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Caracterizagao Estrutural e da Capacidade de Absorgao
de Agua em Filmes Finos de Quitosana Processados
em Diversas Concentracoes

Odilio B. G. Assis
Embrapa Instrumentacao Agropecuaria

Valmir L. da Silva
Instituto de Quimica de Sao Carlos,USP.

Resumo: Filmes finos de quitosana (média massa molecular) foram produzidos a partir de solugdes precursoras em
diversas concentragdes e caracterizados com respeito a estrutura e grau de absorgao de agua. Os filmes foram obtidos por
adsorgdo sobre laminas de vidro previamente funcionalizadas (técnica de automontagem). Analises por microscopia
eletronica de varredura e de for¢a atomica revelaram espessuras fracamente relacionadas a concentragao do polissacarideo,
com espessuras ndo superiores a 25-30 nm e caracterizados por estrutura de nano poros. A afinidade por 4gua indica, por
sua vez, forte dependéncia com um comportamento do tipo exponencial com a concentragao de quitosana. Testes compa-
rativos em solucdo tampao também foram realizados demonstrando comportamento diverso ao obtido com agua.

Palavras-Chave: Quitosana, filmes finos, hidrofilicidade, polimero natural, automontagem.

Water Sorption Capacity and Structural Characterization of Chitosan Thin-films Processed from Different Concentrations

Abstract: Chitosan thin-films (medium molar mass) were produced from different concentration precursor solution
and characterized regarding structure and water absorption capability. Films were obtained from direct dipping of
glass slides previously functionalized into acid medium gels (self-assembly technique). Analysis of scanning electron
and atomic force microscopy data revealed a film thickness of less than 25-30 nm with low dependence upon polymer
concentration. All films were featured as a nano porous structure. The water affinity, however, varies exponentially
(21s) with the chitosan content. Comparison tests in buffer solution were also carried out pointing to different behavior

from that found for water.

Keywords: Chitosan, thin-film, hydrophilicity, natural polymer, self-assembly.

Introdugao

Muito tem sido estudado e publicado sobre quitosana e
seus usos na ultima década. Por se tratar de um polimero
natural, biodegradavel, extremamente abundante e atoxico,
a quitosana tem sido proposta como um material potencial-
mente atraente para usos diversos, principalmente em enge-
nharia, biotecnologia e medicina. As indicagdes mais
comuns sao seu emprego como meio complexante de ions
metéalicos!', para a formagdo de coberturas com agio
antifingica e bactericida, como elemento basico para a
confecgdo de matrizes de liberagdo controlada de drogasl®!
e fartamente divulgado, embora ainda que controverso,
como um agente ativo no emagrecimento humano por sua
interagdo com gorduras e estruturas afins (fatter trapper)®,
entre outras dezenas de possiveis aplicagdes sugeridas para
esse material.

A quitosana ¢ um polissacarideo amino, derivado do
processo de desacetilagdo da quitina, que constitui a maior
fragdo dos exoesqueletos de insetos e crustaceos, sendo

assim assumido como o segundo composto organico mais
abundante da naturezal®), ficando atras apenas da celulose.
Enquanto a quitina € inerte e insoluvel, a quitosana € reativa
e soluvel em acidos fracos, podendo ser caracterizada como
um polieletrolito catidnico, sendo geralmente purificada
na forma neutra. Sua estrutura ¢ formada pela repetigao de
unidades beta (1-4) 2-amino-2-deoxi-D-glucose (ou D-
glucosamina) apresentando uma cadeia polimérica similar
a da celulose (exceto pela substituigdo dos grupos hidroxila
na posigao 2 por grupos acetamido). A formula molecular
genérica pode ser expressa como (C¢H,;O,N), e ilustrada
conforme a Figura 1.

Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas que resul-
tam em propriedades como facil formagao de géis, capaci-
dade filmogénica e boas propriedades mecanicas. Filmes
finos de quitosana tém sido ja ha algum tempo objeto de
avaliagOes praticas, nos quais a auséncia ou nao de poros e
suas dimensdes tornam-se fundamentais para a definigdo
de aplicagdes. Macro e microporos apresentam uma relagao
“tamanho-exclusdo” apropriada ao emprego em montagens
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Figura 1. Representagio esquematica da estrutura primdria da celulose e
da quitosana, sendo n o grau de polimerizagao.

de membranas filtrantes sob baixa pressao, adequadas a
sistemas de purificagdo de d4gua ou separagio de residuos!’-81.
Estruturas nanoporosas podem, por sua vez, serem aplicadas
em sistemas de controle de troca e permeagao de gases, para
liberagao de drogas ou compostos moleculares e como cober-
turas comestiveis sobre alimentos processados e embalagens
genéricas®!% Peliculas densas de quitosana também tém sido
recentemente testadas como “pele” temporaria e material
apropriado para reestruturagdo de cartilagens ou em aplica-
¢Oes topicas para regeneracdo e cicatrizagdo de injarias
animais!!12!

Os filmes de quitosana tém sido normalmente obtidos de
maneira bem simples e rudimentar: o polimero ¢ dissolvido
em meio apropriado e vertido sobre uma superficie plana.
Apds a evaporagao do solvente o filme é removido por desta-
camento. A maioria dos filmes processados dessa forma sao
irregulares quanto a espessura e caracterizados por uma estru-
tura fibrosa bastante heterogéneal®. Uma alternativa viavel
para obtengao de filmes poliméricos com um maior controle
estrutural é pela técnica de automontagem (self-assembly)!3,
que tem por base a adsorcdo resultante de interagdes
eletrostaticas. A simples imersao de um substrato solido carre-
gado em uma solugdo rica de um material carregado contra-
riamente a este produzird a adsorcdo inicial de uma
monocamada sobre a superficie, caracterizando o processo
de automontagem. Essa metodologia tem ainda a vantagem
de ndo requerer equipamentos ou procedimentos sofisticados.
Como a quitosana em meio acido apresenta cargas positivas
devido a protonagdo dos grupos amino (NH;"), um substrato
com alta densidade de sitios negativos imerso nessa solugao
se comportara como um suporte adequado a atrag@o e subse-
qiliente formagao de um filme homogéneo. Filmes auto-
montados de quitosana tém sido recentemente avaliados como
superficies ativas em membranas suportadas para interagdo
com agrotdxicos em dgual”l, como revestimento de eletrodos
para desenvolvimento de sensores em meio aquosol'*!3] e
como superficie para testes de avaliagdo de biocom-
patibilidade in vivol'°l.

Uma vez formado o filme, contudo, uma caracteristica
limitante ao seu pleno emprego ¢ a sua hidrofilicidade. Na
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quitosana ha a predominadncia dos grupos amino caracte-
rizados por ligagdes covalentes (N-H), onde a eletrone-
gatividade das ligacdes gera sitios de alta polaridade tornando
assim favoravel o rearranjo de moléculas e agua em torno
desses sitios. Essa caracteristica estrutural, associada aos gru-
pos acetamido, que também sdo polares e estdo presentes na
cadeia polimérica, caracterizam um material com alto grau
de afinidade e retengdo de agual!’l.

Essa elevada taxa de absorgdo de agua traz conseqiiéncias
indesejaveis como a redugdo da estabilidade estrutural do
polimero. Ou seja, a presenga constante de umidade na estrutura
polissacarideo provoca o intumescimento da matriz com conse-
qiiente desagregagao das fibras e destacamento do filme, além
da aceleragdo da degradagio por ataque de microorganismost'®!.
Uma série de trabalhos tem sido propostos para reduzir essa
hidrofilicidade pelo uso de agentes entrecruzantes hidrofobicos
que adicionados a cadeia da quitosana diminuem sua afinidade
por moléculas polares!!*2%, Neste trabalho contudo, avaliamos
a estrutura e perfil de absorc¢ao de agua pela quitosana isolada,
sem agentes entrecruzantes ou adi¢des de qualquer espécie, que
ainda nos parece, ndo ¢ bem caracterizado.

Experimental

Materiais

A quitosana empregada foi adquirida da Fluka Biochemika
(classificada como de média massa molecular) e purificada
segundo procedimentos adotados, que consistem de uma
diluicdo inicial em acido acético diluido (1%) (mantida sob
agitagdo por 24 h) seguido de filtragdo e neutralizagdo em
hidréxido de amonio até a ocorréncia de precipitacio e pos-
terior lavagem. Detalhes experimentais podem ser encon-
trados em publicagdo préviall’l. O material resultante da
purificagdo apresenta aspecto granular com particulas de
formatos irregulares e coloracdo levemente amarelada.

Os géis foram obtidos por dissolugdo do polimero sob
agitacdo moderada em meio aquoso de 4cido cloridrico 0,5
M com ajuste inicial em pH igual a 3. Solugdes com concen-
tragoes de quitosana de 3, 10, 15, 20 e 50 g/L foram prepa-
radas. Periodos de até 12 horas de agitacdo foram necessarios
para obter uma total homogeneizagao. Para simplificar o pro-
cesso todo o procedimento foi realizado a temperatura
ambiente. Laminas de vidro nas dimensdes de 5Smm x
10mm x 2mm, foram quimicamente funcionalizadas pelo
método conhecido como ‘piranha’ anterior ao depdsito. Nes-
te tratamento seguiu-se a seqiiéncia proposta por Kern!?!l, que
consiste na imersao das laminas em solugdo de H,SO,/
H,0,(7:3 v/v), seguido de limpeza no ultra-som por 1 h. Apds
este periodo o material é lavado exaustivamente com agua
ultrapura, imersos em solu¢do de H,O/NH,OH/H,0, (5:1:1
v/v/v) e lavados novamente em agua. Esse tratamento pro-
move uma limpeza acida elevando a exposig¢ao dos grupos
silanois da superficie vitrea e por conseguinte a densidade de
sitios negativos.

Os filmes foram obtidos por imersdo direta das 1aminas
nas solugdes de quitosana por 3 minutos, lavados em agua
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destilada e deixados secar espontaneamente. Trés laminas
foram separadamente mergulhadas em cada concentragao para
garantir repetitividade das medidas.

Caracterizagdo dos filmes

O aspecto genérico dos depodsitos foi observado sob
microscopia eletronica de varredura (MEV) em sistema LEO
Electron Microscopy Ltd (Cambridge). A caracterizagdo topo-
grafica dos filmes foi conduzida por microscopia de forga
atomica (AFM) em modo ndo-contato, em sistema
TopoMetrix Discover. Areas aleatérias de 500nm x 500nm
foram varridas e imagens e perfis analisados por programas
TOPOSPM e SPIP 2.1 (Scanning Probe Image Processor). A
espessura do filme foi obtida diretamente no microscopio de
for¢a atomica, tomando as médias das alturas de degraus
estabelecidos entre regides com e sem filme sobre uma mesma
lamina examinada.

Para os filmes em cada concentragdo, o montante de agua
absorvida foi determinado em concordancia com procedi-
mento normatizado, ASTM Standard Method C97-96. Con-
forme a norma, amostras (lIamina + vidro) apos secagem
espontanea foram colocadas em mufla e aquecidas em tem-
peratura proxima a 40 °C até que o peso se mantivesse
estavel, o que ocorre instantaneamente em fungéo das dimen-
soes da amostra. Apos resfriamento, foram entdo posicionadas
em um suporte metalico e individualmente imersas em agua
destilada (pH 5,6) a temperatura ambiente, contida em um
frasco posicionado sobre o prato de uma balanga analitica.
Apos a estabilidade da medida de massa do conjunto, a
amostra ¢ retirada, o excesso de agua escorrido naturalmente
e pesada separadamente. A razio de absor¢ao de agua ¢ esti-
mada por célculo simples:

Ganho de massa (absor¢do) % = [(B — A)/A] X 100

Sendo: A = o peso da amostra seca
B = 0 peso da amostra ap6s imersao.

Seguindo sugestdo de Angelova et al.[??), medidas de ganho
de massa também foram avaliadas em solugao tampao fosfato
(pH 7,2), para efeito comparativo. As medidas em tampao
permitem avaliar qualitativamente possiveis diferengas de-
correntes da atrag@o polar entre o filme e o meio.

Resultados e Discussao

De forma qualitativa e macroscopica, os filmes de
quitosana resultantes do processo de automontagem, apds
secagem total, sdo bastante estaveis, com poucas falhas
aparentes e ausentes de macroporos, independentes da
concentragdo precursora. Os principais defeitos observados
devem-se a processos de deposigao ou adsorcao diferenciada,
provavelmente em fungéo de impurezas presentes no substrato
ou na solugdo. A retengdo de agua sobre a lamina durante o
processo de deposigdo também pode conduzir a uma seca-
gem irregular, gerando “bolhas” e em alguns casos, destaca-
mentos espontdneos em posigdes localizadas, que podem levar
a ruptura do filme ou a corrugagdo da superficie. De uma
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Figura 2. Superficie dos filmes formados sobre lamina de vidro (10 g/L).
Em (a) aspecto de filme automontado, superficie regular com poucos de-
feitos; em (b) filme de mesma concentragéo obtido por escoamento e seca-
gem espontanea (casting) sobre superficie plana.

forma geral os filme obtidos por automontagem sao homo-
géneos e diferem dos filmes obtidos por simples escoamento
por serem extremamente finos e apresentarem superficie
menos irregular, como pode ser comparado nas imagens da
Figura 2 obtidas por microscopia eletronica.

Com o uso de microscopia de forga atdmica constata-se
contudo que mesmo as regides mais homogéneas dos filmes
automontados ndo sdo tdo regulares quanto aparentam. Uma
caracteristica comum em todas as concentragdes em escala
nanométrica ¢ uma topografia irregular e nanoporosa. A super-
ficie encontrada ¢ formada por nicleos parcialmente circu-
lares distribuidos ao longo do filme configurando uma
estrutura do tipo “montanhas e vales”. Esses nticleos sdo
provavelmente aglomerados de cadeias poliméricas resul-
tantes da interagdo em meio aquoso e da subseqiiente depo-
sigdo conjunta sobre o substrato sdlido, embora, analises t€ém
sugerido a possibilidade da ocorréncia de mecanismos de
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Figura 3. Imagem tipica, obtida por AFM da estrutura de filme de quitosana
sobre lamina de vidro. A regido ampliada detalha aspectos da estrutura
porosa e dos nucleos (da ordem de 30 nm de didmetro) estabelecidos na
formagao do filme (20g/L).

nucleagdo e coalescimento de monocamadas ilhadas, que
resultariam em estrutura final similar!?3l, Esses nucleos
tornam-se ligeiramente maiores e mais adensados com o
aumento da concentracdo de quitosana no gel, o que pode
indicar uma menor dissolugao do polimero em solugdo. Esse
resultado € de certa forma esperado considerando que ao final
da homogeneizacdo o pH resultante, com o aumento da
concentragdo, tende a valores mais altos. Nessas condigdes,
a cadeia polimérica da quitosana assume uma conformagao
mais enovelada favorecendo a formagao agregados em solu-
¢do. Essa configuragdo no processo de automontagem tende
a uma deposicao conjunta sobre o substrato e facilita uma
acomodagido maior de polimero!'3l. Modelos de adsor¢do de
polimeros lineares a partir de meio aquoso sobre superficies
solidas sdo fartamente encontrados na literatura, com boas
revisdes nos trabalhos de Myers??¥l e de Karim & Kumar!?3l,

A Figura 3 apresenta uma imagem de AFM tipica, de um
filme de quitosana, a 20 g/L, na qual a estrutura citada ¢ me-
lhor observada.

A deposicdo molecular, individual ou por aglomerados,
que gera esta formagdo de ilhas isoladas, confere ao filme
uma estrutura porosa. A porosidade em filmes de quitosana é
fundamental para definir aplicagdes praticas. No caso de
filmes por automontagem a porosidade pode ser melhor
caracterizada através da analise de segdes transversais, gera-
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Figura 4. Distribui¢do de poros no filme com 20 g/L, obtida através de
analise de segdes transversais por AFM.
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das pela microscopia de forga atbmica. Em medidas quantita-
tivas, conduzida estatisticamente em 40 linhas de perfil secao
transversal, encontramos tamanhos de poros de aproximada-
mente 12 nm. Os poros nos filmes seguem uma distribuicdo
proxima a uma gaussiana ou tendendo ao tipo log-normal e
com poucas flutuagoes em fungdo da concentragdo. A Figura
4 ilustra a distribui¢ao encontrada para o filme formado a par-
tir da solugdo com concentragdo de 20 g/L, representativa para
todas as concentragdes avaliadas.

Na Figura 5, temos a flutuagdo da rugosidade média
quadratica, do tamanho de poros e dos valores de espessura
dos filmes medidos em func¢do da concentragdo. Esses valo-
res também foram obtidos por AFM. Vemos que as espes-
suras dos depositos se estabilizam em torno de 25-30 nm,
para concentragdes superiores a 20g/L. Ou seja, os filmes
depositados nao seguem uma relagdo linear com a concen-
tragdo em solugdo, o que era esperado, considerando a
formagdo de monocamada, ou seja, uma vez que sao ocupa-
dos os sitios de cargas sobre a superficie vitrea a deposigao
subseqiiente de moléculas a partir da solugao é consideravel-
mente reduzida. Assim, de um modo geral, todos os filmes
sdo extremamente finos.

A rugosidade, contudo, apresenta um comportamento
distinto. Esta segue uma relagao de crescimento proporcional,
relativamente linear com o aumento da concentragdo de
polimero em solucdo. A rugosidade crescente pode ser fungao
dos aglomerados e/ou dos mecanismos que atuam na forma-
¢do do filme, como brevemente discutido. Vale a pena lem-
brar que uma superficie com maior rugosidade apresenta
conseqlientemente uma maior area de interagdo, o que con-
tribui para elevar o grau de absor¢ao em meio aquoso. E como
ja comentado, ha pouca relacdo entre concentracdo do
polimero e variagdes nos tamanhos de poros medidos nos
filmes formados.

Com respeito aos valores medidos de absorgao de agua,
segundo a norma empregada, o resultante ganho de massa em
fungdo da concentragdo de quitosana apresenta um
comportamento do tipo exponencial, representado na Figura 6.

ol I Poros
1874; 1 l
12 1 T A

1 1
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32r
28

24k /i/§ %
20} / *
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S =Wk W
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3 ¢ .___§/§ Rugosidade RMS
1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50
Concentragéo de Quitosana (g/L)

Figura 5. Rugosidade média, espessura e tamanho de poros resultantes
nos filmes de quitosana em fungdo da concentragdo de polissacarideo na
solugdo precursora.
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Figura 6. Porcentagem de massa adquirida por absor¢do, em fungdo da
concentragdo de quitosana na solugdo filmogénica.

Para medidas comparativas em solugdo tampao esse com-
portamento ¢ perfeitamente linear e com ganhos considera-
velmente inferiores aos medidos para a agua. As distintas
razdes de absor¢ao podem ser entendidas como resultado das
diferentes interagdes idnicas que ocorrem na presenga destas
solugdes. A agua destilada (em pH 5,6) e o tampao (em pH
7,2) diferem nas condigdes de equilibrio i6nico. A agua ¢
extremamente polar, com constante dielétrica de 78,54 a
temperatura ambiente. Ja solu¢des de tampao fosfato, embora
dependam de sua molaridade, apresentam constantes
dielétricas inferiores a 6012927 caracterizando moléculas
menos polarizadas. Ou seja, a menor aquisi¢do de massa em
meio tampao confirma a forte afinidade do polimero por
estruturas polares.

As caracteristicas da absor¢do de agua encontradas nos
filmes de quitosana sdo perfis similares aos apresentados por
Lieberman et al.?®], para filmes baseados em colagenos.

Polissacarideos sdo materiais naturalmente hidrofilicos.
A hidrofilicidade da quitosana, em particular, se da como fun-
¢do de seus grupos desacetilados que naturalmente associa-
dos aos grupos hidroxilas e amino caracterizam esta forte
afinidade por moléculas polares. Como visto, esses grupos
tém uma grande influéncia sobre o montante de agua retida,
considerando que o aumento da concentragdo de quitosana
no filme interfere significativamente na quantidade absorvida.
Mesmo para a solugdo tampdo a tendéncia de aumento da
concentragao com acréscimos no ganho de massa € observada.

Outro aspecto que contribui para uma maior retengao de
agua ¢ a estrutura porosa que constitui os filmes analisados.
Os poros facilitam a permeacdo e subseqiiente retencio de
agua na matriz polimérica. Para os filmes com concentragao
superior a 20 g/L, a integridade dos filmes torna-se bastante
instavel na condigdo saturada. A instabilidade nessas condi-
¢oes pode ser entendida como conseqiiéncia do intumes-
cimento no filme, que gera um “inchaco” na matriz afastando
entre si os nucleos depositados, reduzindo por conseguinte
as interagOes intermoleculares. Sdo observadas nessas condi-
¢des regides de facil destacamento do filme sobre a super-
ficie vitrea por simples pressdo manual.
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De uma forma geral, contudo, vemos que a formagao dos
filmes ¢ relativamente independente do teor de quitosana, o
que permite certa flexibilidade de escolha e operagdo. O ideal
seria, para uma melhor caracterizacdo, avaliar varias
quitosanas comerciais, comparando os dados de retengdo de
agua nas diversas marcas disponiveis.

Conclusdes

As concentragdes empregadas para o processamento de
filmes de quitosana por automontagem sobre laminas de vidro
funcionalizadas, resultaram em estruturas similares ¢ com
pouca dependéncia com relacdo ao teor de polimero adicio-
nado na solug@o precursora, salvo para o caso de absorgao de
agua que ¢ fortemente dependente da concentragao. Os fil-
mes sdo finos, com espessuras ndo superiores a 30 nm,
caracterizados por nucleos ou aglomerados homogeneamente
dispersos, o que confere uma matriz nanoporosa. Foi confir-
mado o carater hidrofilico da quitosana, onde independente
da concentragao a taxa de absorgao de agua ¢ elevada.
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