloreto de prata, AgCl, fosse obtido, a quitosana

era lavada novamente sob agua corrente, a fim de a quitosana livre de ions cloreto.

3.3. Whiskers de p-quitina

Os whiskers de B-quitina foram preparados segunda a metodologia de Nair e Dufresne (2003)
com algumas modifica¢cdes. Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 150 mL de
solucdo HCI 3M e 5,0 g de B-quitina nos diamétros descritos no item 3.1. A mistura foi agitada
para promover a homogeneizacdo da solucdo. O baldo foi entdo acoplado a um sistema de
refluxo e banho de glicerina a 90 °C (temperatura de ebulicdo) para a producdo de whiskers de
B-quitina a partir da hidrolise acida. O sistema foi mantido sob refluxo por 3 h.

Ap0s este périodo, o sistema foi resfriado suavemente em um banho de gelo, para parar a
hidroélise. A solucdo obtida foi centrifugada a uma velocidade de 10000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e os whiskers foram suspensos em agua deionizada (45- 50 mL) e
centrifugados novamente até obter pH em torno de 5a 7. O centrifugado resultante foi dialisado
por 48 horas e a 4gua destilada foi trocada durante esse periodo.

O produto dialisado foi disperso por 5 min a uma velocidade de 19000 rpm com o auxilio
do Ultra Turrax modelo T18 marca IKA em banho de gelo e sonicado por 5 min no ultrassom,
Hielscher Sonifier UP400S (v = 24 kHz) utilizando os mesmos paramétros empregados na
preparacdo da quitosana (item 3.2).

A suspensao formada foi armazenada sob refrigeracdo em geladeira (3-5°C).

3.4. Caracterizacédo da Quitosana (Qs)

3.4.1. Determinacado do grau médio de acetilagéo (GA)

A quitosana obtida apos a aplicacdo de dois processos consecutivos de desacetilagdo
assistida por irradiacdo de ultrassom de alta intensidade, foi avaliada por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) para a determinacéo do grau médio
de acetilagdo (GA). O espectro de RMN *H foi obtido no equipamento Bruker ADVANCE llI
spectrometer (t = 400 MHz), a 80°C. Foram pesados 10 mg da quitosana (Qs), que foram
dissolvidos em 1 mL de 1% HCI/D.O por agitacdo a temperatura ambiente por 24 h. O grau
médio de acetilagio (GA) foi obtido pela relagio entre as areas dos sinais correspondentes aos

hidrogénios metilicos dos grupos acetamido em torno de 2,0 — 2,1 ppm (a) e o0 hidrogénio ligado
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ao carbono 2 dos anéis de glicopiranose em trono de 3,1-3,2 ppm (b). Essa relacdo é indicada
na Equacdo 1 (Hirai, Odani e Nakajima, 1991).

GA(%) = % x 100

Equacéo 1
3.4.2. Determinacdo da Viscosidade Instrinseca e Massa molecular viscosimétrica média

A viscosidade intrinseca da quitosana foi obtida em triplicata através da dissolugédo de 12
mg de quitosana (Qs) em 50 mL de solugéo tampéo 0,3 mol.L™ acido acético/ 0,2 mol.L™ de
acetato de sodio. As solugdes foram previamente filtradas através de membranas 0,8 um/0,45
pm de ésteres de celulose (WSCWP / Millipore).

O viscosimetro AVS-360 e a bureta automatica AVS-20, ambos da Schott-Geréte, foram
utilizados para as medicGes de viscosidade. O capilar de vidro (/ = 0,53 mm) contendo 15 mL
da solucdo de quitosana foi imersa num banho de &gua mantido a 25 + 0,01 °C e volumes
previamente programados do solvente 0,3 mol.L* acido acético/ 0,2 mol.L™* de acetato de sédio
foram adicionados sequencialmente para obter dilui¢cdes sucessivas.

A viscosidade intrinsica do polimero e sua concentracdo foram determinadas através da
equacao de Huggins (Equacédo 2).

2 = [l + key[n)? .

Equacéo 2
Onde :

=

% = viscosidade reduzida (mL.g?)
[n] = viscosidade intrinsica (mL.g™1)
kn = constante de Huggins

C = concentracdo da solugéo (g.mL™)

Confome a Equacdo 2, a viscosidade intrinsica ([n]) ¢ determinada pela extrapola¢do da
curva de viscosidade reduzida versus a concentracao a diluicdo infinita. A viscosidade intrinsica
e a massa molecular média viscosimetrica (My) sdo relacionadas pela relagdo de Mark-
Houwink, presente na Equacéo 3.

[n] = K'M,,*
Equacdo 3
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Onde K’ e a sdo constantes do polimero, neste caso a quitosana em que K’ e a foram
propostas por Rinaudo e colaboradores e de acordo com o valor de grau médio de acetilacdo
(DA) (Rinaudo, Milas e le Dung, 1993; Signini, Campana Filho, 1999).

3.5. Caracterizagao dos whiskers de B-quitina
3.5.1. Determinacéao da concentragao de whiskers

A concentracao de whiskers foi determinada através da pesagem em triplicata de 1,0 g de
solucdo resultante. Esta foi entdo liofilizada e submetida a uma nova pesagem para a

determinacéo da concentracdo massica de whiskers.

3.5.2. Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

A morfologia das nanofibras obtidas a partir da quitina de maior granulometria
(> 425um) foram examinadas por TEM em um microscopio Zeiss EM 109 equipado com um
sistema de captura de imagem digital Olympus MegaView V. A suspensdo de nanofibras foi
diluida para concentracéo proxima a 0,01% (m/v) e sonicadas por 3 minutos com ultrassom nas
mesmas paramétros condicBes de preparo da quitosana encontrado no item 3.2., em banho de
gelo e sob agitacdo magnética a 500 rpm. Logo em seguida, uma gota dessa suspensdo foi
depositada em grade de transmissdo de cobre recoberta com Formvar e secas a 40 °C. As

amostras foram observadas a 80 kV.

3.6. Preparacéo dos filmes compésitos

Filmes de quitosana e whiskers de B-quitina e compositos dos dois materiais foram
preparados pelo método casting. O método “casting” consiste em espalhar a solugio percursora
do filme em uma superficie lisa. A solucdo € entdo seca em uma capela de exaustéo, estufa com
circulacdo de ar ou temperatura ambiente (Fonseca, 2009).

O processo de secagem dos filmes ocorre para que o solvente seja evaporado. Apds a
remocao do solvente, os filmes secos sdo destacados da placa e estdo prontos para serem
analisados.

Em cada placa de polipropileno foram colacados 30 mL ou 30 g de solugéo. A partir de agora
filmes quitosana serd nomeada de Qs e whiskers de B-quitina de menor granulometria

(< 125 pm) de w (minusculo) e de maior granulometria (> 425 um) de W (maidsculo).
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Os filmes de quitosana (Qs) foram preparados a partir da deposicdo em placas de
polipropileno (diametro 6¢cm) de 30 g da solugdo de quitosana 1% (m/v) dissolvida em acido
acetico 1% (v/v) que foram previamente agitadas durante 12 h. Os filmes foram secos em estufa
de circulacéo de ar a 40 °C durante 24 h.

Os compositos foram preparados através da dispersdo dos whiskers em diferentes cargas no
volume de &gua destilada utilizada para a dissolugédo da quitosana durante 3 min, velocidade de
19000 rpm com o auxilio do Ultra Turrax modelo T18 marca IKA em banho de gelo. Em seguida
a massa de quitosana para obter uma concentracdo 1% (m/v) foi adicionada e a mistura foi
agitada por um agitador mecénico de hélices tipo pa. Para a completa dissolucao da quitosana
no meio, o0 acido acético 1% (v/v) foi adicionado, os whiskers foram adicionados e a mistura
foi mantida sob agitacdo por 12 h. Apds este periodo, as solugdes foram vertidas em placas de
polipropileno (didmetro 6 cm) e os filmes foram secos em estufa de circulagdo de ar a 40 °C
durante 24 h. Na Tabela 2 s&o identificados todos os filmes preparados.

Tabela 2: Filmes de quitosana e de compositos preparados a partir do método casting.

Suspensao de Whiskers Composicéo dos Sigla dos Filmes
granulometria Filmes
Filmes Qs Qs 1% Qs

Compositos com whiskers Qs 1% +w 2,5% QsW2 5
(w) de granulometria < Qs 1% + w 5% Qsws
125 pm Qs 1% +w 10% Qsw1o
Qs 1% + w 20% QsWao
Compositos com whiskers | Qs 1% + W 2,5% QsW25
(W) de granulometria > Qs 1% + W 5% QsWs
425um Qs 1% + W 10% QsW1o
Qs 1% + W 20% QsW2o

3.7. Caracterizacao dos filmes

3.7.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A estrutura dos filmes foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O
equipamento utilizado foi o Microscopio Eletrdnico de Varredura digital LEO-440, aplicando
uma tensdo de 10 kV. Antes da analise, as amostras foram recobertas com uma fina camada de
ouro (40-50 nm) no metalizador Coating System BAL-TEC MED 020
(BAL-TEC, Liechtenstein). Foram analisadas a superficie e a secgdo transversal dos filmes
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selecionados, sendo que os filmes foram fraturados manualmente apds congelamento em

nitrogénio liquido.

3.7.2. Medida de espessura

Para mensurar as espessuras dos filmes compositos foi utilizado um micrémetro digital de
avanco rapido com precisao de 0,001 mm, sendo realizadas 10 medidas aleatérias de cada filme

compositos.

3.7.3. Medida de angulo de contato

As medidas de angulo de contato foram obtidas utilizando goniémetro CAN101 Optical
Contact Angle Meter (One attension®) a 25 °C, segundo o método proposto pela
ASTM D5725-99. Amostras dos filmes de dimensdes de 10,0 mm x 6,3 mm (comprimento por
largura), foram fixadas em lamina de vidro para manter a superficie na horizontal. Em seguida,
gota de dgua deionizada (= 5 pL) foi colocada sobre a superficie da amostra com auxilio de
seringa e a imagem da gota foi captada por cadmera digital por periodo de 60 s. Os angulos de
contato dos lados direito e esquerdo da gota foram calculados por meio do software One
attension®. Os valores do angulo de contato representam a média dos angulos de trés repeticdes
que foram obtidos por somatoria e divisdo dos angulos direito e esquerdo de cada gota com a
superficie.

Para angulos inferiores a 90° o liquido é considerado molhavel e para &ngulos acima de 90°
ndo-molhavel. O que permite a caracterizacdo das substancias em hidrofilicas e hidrofobicas.
A 4gua possui carater polar e quando ela apresenta com outra superficie um angulo de contato
menor que 90° esta superficie é considerada hidrofilica, porém, se este angulo de contato for

maior que 90°, o material € considerado hidrofébico (Farias, 2011).

3.7.4. Taxa de Transmissdo ao Vapor da agua (WVTR)

A transmissdo ao vapor da agua, em inglés Water Vapor Transmission Rate (WVTR) foi
determinada gravimetricamente segundo método proposto pela ASTM (American Society for
Testing and Material), E96/E96M 16 (ASTM,2016) modificado, a temperatura de 25 °C.
Amostras de filmes foram dimensionadas em formato circular com 9 mm de didmetro e

aplicadas em células de permeacdo contendo agua destilada. Estas células foram colocadas em
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dessecador contendo silica gel azul (umidade relativa de = 0%) de forma a assegurar um
gradiente hidrico no sistema, e o conjunto foi armazenado a 25 °C. Ao longo de 2 dias, houve
monitoramento do peso das células e filmes em intervalos de 2h, de forma a acompanhar a
variagio de peso no periodo. A transmissdo do vapor de agua nos filmes (g/m?.h) consiste no
coeficiente angular da reta obtida por meio da regressao linear dos dados de perda de massa em
funcdo do tempo. Cinco medidas foram realizadas para cada amostra.

3.7.5. Analise Mecanica

Os materiais utilizados na producdo de filmes devem apresentar caracteristicas adequadas
para proporcionar propriedades mecanicas desejadas (Whodo e Moraru, 2013).

A deformabilidade, resisténcia a tracao, porcentagem de alogamento e médulo de Young de
filmes dependem da composicdo e das condi¢bes ambientais em que se encontram. AS
caracteristicas mecanicas de filmes podem ser melhoradas com a adicdo de plastificantes ou
materiais de reforco que em geral provocam o aumento da porcentagem de alongamento e a
diminuicdo da resisténcia a tracdo (Sothornvit e Krochta, 2001).

As propriedades mecanicas de tensdo na ruptura (T), alongamento méaximo na ruptura (A) e
modulo de elasticidade (ME), relacionadas ao ensaio de tracdo do filme de quitosana e
compositos de quitosana e whiskers de B-quitina foram realizadas em um texturémetro
TA.XT2i Stable Micro Systems a 25°C, com base na norma ASTM D 882-09 (2009) . Os
corpos de prova dos compositos foram cortados de acordo com a Figura 5 e entdo tracionados

a um a velocidade de 5 mm/min e distancia inicial das garras de 40 mm.

Figura 5 : Corpo de prova e suas dimensdes.
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As propriedades determinadas a partir das curvas de tensdo em funcao da deformacao obtidas

no software Texture Expert 1.15 dos filmes foram: médulo de elasticidade (MPa), alongamento
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na ruptura (%) e tenséo na ruptura (MPa). Pelo menos 8 corpos de prova foram avaliados para
cada formulacdo. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Processamento de Frutas e

Hortalicas da Embrapa Instrumentacéo, localizado em Séo Carlos-SP.

3.7.6. Analise Optica

A aparéncia do filme pode ser determinada através de suas propriedades dpticas através da
avaliacdo da cor de sua superficie, em geral medida por um colorimetro (lahnke, 2015).

A determinacdo da coloracdo dos filmes é geralmente obtida pelo utilizacdo de um
colorimetro que apresenta o sistema CIELAB, sendo os parametros L,a*,b*, onde :

e L*éaluminosidade, com variacdo de O (preto) a 100 (branco);
e a* doverde (-) ao vermelho (+);
e b* doazul (-) ao amarelo (+).

A transparéncia ou opacidade de filmes é medida através da sua transmitancia interna.
Quanto maior o valor de transmitancia, mais transparente é o filme. A opacidade da matriz
polimérica é inversamente proporcional a sua transparéncia e depende de sua homogeneidade.
A presenca de heterogeneidades estruturais nos filmes com diferentes indices de refracéo
promove espalhamento de luz e consequente maior opacidade (Pastor et al., 2013).

A luminosidade e a tendéncia da scores dos compositos foram obtidos através do software
presente no equipamento Colorimetro Meter CR-400/410 (Konica Minolta), de acordo com o
Sistema CIELAB e os parametros L*, a* e b*.

As leituras dos parametros L, a* e b* permitiram calcular o angulo Hue, ou seja, determinar

a tonalidade. O angulo Hue equivale ao [arco tangente (b*/a*)] (Minolta, 1994).
3.7.7. Andlise estatistica
Os resultados das analises foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5 % de probabilidade, com auxilio
do programa Statistica for Windows verséo 10.0 da StatSoft.
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4, Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacdo Quitosana (Qs)
4.1.1. Grau de acetilagéo (GA)

O grau de acetilacéo foi obtido pela Equacao 1 descrita no intem 3.5.1., através das areas

dos picos identificados como a e b do espectro de RMN *H apresentado na Figura 6.

Figura 6: Espectro de *H RMN da Quitosana (Qs).
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Aplicando na Equagio 1 estes valores, obtém-se que o (GA) da Qs € igual a 17,6%.

A quitosana obtida pelo processo de N-desacetilagao da B-quitina assistida por ultrassom de
alta intensidade é uma quitosana com elevado grau de desacetilagdo, superior a quitosana de
elevado grau de desacetilacdo produzida comercialmente.

Fiamingo et al. (2016) encontrou para a N-desacetilacdo da B-quitina, um grau de acetilacdo
para a quitosana duplamente desacetilada de 15%. Portanto o resultado é similar ao da literatura.
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4.2.2. Massa Molecular

A massa molecular da Quitosana foi obtida pela medida de viscosidade. O coeficiente linear
da reta obtida do grafico da concentracio (g.L™) versus a viscosidade reduzida representa a
viscosidade intriseca.

A média da viscosidade intriseca obtida para a Quitosana duplamente desacetilada foi de
1435 + 15 mL.g*. Aplicando a Equacdo 3, para obter a massa molecular e utilizando os
paramétros pré-estabelecidos por Rinaudo, Milas e le Dung (1993), para GA =21% , K= 0,074
e a = 0,76, tem-se que a massa molecular da Qs € equivalente a 439 + 7 KDa.

A massa molecular obtida é considerada alta quando comparada as quitosanas vendidas
comercialmente, porém quando comparada a literatura com a massa molecular encontrada por
Fiamingo et al. (2016), a massa molecular obtida representa a metade da massa molecular
encontrada pelos pesquisadores, embora o grau de acetilagdo seja muito parecido. O GA
encontrado foi de 18% e Fiamingo encontrou um DA de 15% para a Qs. Essa grande diferenca
pode estar relacionada as condi¢cdes de N-desacetilacdo, uma vez que as metodologias diferem.
Fiamingo e colaboradores (2016) partiu de uma granulometria de 3-quitina mais fina do que a

utilizada neste trabalho.

4.2. Whiskers de B-quitina

Os whiskers de beta-quitna foram obtidos na forma de uma suspensdo aquosa aparentemente
estavel. A concentracdo média de whiskers foi de 20,73 + 0,41 mg.g™* para a suspensdo de
whiskers de beta-quitina de granulometria < 125 um. Ja para a suspensao de whiskers de beta-
quitina de granulometria > 425 pm a concentragdo média de whiskers foi de
22,16 + 1,83 mg.gL. O teste de Tukey (p > 0,05) mostra as concentragdes dos whiskers obtida
para as duas granulometrias ndo sao significativamente diferentes e que o0 método de producao

de whiskers por hidroélise acida é reprodutivel.
4.2.1. Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)
Afim de observar o formato e a disposi¢édo dos whiskers produzidos, imagens de Microscopia

Eletronica de Transmissdo foram obtidas para os whiskers > 425 um e sdo ilustradas na

Figura 7.
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Figura 7: Imagens dos whiskers > 425 pum.

O estudo da suspensdo aquosa de whiskers de beta-quitina esta em desenvolvimento. Porém as
primeiras imagens obtidas e que esta ilustrada na Figura 7, mostra que o processo de hidrdlise
acida formou nanofibras de beta-quitina que estdo dispostas de forma aleatdria, segundo a

classificacdo proposta por Ventura (2009). N&o foi possivel obter o aspecto.

4.3. Preparacéo dos filmes
4.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os filmes tiveram a superficie dos dois lados (S-secagem e P-placa) e a fratura dos filmes
avaliados por microscopia eletronica de varredura. A Figura 8 representa as imagens da

superficie do filme puro de quitosana.
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Figura 8: Imagens superficie do filme Qs, sendo S-lado de secagem e P-lado placa.

A imagem da superficie revela que ambos os lados do filme de quitosana sdo aparentemente
homogéneos. No lado da placa existem ranhuras, provavelmente provenientes do manuseio e
destaque da placa.

Para visualizar as imagens de superficie dos compositos, as imagens dos dois filmes com
maiores cargas de whiskers (10 e 20%) das duas granulometrias estudadas sdo mostradas na
Figura 9.
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Figura 9: Imagens de superficie dos filmes Qsw10, QsW10, Qsw20 e QsW20, sendo S-lado de
secagem e P-lado em contato com a placa.

O lado em contato com a placa de polipropileno em quase todos os filmes se mostrou liso e
homogéneo, exceto o fime de menor granulometria com 20% de whiskers, indentificado na

Tabela 2 como Qswoo. A superficie de secagem dos filmes no entanto se mostrou mais rugosa.
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Os compositos contendo whiskers de menor granulometria apresentam os whiskers
aparentemente mais homogeneamente dispersos na matriz de quitosana do que os filmes com
whiskers de maior granulometria. Na Figura 9 para as superficies filmes identificados como S-
QsW1o e S-QsWoq € possivel visulalizar aglomerados de whiskers, sugerindo que estes whiskers
obtidos de particulas de beta-quitina de maior didmetro médio ndo se dispersam na matriz tao
homogeneamente quanto aqueles preparados a partir da fragédo de beta-quitina composta por
particulas de menores dimensdes, resultando que neste Gltimo caso a distribuicdo dos whiskers
parece mais homogénea.

A diferenca da disperséo e interacdo dos whiskers com a matriz pode estar associada as
dimensbes dos nanocristais ou nanofibras formados. Assim, os resultados indicam que,
provavelmente, a hidrélise acida da fracdo de PB-quitina contendo particulas de maiores
dimensGes resultou em nanofibras enquanto a da fracdo com particulas de maiores dimensdes
gerou nanocristais.

A Figura 10 apresenta as imagens de MEV do corte transversal do filme de quitosana (Qs)

e os compositos com maiores cargas de whiskers e ambas as granulometrias formuladas.

Figura 10: Imagens de MEV do corte transversal do filme Qs e dos compositos Qsw20 e
QsW20.

Qsw20
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As imagens da fratura mostram crescente heterogeneidade dos filmes, sendo o filme puro da
matriz o mais homogéneo e o compdsito de maior carga e granulometria de whiskers QsWzo 0
mais heterogéneo. A heterogeneidade da fratura indica maior plasticidade dos filmes com
whiskers de maior granulometria.

Nas imagens dos compdsitos ndo foi possivel visualizar as fibras, porém aparentemente 0s
whiskers de menor granulometria interagem melhor com a matriz de quitosana formando um
filme mais homogéneo e menos plastico que os compositos de whiskers de maior granulometria
que sdo visualmente mais heterogéneos, como observado nas imagens das superficies dos
filmes.

Jodo et al. (2017) obtiveram compositos heterogéneos de quitosana e whiskers de a-quitina
porém com uma caractéristica lamelar, em camadas, que ndo foi observada nas imagens de
corte da Figura 10. Jodo et al. (2017) observaram também que heterogeneidade dos filmes
aumenta conforma aumenta a carga de whiskers, o que corrobora com os resultados do presente
trabalho.

4.3.3. Angulo de Contato
O angulo de contato da 4gua com as superficies de secagem (S) e em contato com a placa

(P) dos compositos relacionados na Tabela 2 foi avaliado. Os gréaficos dos ©° pelo tempo (s)
estdo representados na Figura 11.
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Figura 11: Interacdo com a agua representada pelo decaimento do angulo de contato em fungéo
do tempo para cada filme analisados, (A) superficie de secagem, (B) superficie em contato com
letra

a placa. Filmes com o mesma ndo séo diferentes

(p > 0,05) através do Teste de Tukey.
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Através das curvas das médias de trés analises, observa-se que a o decaimento do angulo de
contato em fungdo do tempo (s) sdo similares para ambas as faces dos filmes compositos.
Pode-se dizer também que a preseca de whiskers aumentou a hidrofilicidade dos filmes.

Uma possivel explicagdo para esta observacédo é a diferenca de rugosidade das superficies
do filme Qs e dos filmes compdsitos. Conforme visualidado nas Figuras 8 e 9 da superficie dos
filmes (MEV), respectivamente a superficie do filme de quitosana é menos rugoso do que a
superficie dos filmes com whiskers, ou seja, a rugosidade esta diretamente relacionada com o
carater hidrofilico, pois apresentar maior rugosidade significa apresentar maior superficie de
contato e consequentemente maior interacdo com o liquido. Quanto maior a interagdo com o

liquido ou quanto maior a rugosidade, menor é o angulo de contato.



Pagina: 30

As medidas de angulo de contato nas diferentes faces do filme Qs revelaram variagéo de 88-
77° em 60s e 92-79° em 60s, nas faces de secagem e em contato com a placa, respectivamente.
Na Figura 11A, trés grupos de filmes compositos podem ser observados: i) mais hidrofobicos,
0s quais apresentam angulo de contato inicial > 90°, ii) menos hidrofdbicos, que apresentam
85° < angulo contato inicial < 90°, iii) mais hidrofilicos, que apresentam angulo de contato
inicial < 85°.  As medidas de angulo de contato variam nos intervalos 91-77°, 88-71° e
84-63°, respectivamente. Os filmes do ultimo grupo séo os que possuem a maior variacao,
sendo o filme Qswzo pertencente a este grupo e com a variagdo do angulo de contato de 84-66°.
O filme com a maior carga de whiskers e menor granulometria (Qsw2o) € mais rugoso do que
QsWao conforme imagens de MEV dispostas na Figura 9 e também mais hidrofilico , uma vez
que a variagao do angulo de contato para QsWao é de 88-72°. Na Figura 11B foram observados

dois grupos filmes com comportamentos similares aqueles observados na Figura 11A.
4.3.4. Taxa de Transmissdo ao Vapor da Agua (WVTR)
Na Figura 12 estdo representados a perda de massa, diretamente proporcional ao vapor de

agua transmitido, em funcéo do tempo para os filmes produzidos de quitosana e whiskers de [3-

quitina.
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Figura 12: Perda de 4gua em funcdo do tempo dos filmes da Tabela 2. Colunas com o mesma
letra ndo sdo significativamente diferentes (p > 0,05) através do Teste de Tukey.
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Compésitos

A matriz de quitosana é hidrofilica, afim de minimizar os efeitos de transmisséo ao vapor de
agua adicionou-se o reforco de whiskers de beta-quitina. Porém a adi¢do de whiskers ndo
diminui significativamente a perda de vapor de dgua. A taxa de transmissao de vapor de agua
esta associda ao efeito da espessura dos filmes, pois a transmissdo varia do centro para as bordas
dos filmes. A espessura do conjunto de filmes analisados ndo € significativamente diferente
sendo equivalente a = 84 um, 0 que explica a baixa transmissdo dos compdsitos produzidos
para ambas as granulometrias de whiskers empregadas. Quando os whiskers de menor
granulometria foram adicionais, os valores de WVTR diminuiram para todas as cargas de
whiskers adicionadas, embora essa diminuicao ndo seja significativa, para a maioria das cargas
de whiskers adicionadas. Apenas para a carga de 10% foi observada uma diminuicdo mais
acentuada.

Quando os whiskers de maior granulometria foram adicionados, os valores de WVTR
também ndo apresentaram uma tendéncia. Uma vez que diminuiu para as cargas de 2,5 e 10 %
de whiskers e aumentou para 5 e 20 % de whiskers. Nas imagens de MEV dispostas na Figura
9 foram observados aglomerados para os filmes de maior carga de whiskers e que provocaram
a reducdo da eficacia dos whiskers de beta-quitina na matriz de quitosana, devido a diminuigéo
da taxa de transmissdo ao vapor da agua, isto é, a dispersdo uniforme dos whiskers nos filmes

compositos € importante para obter propriedade de barreira ao vapor de agua.
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Resultado similar foi obtido por Salaberria e colaboradores (2015) com filmes de amido de
milho e nanocristais e nafibras de a-quitina que atribuiram a baixa transmissao de vapor de agua

a formacéo de aglomerados quando elevadas cargas de whiskers foram utilizadas.
4.3.5. Analise Mecanica

A resisténcia mecénica dos filmes da Tabela 2 foi obtida, através das medidas tensdo de
ruptura e alongacdo. As curvas representativas e a analise estatistica das propriedades dos filmes

estdo indicados na Figura 13.

Figura 13: Analise Mecanica, (A) Curvas represrasentativas dos compositos, (B) Modulo
Young, (C) Tensdo de Ruptura (MPa) e (D) Alongamento (%). Colunas com 0 mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes (p > 0,05) através do Teste de Tukey.
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As curvas representativas dos filmes compositos mostram que os filmes com whiskers
apresentaram melhores propriedades mecéanicas quando comparados ao filme de quitosana,

indicando que os whiskers desempemham o papel de reforcos.
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Em relacdo ao mdédulo de Young, a variacdo para os filmes analisados foi de
1,3 a 3,5 MPa, sendo o menor valor de modulo de Young a do filme compésito Qswz s € 0 maior
valor de 3,5 MPa para o filme QsWxo. O filme Qs apresentou um maddulo de elasticidade de
2,4 MPa. Com excecdo dos filmes compoésitos com menor carga de whiskers, as demais cargas
conferiram modulos de Young superiores ou iguais ao filme de quitosana.

A tensdo de ruptura dos filmes analisados variou no intervalo 2,1 MPa - 6,5 MPa. O filme
Qswoo foi 0 que apresentou a menor tensdo de ruptura e o filme QsW»o obteve a maior tensédo
de ruptura. Apesar de formar aglomerados e interferirem negativamente nas propriedades de
barreira, as maiores cargas de whiskers exercem funcdo de reforco, suportando mais forga
aplicada do que o filme de quitosana que rompe a 3,7 MPa, enquanto a tenséo na ruptura do
filme QsW20 foi 6,5 MPa.

Ja para a propriedade de alongamento, todos os filmes se alongaram mais do que a o filme
da matriz de quitosana. A vari¢do do alongamento obtida foi de 1,8 a 7,1%. Sendo o0 menor
alongamento observado para o filme Qs e QsW2 s que possui baixo teor de whiskers que tendem
a formar aglomerados. J& a maior porcentagem de alongamento foi a do filme composito
QsWhy, isto &, a propriedade de alongamento esta de acordo com as observacdes feitas para a
propriedade de tensdo de ruptura. Apesar de aglomerados terem sido visualizados nas imagens
de MEV dos compositos formulados com os whiskers > 425 um, esses possuem caracteristicas
plasticas como visualizado nas imagens de MEV da fratura e conferem aos compdsitos
melhores propriedades mecanicas quando comparados a matriz polimérica, exercendo funcéo
de reforco. O efeito plasticizante dos whiskers se deve provavelmente a presenca de agua nos
whiskers que foram obtidos e incorporados a quitosana na forma de suspensdo aquosa.

Embora os compositos formulados com os whiskers < 125 um tenham apresentado menor
alongamento do que os filmes de mesma carga e maior granulometria, esses ainda apresentaram
maior alongamento do que o filme Qs, atuando como também como reforco.

Jodo et al. (2017) relataram valores superiores de mdédulo Young, tensdo de ruptura e
alongamento para compositos de quitosoana e whiskers de a-quitina com cargas menores (0,75,
1,5 e 3%). O filme de quitosana de elevada massa molecular apresentou modulo Young
equivalente a 2,01 £ 0,36 GPa e o filme com menor carga de whiskers 0,75% foi de
5,3 £ 1,3 GPa enquanto o de maior carga 3% apresentou o modulo Young préximo ao de
quitosana puro é 2,25 + 0,48 GPa.

Ou seja embora, a grandeza dos resultados sejam diferentes, devido a diferenca de
equipamento utilizado e pré-carga aplicada, a presenca dos whiskers nos compdsitos melhorou

as propriedades mecanicas da matriz polimétrica. A analise mecénica dos filmes compositos
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Qsw e QSW foram realizadas também no equipamento de DMA (Anélise Dindmico-Mecanica),
em que os filmes ndo foram rompidos mesmo apds atingir a carga méxima do equipamento
(= 18 MPa), ou seja € possivel que os baixos valores obtidos neste estudo estejam na realidade
relacionados aos parametros utilizados para a analise e ndo da falta ou baixa resistancia dos

materiais.

4.3.6. Analise Optica

Os filmes foram analisados quanto a luminosidade, paramétro (a*) e (b*) do sistema

CIELAB, os dados encontrados estdo dispostos na Figura 14.

Figura 14: Dados obtidos pela medida de colorimetria dos filmes. Colunas com o mesma letra
ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05) através do Teste de Tukey.
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Os resultados revelam que, apesar de visualmente os filmes com maiores cargas de whiskers
formados por particulas de beta-quitina de maiores dimensdes parecerem mais opacos que

aqueles de quitosana e dos outros compositos, os valores de luminosidade dos filmes néo
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apresentaram diferenca significativa, ja que todos apresentaram alta luminosidade ( > 95 %),
ou seja, ndo absorveram muita luz.

Resultado similar foi obtido por Qin e colaboradores (2016), as luminosidades dos filmes de
amido de milho e whiskers de a-quitina (0,5, 1, 2 e 5%) ndo apresentaram diferentes apesar da
carga de whiskers ter alterado a matriz de amido de milho.

Ja os paramétros a* e b* diferem de filme para filme, embora tenham a mesma tendéncia,
isto é, a* é negativo e indica verde para todas as amostras e b* é positivo e indica amarelo para
todas as amostras. O fato de um filme ser mais amarelo que o outro, no caso, Qsws e Qswig
serem mais amarelos que os demais pode estar relacionado a maneira e forma de
armazenamento. Uma vez que os filmes foram preparados em bateladas e armazenados por
periodos diferentes, é possivel que os resultados estejam afetados pelo tempo de armezamento,
que aparentemente resulta em alteracdo da coloracdo dos filmes, que tendem a ser mais
amarelados quanto maior o tempo de armazenamento.

Da mesma forma que para a luminosidade os resultados estéo de acordo com os encontrados
por Qin e colaboradores (2016), que relataram a* = -1,5 e b* = 1, indicando predominéancia de
amarelo e de verde, respectivamente. Qin e colaboradores (2016) relataram que o aumento da
carga de whiskers diminuiu o valor de a* e aumentou o valor de b*, enquanto neste trabalho
néo foi observada uma tendéncia definida de variagéo desses parametros em funcéo da carga e
das dimensdes dos whiskers de beta-quitina.

Na Tabela 3 estdo dispostos os valores de angulo Hue, obtidos para os filmes compadsitos

analisados.

Tabela 3 : Angulo Hue para cada filme composito analisado para ambos os lados dos filmes.

Filme Angulo (°) Angulo (°)
Composito lado Secagem  lado Placa

Qs 100,4 100,4
Qsw2,5 101,1 101,0
Qsw5 101,8 101,6
Qsw10 101,7 101,5
Qsw20 99,0 98,9
QsW2,5 97,9 97,8
QsW5 98,5 98,4
QsW10 99,3 99,1

QsW20 98,6 98,3
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Comforme os dados da Tabela X os angulos de Hue compdsitos analisados varia de 98 A
101°, ou seja, todos tendem a amarelo, pois valores de angulo de Hue entre 0°-90° indicam
vermelho, 90°-180° amarelo, 180°-270° verde e 270°-360° azul. Para os filmes formulados com
whiskers de maior granulometria o angulo € menor do para os filmes formulados com whiskers

de menor granulometria que s&o mais similares ao filme Qs.

5. Concluséao

Os filmes compdsitos a base de quitosana e whiskers de beta-quitina apresentaram
propriedades que quando comparadas aos trabalhos disponiveis na literatura indicam sua
potencialidade para aplicagdes biomédicas. A hidrélise acida da beta-quitina proporcionou a
formacéo de whiskers, que foram incorporados como refor¢os na matriz de quitosana. Assim,
foi observado que as propriedades mecanicas dos filmes compdsitos, isto é aqueles aos quais
whiskers de beta-quitina foram incorporaodos, foram superiores em comparacdo ao filme
composto apenas por quitosana, principalmente no que diz respeito ao alongamento na ruptura.
A incorporacdo dos whiskers, independentemente da fracdo de beta-quitina empregada, ndo
alterou a espessura e luminosidade dos filmes, porém a utilizacdo dos whiskers produzidos a
partir da fracdo de beta-quitina composta por particulas maiores (> 425 um), resultou em
aglomerados, enquanto os whiskers produzidos a partir da outra fracdo de beta-quitina
(particulas < 125 pm) apresentaram melhor dispersdo na matriz polimérica. O carater
hidrofilico foi mais acentuado nas superficies dos filmes compoésitos em comparacéo ao filme
de quitosana. Tais resultados indicam que importantes caracteristicas e propriedades dos
materiais estudados, isto é filmes cuja matriz de quitosana é reforcada com whiskers de beta-
quitina, sdo afetadas pela carga e pelas dimens6es dos reforcos incorporados. O potencial uso
desses materiais na formulagdo de curativos é indicado desde que estudos avancados sejam

desenvolvidos.
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