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RESUMO

1. RESUMOA estrutura quimica, estabilidade e tamanho de particula sao
propriedades importantes na sintese de nanoquitosana, polimero com
potencial aplicacgo na drea de biomateriais devido a sua
biocompatibilidade, bioatividade, capacidade de bioabsorcdao, etc. O
método de obtencdao de nanoquitosana utilizado no trabalho foi
desenvolvido pelos autores e permite a obtencdao de nanoquitosana de
forma atrativa, por apresentar baixo custo e baixa complexidade em
termos de processo. Neste trabalho é realizado o estudo dessas
propriedades a partir da caracterizacao fisico-quimica da nanoquitosana e
das amostras de sais de quitosana, na forma de acetato e cloridrato,
utilizadas para obtencdo das nanoestruturas. Os resultados da andlise de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
demonstrou que nao houve modificacao quimica pois foram mantidos os
picos caracteristicos da quitosana nas amostras de sais e nas
nanoestruturas. O potencial zeta e tamanho de particula demonstraram a
obtencdo de nanoparticulas e aglomerados com ampla faixa de tamanho,
mas quando avaliada a relacdao nimero em funcao de tamanho verifica-se
a presenca significativa de particulas com dimensdes menores que
100nm.2. ABSTRACTThe chemical structure, stability and particle size are
important properties in the synthesis of nanochitosan, a polymer with
potential application in the area of biomaterials due to its biocompatibility,
bioactivity, bioabsorption capacity, etc. The nanochitosan obtention
method adopted in this work was developed by the authors and allows the
synthesis of nanochitosan in an attractive way, as it presents low cost and
a process with low complexity. In this work, the study of these properties
is carried out based on the physical-chemical characterization of the
nanochitosan and the samples of chitosan salts, in the form of acetate and
hydrochloride, used to obtain the nanostructures. The results of the
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis showed that there
was no chemical modification because the characteristic chitosan peaks
were maintained in the salt samples and in the nanostructures. The zeta
potential and particle size demonstrated the obtaining of nanoparticles
and clusters with a wide size range, but when the number-as-a-size ratio
is evaluated, there is a significant presence of particles smaller than
100nm.3. INTRODUCAOA quitosana é um polimero com potencial na
obtencao de biomateriais devido as caracteristicas presentes
intrinsicamente nesse polimero e que favorecem a sua utilizacdo para
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este tipo de aplicagdo, como biocompatibilidade, bioatividade, acao
antimicrobiana e hemostdtica, efeito antifingico, atividade antiacida e
antillcera, sensibilidade ao pH, baixa toxicidade, bioabsorvivel e
biodegradavel (BARRY et al, 2014; GOMATHI et al, 2014; PIRAS et al, 2015;
YOUNES e RINAUDO, 2015).A dissolucao da quitosana em diferentes
acidos possibilita modificar suas caracteristicas o que caracteriza uma
possivel alternativa para agregar melhores propriedades ao material.
Diversos trabalhos demonstram a possiblidade de dissolver a quitosana
em diferentes &cidos, tais como: acido cloridrico, acido acético, acido
féormico, &cido latico, acido maléico, acido fosférico, etc. Dos acidos
mencionados, o 4cido cloridrico e o 4cido acético se destacam, pois sdo os
mais amplamente utilizados no processo de dissolucao da quitosana (VAN
DEN BROEK et al, 2014). Apesar da capacidade da dissolucao em
diferentes acidos na obtencdao de sais, a influéncia dos mesmos na
obtencdo de nanoquitosana é pouco explorada na literatura.0 método de
obtencao de nanoquitosana utilizado no trabalho foi desenvolvido pelos
autores e permite a obtencdao de nanoquitosana de forma atrativa, por
apresentar baixo custo e baixa complexidade em termos de processo. O
método baseia-se no processo de aglomeracdo da macromolécula de
glucosamina, registrado como patente de privilégio de inovacado junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o ndmero de
registro BR10201800539 (PIGHINELLI et al, 2018). Outros métodos de
obtencdo de nanoquitosana sao reportados na literatura, como método de
gelagdo inotrépica, método de micro emulsdo, complexo de polieletrélitos
(PEC) e evaporacao de solvente (GUPTA et al, 2016; HEMBRAM et al,
2016). O objetivo do presente trabalho é avaliar a influéncia do &cido
cloridrico e 4cido acético na obtencao de nanoquitosana pelo processo de
aglomeracdo da macromolécula de glucosamina. Neste estudo, foram
obtidos sais de quitosana a partir do emprego de solucdes acidas de &cido
acético e acido cloridrico, dois &cidos que apresentam naturezas distintas,
sendo o primeiro caracterizado por ser um &acido organico fraco e o
segundo como um &cido inorganico forte (LINDAHL et al, 2015; WU e
ZHANG, 2019). A partir dos sais de quitosana, foram obtidas as suas
respectivas nanoestruturas utilizando método de aglomeracdao da
macromolécula de glucosamina, sendo os materiais caracterizados fisico-
quimicamente.4. METODOLOGIA4.1. Preparacao dos sais de quitosanaO
método de obtencao dos sais de quitosana foi realizado conforme a
patente de privilégio de inovacao junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero de registro BR10201800539
(PIGHINELLI et al, 2018).A quitosana com 87,5% de grau de desacetilagao
e 12,4% de teor de umidade (Polymar Ciéncia e Nutricao S/A - Fortaleza,
CE) foi dissolvida em béqueres, em duas solucdes de 2L cada. As
dissolucbes ocorreram em agitacdo constante (1.000rpm) por
misturadores mecanicos, do tipo hélice, e a temperatura ambiente (20°C
a 25°C). As solucdes preparadas apresentaram 1% (m/m) de teor de
polimero seco, o qual foi dissolvido através da adicdo gradual das
solucdes acidas diluidas a 0,40%(v/v) de acido cloridrico (37% P.A. Sigma-
Aldrich) e de acido acético (99,7% P.A. Sigma- Aldrich). O tempo de cada
dissolucao foi de duas horas. As solucbes de cloridrato e acetato de
quitosana apresentaram pH final de 1,4 e 4,6, respectivamente.Em
seguida, as solucdes foram filtradas por meio de tecido de algodao
empregado como revestimento da parte superior do funil de Blchner,
sendo posteriormente preparadas cinco amostras de 50mL da solucao
filtrada, em placas de petri, as quais foram mantidas até a formacao de
filmes a temperatura ambiente (20°C a 25°C), durante um periodo de 48
horas.4.2. Sintese da nanoquitosana a partir das solucdes de sais de
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quitosanaAs duas solucbes de partida de sais de quitosana
remanescentes, com aproximadamente 1,75L cada, foram empregadas
para obtencdao das amostras de nanoquitosana. Essas solucbes ficaram
sob agitacao constante a uma rotacao de aproximadamente 1.000rpm
utilizando misturador de hélice, a temperatura ambiente (20°C a 25°C),
por 60 minutos.Durante o procedimento de agitacao de cada solucao,
promoveu-se a aglomeracdo da macromolécula de glucosamina, por meio
da neutralizacdo dessas solucdes. Apds a aglomeracdo, foram obtidas
duas suspensdes com pH final 7,4. Essas suspensbes foram filtradas,
separadamente, em funil de BlUchner em vidro com placa porosa. A
nanoquitosana retida em cada um dos filtros foi lavada com 6L de agua
destilada e deionizada, sendo este processo denominado como
purificacdo. Apds, preparou-se cinco amostras em placas de petri, cada
uma com 10g do filtrado, as quais foram secas até a obtencao de filmes a
temperatura ambiente (20°C a 25°C), durante um periodo de 48 horas.Os
filmes de sais de quitosana foram caracterizadas de forma a avaliar se os
picos de FTIR caracteristicos da quitosana foram mantidos apés
dissolugao, enquanto que as nanoquitosanas (filmes e suspensdes) foram
caracterizadas quanto a estrutura, estabilidade e tamanho de particula
por meio das técnicas de FTIR, potencial zeta e tamanho de particula.4.3.

Caracterizagdao por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR-ATR)A analise de FTIR-ATR foi realizada em um
espectrofotbmetro Marca Perkin Elmer, Modelo Spectrum One FTIR
Spectrometer, na regiao do espectro no intervalo 4000-650cm-1, com 8
scans de varredura e resolucao de 4cm-1. As medicdes foram realizadas
no modo Refletdncia Total Atenuada. Os espectros de FTIR foram
ajustados e manipulados com o software Origin 9.2.4.4. Caracterizacao
por potencial zeta e tamanho de particulaO potencial zeta e tamanho de
particula das amostras de nanoquitosanas foram avaliados através do
aparelho Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instrumentos), o qual utiliza a
técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS). O indice de refracao
utilizado foi de 1,5 e absorbancia pré-determinada no equipamento,
correspondente a quitosana. As amostras foram preparadas a partir da
diluicdo de uma gota de cada supensdo em 50 mL de adgua destilada e
deionizada com posterior filtracao em filtros de 0,250um. Cada amostra
filtrada passou por processo de desaglomeracdo ultrassénica por um
periodo de 5 minutos. Incerteza da andlise é de 2%. A manipulacdo
matematica dos dados foi realizada com o software Origin 9.2.5.
RESULTADOS E DISCUSSAOS5.1. Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR-ATR)Os espectros na regiao do
infravermelho caracteristicos dos sais de quitosana (acetato e cloridrato
de quitosana) e das nanoestruturas derivadas desses sais foram
constatados por meio das andlises de FTIR-ATR. Os picos de
infravermelho estdo apresentados na Figura 1. E possivel verificar a
presenca das bandas na regidao de 3350 cm-1, as quais sao referentes as
vibracdes de estiramento de N-H e O-H, bem como referentes a absorcdo
de dgua (caracteristica hidrofilica). A faixa de 2929 a 2874 cm-1 é
atribuida ao estiramento C-H alifadtico; 1650 e 1595 cm-1 sdo
correspondentes ao estiramento C=0 da amida secundéria e ao NH2 da
amina primdria; e picos em 1261cm-1 sdao correspondentes a amida Ill e
aos grupos acetil. As bandas entre 1150 cm-1 e 1149 cm-1 sao referentes
a amida | e amida Il. Entre 899 cm-1 e 1155 cm-1 correspondem ao
grupamento quimico COC (glicose-pB-1-4) (COSTA e MANSHUR, 2008;
VARAN, 2017).5.2. Potencial Zeta e Tamanho de ParticulaOs resultados
de potencial zeta para as nanoquitosanas derivadas de &cido acético e
cloridrico correspondem aos valores médios de -67,6mV e -41,5mV,
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respectivamente. O potencial zeta permite estimar a carga superficial de
nanoparticulas em suspensdes, onde valores positivos mais elevados
implicam em maior estabilidade da dispersao, enquanto valores mais
baixos ou negativos indicam instabilidade coloidal que pode resultar na
aglomeracdo das nanoparticulas (CLOGSTON e PATRI, 2010). Os
resultados de potencial zeta obtidos para as nanoquitosanas sao reflexo
da maior aglomeracdo de nanoparticulas, pois no pH 7,4 a quitosana
tende a desprotonar, o que possibilita a formacao inter e intramolecular
de pontes de hidrogénio (CHANG et al, 2015). Outro fator relevante
relacionado aos médulos elevados de potencial zeta obtidos pode estar
relacionado a presenca de sal residual oriundo do processo de dissolucdo
(acetato e cloridrato), os quais influenciam na estabilidade das supensdes
por meio de mecanismos que incluem dissociacao (ionizacao) de grupos
funcionais da superficie, adsorcao de ions da solucdo e adsorcdo de
polieletrdlitos (STUMM, 1992).As Figuras 2A e 2B apresentam medidas de
intensidade de espalhamento de luz em funcao do tamanho de particula
para a nanoquitosana derivada do &cido cloridrico e acético,
respectivamente. Em ambos os resultados é possivel verificar duas largas
distribuicdes, que indicam que nas amostras ha particulas e aglomerados
com dimensdes variadas. No primeiro gréfico, verifica-se duas
distribuicbes com intensidades de 97,7% e 2,3%. Os respectivos picos
dessas distribuicdes localizam-se em 321,7nm (x167,6nm) e 5560nm
(£6,1x10™(-4) nm). No segundo grafico, as duas distribuicbes, com
intensidades de 83,4% e 16,6%, apresentam picos em 434,8nm
(£309,2nm) e 4636nm (x823nm), respectivamente. Ambos resultados
apresentaram indice de polidispersividade (PDI) dentro da faixa de 0,08 a
0,7, a qual é a que os algoritmos de distribuicdo melhor trabalham
(MALVERN PANALYTICAL. 2019).Esses resultados sao coerentes com os
valores de potencial zeta obtidos, pois as amostras passaram por
filtragem em filtros de 0,250um e desaglomeracado ultrassénica antes da
andlise. Portanto, a larga faixa de tamanho de particula se justifica pelo
fato das nanoparticulas apresentarem instabilidade que resulta na
formacao de aglomerados com o passar do tempo.Quando avaliada a
relacdo do numero de particulas em funcdo do tamanho é possivel
verificar que apesar da formacdo de aglomerados com uma larga faixa de
tamanho, ainda assim foi obtido um ndmero significativo de particulas
nanométricas (menor que 100nm), conforme pode ser observado nas
Figuras 3A e 3B, as quais mostram duas distribuicdes similares das
amostras de nanoquitosana derivada do &cido cloridrico e acético,
respectivamente. Também é verificado que o numero de
particulas/aglomerados maiores que 1000nm ndo é significativo, pois nao
sdao apresentados sinais acima desta regido.Cabe salientar que a andlise
de tamanho de particula por espalhamento de luz dinamico (DLS) nao
apresenta resolucao suficiente que permita estimar com precisdao o
nimero de particulas nanométricas (<100nm) quando é avaliado uma
amostra com uma larga faixa de tamanho, conforme j& relatado na
literatura (ANDERSON et al, 2013). Também destaca-se que no campo
farmacéutico, também sdo considerados materiais nanométricos aqueles
gue possuem tamanho médio variando de 150nm a 300nm (FRANCESCO e
BORCHARD, 2018).0s resultados obtidos apresentam semelhanca com os
gue sdo reportados na literatura. Entretanto, os métodos para obtencao
de nanoparticulas de quitosana difundidos sao diferentes do método
adotado neste trabalho. Dentre os métodos mais utilizados, destacam-se:
método de gelacdo inotrépica, método de micro emulsdao, complexo de
polieletrélitos (PEC) e evaporacao de solvente (GUPTA et al, 2016;
HEMBRAM et al, 2016). No trabalho de SIVAKAMI et al (2013), o qual
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emprega o método de gelacdo inotrépica para obtencao nanoparticulas de
quitosana para tratamento de dguas residuais, é reportado a obtencao de
particulas com dimensdes de 100 a 400nm. HEMBRAM et al (2016), cita
que através do método PEC é possivel obter nanoquitosana com
dimensdes de 50 a 700nm. Ainda, no mesmo trabalho é citado que pelo
método de micro emulsdo é possivel obter particulas com tamanho menor
que 100nm, e, que pela técnica de evaporacao de solvente pode-se obter
nanoquitosana com dimensdes de 50 a 300nm.6. CONCLUSOESAtravés do
método de obtencdo de nanoquitosana adotado no presente trabalho
verificou-se a influéncia do acido cloridrico e acético na obtencdo de
nanoquitosana. A amostra que apresentou menor instabilidade e a menor
presenca de aglomerados foi a nanoestrutura derivada de acido cloridrico,
a qual apresentou potencial zeta de -41,5mV e intensidade de
espalhamento de luz em funcdo do tamanho predominantemente na
regiao abaixo de 1000nm. Apesar das duas amostras apresentarem uma
larga faixa de distribuicao de tamanho de particula, quando avaliada a
relacdo numero em funcao do tamanho verifica-se que o resultado de DLS
demonstra que em ambas obteve-se um nUmero significativo de
particulas nanométricas (<100nm).Também foi possivel observar nos
resultados de FTIR que o método de aglomeracao da macromolécula de
glucosamina e o processo de purificacdo ndo exercem influéncia
significativa sobre os grupamentos caracteristicos da quitosana. Ainda, é
possivel constatar que nao houve a formacdo de produtos secundarios
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