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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo principal a produgéo de whiskers de
beta-quitina por acidolise com acido cloridrico (HCI), acido sulfurico (H2SO4) e acido
fosférico (H3POs4), e busca avaliar as diferencas estruturais e fisico-quimicas
promovidas em funcdo do acido empregado e das condi¢des reacionais. A estrutura
da beta-quitina de partida foi caracterizada por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN 13C) e também quanto a grau médio de
acetilacédo (GA = 96 %), e massa molecular viscosimétrica média (Mv = 413000 g/mol).
A caracterizacao dos whiskers revelou que ndo ocorreu N-desacetilacéo, visto que o
grau médio de acetilacdo se manteve inalterado e que a aciddlise promoveu
predominantemente a ruptura das ligacdes glicosidicas, levando a acentuada
despolimerizacdo, o que se refletiu em significativa reducdo da massa molecular
viscosimétrica média dos whiskers, para valores proximos de Mv = 10000 g/mol. A
morfologia dos whiskers de beta-quitina foi caracterizada por técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissao (MET), bem como de forca atbmica
(MFA). Assim, os whiskers produzidos por aciddlise com HCl (WHCIl) e H2SO4
(WH2S0a4) se assemelham a agulhas, i. e. s@o cristais estreitos e alongados, do tipo
needle-like, enquanto aqueles produzidos por acidélise com H3zPO4 (WH3PO4) exibem
forma esférica e tamanho reduzido, como consequéncia do tratamento mais agressivo
utilizado neste caso ([HsPO4] = 9M). Estas caracteristicas também foram observadas
por espalhamento de luz, indicando predominancia de particulas esféricas na amostra
WH3POa. Além disso, os espectros no infravermelho e de RMN da amostra WH3POa4
mostraram diferencas importantes em relacdo aos das outras amostras, sendo
constatado que houve conversao de beta-quitina em alfa-quitina neste caso, o que é
evidenciado pela presenca de picos caracteristicos de ressonancia, i.e.
desdobramento dos sinais referentes a C3-C5 (= 75 ppm) e C6 (= 65 ppm), e
desdobramento das bandas de amida | (= 1610 cm™). Adicionalmente, a amostra
WH3PO4 exibiu valores mais elevados de indices de cristalinidade determinados a
partir dos espectros de difracdo de raios X (DRX) e de RMN 12C. Diferencas também
foram observadas no comportamento de degradacdo térmica da amostra WHsPOa,
qgue exibiu temperatura de inicio da degradacdo mais elevada (= 300 °C) em
comparacao as demais amostras (= 250°C), revelando maior estabilidade térmica.
N&o foram observadas evidéncias espectroscopicas da presenca de grupos sulfato e
fosfato nas superficies dos whiskers e todas as amostras exibiram potencial { = +20
mV em pH 7. Os estudos sobre o uso dos whiskers de beta-quitina para remocao de
corantes em meio aquoso, a saber alaranjado de metila (MO; corante anionico) e azul
de metileno (MB; corante catiénico), revelaram que n&o ha interagéo significativa dos
whiskers com azul de metileno, ao passo que os resultados de capacidade maxima
de adsor¢ao de MO das amostras WHCI (gm = 65 mg/g) e WH2S04 (gm = 62 mg/qg),
determinadas pelo ajuste dos pontos experimentais a isoterma de Langmuir se
mostraram muito mais elevadas que os encontrados na literatura para o mesmo
corante e utilizando quitina como adsorvente (gm = 7 mg/g). Os valores das constantes
de adsorcéo foram calculados pelo ajuste dos pontos experimentais ao modelo de
pseudo-segunda ordem e indicaram rapida adsorcdo de MO no caso da amostra
WH2S0a, com valores de k2 = 3,5 mg g* min.



Palavras-chave: whiskers de beta-quitina, acidélise, propriedades fisico-quimicas,
adsorcao de corantes.



Abstract

The main objective of the present work was the production of beta-chitin
whiskers by acidolysis with hydrochloric acid (HCI), sulfuric acid (H2SO4) and
phosphoric acid (HsPOa4), and aimed to evaluate the structural and physicochemical
differences promoted by the acids employed and the reaction conditions. The structure
of the starting beta-chitin was characterized by carbon nuclear magnetic resonance
spectroscopy (*3C NMR) and average degree of acetylation (GA = 96%), and average
viscosimetric molecular weight (Mv = 413000 g/mol). Characterization of whiskers
revealed that N-deacetylation did not occur, since the average degree of acetylation
remained unchanged and that acidolysis predominantly promoted the breakdown of
glycosidic bonds, leading to high depolymerization, which was reflected in significant
reduction of the average viscosimetric molecular mass of the whiskers, to values of
about Mv = 10000 g/mol. The morphology of beta-chitin whiskers was characterized
by scanning electron microscopy (SEM) and transmission (TEM) techniques, as well
as atomic force (AFM). Thus, whiskers produced by acidolysis with HCI (WHCI) and
H2S04 (WH2S04) resemble needles, i.e they are narrow and elongated, needle-like
crystals, while those produced by acidolysis with HsPOs (WH3POa4) exhibited a
spherical shape and reduced size, as a consequence of the more aggressive treatment
used in this case ([H3POs4] = 9M). These features were also observed by light
scattering, indicating the predominance of round particles for the WH3sPO4 sample.
Furthermore, structural differences were observed by NMR and infrared spectroscopy
(FTIR) techniques, especially in the case of the WH3PO4 sample. It was found that
there was a conversion of beta-chitin to alpha-chitin in this case, evidenced by the
presence of characteristic resonance peaks, i.e. the splitting of signals referring to C3-
C5 (= 75 ppm) and C6 (= 65 ppm) and splitting of the bands of amide | (= 1610 cm-1)
in the FTIR spectrum and also higher indices of short-range crystallinity (= 89%)
calculated by 13C NMR. This differente in crystallinity was also observed in the thermal
degradation profiles, in which WH3PO4 showed higher degradation temperatures (=
300 °C), whereas the other samples had peak degradation at = 250°C. Spectroscopic
evidence of the presence of sulfate and phosphate groups on whisker surfaces was
not observed. Whiskers were used to remove dyes in agueous media, such as methyl
orange (MO) and methylene blue (MB), chosen for their different chemical structures.
Through the adsorption tests, it was observed that there is no significant interaction of
whiskers with MB, while there was considerable maximum MO adsorption capacity for
WHCI (gm = 65 mg/g) and WHSO4 (gm = 62 mg) samples, calculated by the Langmuir
isotherm fit. These values were significantly higher than the ones found in other studies
(gm = 7 mg/g). Adsorption constant rates were calculates by fitting the pseudo-second
order model and indicated slightly faster MO adsorption for the WH2SO4 sample, with
values of k2 = 3,5 mg g** min't.



Keywords: chitin whiskers, acidolysis, physical-chemical properties, dye
adsorption.
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Apresentacéo

Esta tese foi dividida em trés capitulos com intuito de organizar os assuntos
discutidos e facilitar sua compreensao. O Capitulo 1 trata da fundamentacao teorica e
revisdo bibliografica necessarias para as principais discussdes deste trabalho. Em
seguida, no Capitulo 2, serd tratada a producédo de whiskers de beta-quitina a partir
da hidrdlise por diferentes acidos. Finalmente, o Capitulo 3 versa sobre a aplicacéo

dos whiskers de beta-quitina para adsorcao e remocao de corantes em meio aquoso.



Motivacao

Os primeiros polimeros sintéticos foram desenvolvidos no inicio do século XX,
e suas diferentes estruturas e propriedades fizeram desta classe de macromoléculas,
excelentes matérias-primas para diversas aplicacées. Com isso, desde a década de
1950 (1951-1960), ja foram produzidas aproximadamente 8 bilhGes de toneladas de
polimeros, 400 milhdes de toneladas somente em 2018 (GOWTHAMAN et al., 2021).
A principal fonte de matéria-prima para producdo de polimeros € o petrdleo,
importante insumo para o desenvolvimento industrial da segunda metade do século
XX. No entanto, sua exploragdo, em se tratando de recurso natural limitado, nao-
renovavel e de acesso desigualmente distribuido globalmente, é insustentavel seja do
ponto de vista econdmico como ambiental. Assim, tais bases insustentaveis sao
responsaveis pela degradacdo do solo, mangues e ecossistemas aquaticos, bem
como pelas mudancas climaticas, pois aos danos ambientais decorrentes das
operacdes de exploracdo e refino do petrdleo se somam aqueles decorrentes do
consumo de combustiveis derivados dele, geradores de gases de efeito estufa, os
guais sao fortemente associados ao aquecimento global.

Embora a versatilidade, variedade de aplicacdes e durabilidade dos polimeros
os tenham tornado praticamente onipresentes no dia a dia, os impactos ambientais
decorrentes da utilizacdo e descarte anual de centenas de milhdes de toneladas de
materiais poliméricos, sobretudo plasticos, sdo cada vez mais visiveis e preocupantes.
Além do acumulo de lixo, inclusive com formacdo de imensas ilhas de plasticos nos
oceanos, a quantidade de carbono liberada na atmosfera tanto pela extracdo de
petréleo como pela queima dos plasticos é bastante elevada, intensificando as
mudancas climaticas. Estima-se que cada quilograma de plastico incinerado libere
cerca de 2,8 quilogramas de di6xido de carbono na atmosfera, um dos principais
gases do efeito estufa (GOWTHAMAN et al., 2021). Adicionalmente, os aditivos
presentes nos materiais poliméricos podem ser disseminados no ambiente e
assimilados na cadeia alimenticia, com consequéncias a saude humana, enquanto os
materiais vdo se fragmentado como consequéncia de varios fatores ambientais.
Assim, particulas muito pequenas, denominadas microplasticos, também podem ser
levadas por correntes maritimas e ventos para locais muito distantes de onde foram

geradas.



Desta forma, ha uma busca pela diminuicdo do uso de polimeros derivados do
petréleo e sua substituicdo pelos chamados polimeros naturais (ou biopolimeros).
Esta classe de polimeros € proveniente de fontes naturais e renovaveis, sendo
divididos em dois grupos: (i) aqueles produzidos por organismos vivos (como
carboidratos e proteinas) e (ii) produzidos a partir da polimerizacdo de monémeros
naturais (por exemplo acido latico e triglicerideos) (JOHN; SABU, 2012). Os
biopolimeros séo, portanto, fontes renovaveis alternativas aos derivados de petréleo,
e geralmente séo produzidos para serem biodegradaveis e compostaveis, diminuindo
seu impacto ambiental. Estima-se que seu uso poderia ajudar a reduzir quantidade de
fontes fosseis utilizadas para produzir os 21 milhdes de toneladas anuais de plasticos
empregados em embalagens, bem como diminuir os quase 17 milhdes de toneladas
descartados anualmente em aterros (GOWTHAMAN et al., 2021).

Um dos principais biopolimeros estudados atualmente é a quitina. Assim como
a celulose, a quitina é um polissacarideo linear e vem ganhado destaque por ser muito
abundante na natureza, além de ter propriedades interessantes como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e elevada taxa de renovacéo anual. Tanto a
quitina, como seu principal derivado — a quitosana — vém sendo estudados para
substituir polimeros de origem fossil em diversas areas como embalagens. Outras
areas de aplicacdo mais avancadas também sdo estudadas, como carreadores de
farmacos, curativos inteligentes e também como removedores de poluentes em
efluentes industriais (JOHN; SABU, 2012).

Por ser um polissacarideo semicristalino e conter diferentes grupos funcionais
em sua estrutura, a quitina € passivel de diversas modificacées quimicas. Uma delas,
a acidolise, tem intuito de obter nanocristais e nanofibras, chamados de whiskers, em
processos similares aos utilizados para obtencdo de whiskers de celulose. Tais
whiskers sdo amplamente utilizados como refor¢cos de matrizes poliméricas, mas eles
também sdo estudados para outras aplicagcdes, como por exemplo remocao de
poluentes em meio aquoso (HUANG et al., 2015a).

Neste contexto, este trabalho visou ao estudo da producao de whiskers de beta-
quitina a partir de diferentes tratamentos acidos, com intuito de agregar valor a este
importante biopolimero. Além disso, estes whiskers foram utilizados para verificar sua
aplicacdo na area ambiental para remover corantes em meio aquoso. E importante
destacar que alguns dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) das

Nacdes Unidas como “Agua Potavel e Saneamento” e “Vida na Agua’, sdo



contemplados por este trabalho, uma vez que busca o melhor manejo de descartes
da industria pesqueira, bem como a aplicacdo da biomassa na despoluicdo de meios

aquéticos.



Capitulo 1 — Introducéo e Revisédo Bibliografica
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1. Introducéo

1.1. Quitina: Historico e Atualidade

A quitina foi descoberta na Franca no inicio do século XIX pelo quimico Henry
Braconnot, a partir da extragéo alcalina de fungos. Braconnot denominou o composto
insolivel em agua de fungina, além de relatar a formacgéo de acido acético durante a
extracdo alcalina. No entanto, é possivel que a primeira mencédo sobre o produto
isolado por Braconnot seja de 1799, quando o quimico inglés Charles Hatchett
descreveu a formacgao de “um material particularmente resistente a produtos quimicos
usuais” ao realizar experimentos com carapagas de animais marinhos. Como n&o ha
indicativos de que Hatchett tivesse dado conta da importancia de sua descoberta, bem
como nao existam outros estudos de sua autoria sobre o assunto, o crédito pelo
isolamento da quitina geralmente é dado a Braconnot (CRINI, 2019; ROBERTS,
1992).

Em seus estudos realizados com as fraces extraidas dos fungos, Braconnot
analisou a quantidade de nitrogénio no liquido obtido pela destilacdo da fracédo
contendo fungina e constatou a presenca de acetato de amdénio. Além disso, ele
também notou a formacado de acido acético quando esta fracdo era tratada com &cido
sulfrico concentrado. Com isso, ele concluiu que a fungina era diferente dos
compostos obtidos a partir da extracdo de materiais lenhosos, contendo mais
nitrogénio que elas, embora em menor quantidade que na proteina de trigo ou em
compostos de origem animal (CRINI, 2019).

Em 1823, outro quimico francés, Antoine Odier, ao submeter élitros (carapacas)
de besouros a tratamentos alcalinos, isolou uma fragéo insoltvel que ele denominou
de quitina. A escolha do nome tem origem no grego chiton (yitov), e significa
“cobertura”. Em seus experimentos, Odier ndo detectou presenca de nitrogénio em
suas amostras, o que o levou a concluir erroneamente que “é muito notavel encontrar
na estrutura dos insetos a mesma substancia que forma as plantas”, confundindo-a
com a celulose (isolada somente uma década e meia depois, em 1838). E importante

destacar que Odier também identificou a presenca de quitina na carapaca de
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caranguejos e sugeriu que as carapacas de todos os insetos e também aracnideos
também tivessem quitina (CRINI, 2019; ROBERTS, 1992).

Ao se deparar com os escritos de Odier, o quimico inglés John Children tratou
com certo ceticismo a conclusao acerca da auséncia de nitrogénio na quitina. Children
realizou outros experimentos e observou que “durante a acédo dos alcalis, ha uma
ligeira liberagdo de aménia”. A partir de analises elementares, Children encontrou
cerca de 10% de nitrogénio nas amostras, inclusive sugerindo a formula empirica
C11H1707N2. Atualmente se imagina que, como ambos realizaram extracées com KOH
a guente, € muito provavel que tanto Odier quanto Children tenham isolado quitosana
ao invés de quitina (CRINI, 2019; ROBERTS, 1992).

A quitosana, no entanto, somente foi isolada e descrita em 1859 pelo fisiologista
francés Charles Rouget. Ele descobriu que o aquecimento da quitina em solucdes
concentradas de KOH sob condicfes de refluxo resultava em um produto solavel em
acidos organicos diluidos, que ele chamou de quitina modificada. O termo quitosana,
porém, so6 foi cunhado em 1894 pelo fisiologista alemé&o Felix Hoppe-Seyler (CRINI,
2019).

Ao longo do século XIX e inicio do século XX, diversos cientistas europeus
descreveram a obtencdo de quitina (e quitosana) a partir de extracdes de carapacas
de diversos artrépodes (terrestres e marinhos) e de fungos. Em 1876, o médico Georg
Ledderhose, ao trabalhar com hidrélise &cida de quitina proveniente de cascas de
lagosta (utilizando HCI concentrado), determinou que o composto formado consistia
de um novo agucar contendo nitrogénio: a glucosamina. Ledderhose inclusive sugeriu
gue este acucar diferia da glicose pela presenca de um grupo amino em substituicao
de uma das hidroxilas (CRINI, 2019).

No entanto, mesmo com avancos de quase um século acerca da composi¢ao
exata da quitina, havia muita confusdo entre os cientistas. Um exemplo consiste nos
estudos do quimico suico Ernst Winterstein. Ao extrair proteinas de fungos, em 1893,
ele concluiu que os residuos insoluveis do processo - quitina - seriam “celulose de
fungos”, que teria presencga de nitrogénio. Fica evidente que até o inicio do século XX,
nao havia consenso a respeito das estruturas de quitina (e quitosana) e celulose.
Somente a partir da década de 1930, com o avanco de técnicas de difracédo de raios
X, que as estruturas dos trés polissacarideos foi melhor elucidada (CRINI;
LICHTFOUSE, 2019a).
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O periodo entre 1930 e 1950 é considerado por Crini (2019) como fase de
“‘exploragao” da quitina. Um ano antes, em 1929, os quimicos Paul Karrer e Albert
Hofmann haviam concluido que a “quitina € um polimero formado por N-
acetilglucosamina, e a quitosana contém tanto glucosamina quanto N-
acetilglucosamina”, o que permitiu grandes avangos nas décadas seguintes. Foi neste
periodo que as estruturas cristalinas desses polissacarideos foram elucidadas,
indicando a formacéao de ligacdes glicosidicas do tipo p-1—4, e ja era consenso de
gue celulose e quitina eram de fato polimeros diferentes (ROBERTS, 1992).

Ao final da década de 1940 ja ndo havia mais dluvidas acerca das estruturas da
quitina e quitosana. No entanto, as préximas décadas (1950-1970) trouxeram poucos
avancos no estudo destes polissacarideos, principalmente pelo rapido
desenvolvimento das aplicacdes de polimeros sintéticos. Neste periodo foram revistos
0s métodos de isolamento e purificacdo de quitina, bem como o refinamento da
elucidacéo de suas estruturas cristalinas, com a descoberta de trés polimorfas (a,
v quitina) (CRINI, 2019; CRINI; LICHTFOUSE, 2019a).

O interesse pela quitina e quitosana so foi redescoberto a partir da década de
1970, movido pelo interesse em melhor utilizar os residuos da pesca de animais
marinhos, principalmente crustaceos. Eugene Khor (2014) descreve este periodo
como sendo uma Era de Ouro para a pesquisa sobre estes polissacarideos. Segundo
ele, houve desenvolvimento em quatro areas: (i) a recuperacao de quitina a partir de
biomassa marinha; (ii) estudos estruturais para elucidar as propriedades da quitina;
(i) a derivatizacdo quimica de quitina e quitosana e (iv) a descoberta das diversas
aplicacdes em potencial da quitina.

Além disso, Khor (2014) também cita a importancia da internacionalizagéo e
estreitamento de colaboracdes entre os cientistas da area, destacando a primeira
Conferéncia internacional de Quitina e Quitosana (ICCC), de 1977. Outras entidades
foram formadas, como a Sociedade Europeia de Quitina (EUCHIS), o Asia Pacific
Chitin and Chitosan Symposium (APCCS) e a Sociedade Iberoamericana de Quitina.
Alain Domard (2011), cita importantes avan¢cos neste periodo de trinta anos,
principalmente: (i) melhorias nas formas de obtencdo de quitina; (i) controle nas
reacoes de decacetilagdo e producdo de quitosana e (iii) estudos relativos ao
comportamento deste biopolimero em solugcdes aquosas, que ampliaram suas

possibilidades de aplicacdo. Importantes contribuicbes também foram dadas por
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cientistas como Marguerite Rinaudo (2006) e Martin Peter (1995), além dos ja citados
George Roberts (1992) e Alain Domard (2011), dentre outros.

De fato, este desenvolvimento pode ser visualizado pelo numero de
publicacdes anuais contendo os termos “chitin” ou “chitosan” em titulos, abstracts e
palavras-chave, realizada na plataforma Scopus (

Figura 1). Foram considerados artigos cientificos, revisfes, capitulos de livros
e livros nesta busca. Além da internacionalizacdo, houve enorme desenvolvimento de
pesquisas que visam aplicar a quitina e quitosana em diversas areas do
conhecimento, como por exemplo biomateriais, cosméticos, alimentos, ambiental,

entre outros.

Figura 1 - Numero de publica¢Bes anuais com os termos "chitin or chitosan".
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Fonte: Scopus (outubro/2021).

1.2. Ocorréncia e fontes de obtencéo

A quitina é um polissacarideo de elevada incidéncia na natureza, sendo
considerado como 0 mais abundante aminopolissacarideo produzido por organismos
vivos (ELIEH-ALI-KOMI; HAMBLIN, 2016). A quitina pode ser encontrada no
exoesqueleto de crustaceos, cuticulas de insetos e paredes celulares de fungos e

algumas algas, conforme descrito pela Tabela 1. Estima-se que somente em
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ambientes marinhos, sejam produzidos mais de 1 bilhdo de toneladas de quitina por
ano (CAUCHIE, 2002).

Tabela 1. Fontes de quitina e quitosana em organismos aquaticos, terrestres e
microorganismos.

Crustaceos Ol.Jtro.S Fungos e Outros Ogtro;
” animais Insetos . . animais
aquéaticos . cogumelos  microorganismos
marinhos terrestres
Cogumelo
Escorpides de Paris
Lulas
) Chocos Aranhas Orelha de ]
Camarodes g Baratas Pau Neméatodos
Caranguejos (seglas) Besouros Shiitake Algas verdes Porcellio
Anelideos : Algas marrons
Lagostas Bichos-da-  Trametes scaber
: Moluscos . Leveduras :
Lagostins seda versicolor Tatuzinho-
. Celenterados : : Esporos I
Krill Formigas Ascomicetos de-jardim

Braquiopodes Mosquitos  Aspergillus

Abelhas niger
Mucor rouxii

Fonte: Adaptado de (CRINI; LICHTFOUSE, 2019a).

Embora a quitina seja encontrada em diversos tipos de animais (e fungos) dos
mais variados ambientes marinhos e terrestres, atualmente sua principal fonte de
obtencdo sdo crustaceos (caranguejos e camardes) e moluscos (lulas), a partir de
rejeitos da industria pesqueira (CAMPANA-FILHO et al.,, 2007; PENICHE;
ARGUELLES-MONAL; GOYCOOLEA, 2008).

Segundo dados da Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura (FAO) da
Organizacdo das NacOes Unidas (ONU), a produgcdo de caranguejos e camardes
corresponde a cerca de 8% do total de pescados, enquanto os cefalépodes (lulas,
sépias e polvos) chegam a quase 4% do total (FAO, 2020), somando mais de 15
milhdes de toneladas em 2018. Os dados apresentados na Tabela 2 indicam a
producdo anual, bem como valores financeiros das principais fontes de quitina.
Embora os valores para lulas estejam somados aos de outros cefalopodes como
sépias e polvos, estima-se que lulas correspondam a 70% da captura total desta
classe de moluscos (VIANA et al., 2021).
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Tabela 2. Dados estimados da producdo anual de caranguejos, camardes e
cefal6podes.

2012 2014 2016 2018
ton(mi) 1,431 1,682 1,650 1,581
Captura US$/ton 3850 @ 4100 4150 @ 4220
US$ (mi) 5511 6895 6847 6673
ton (mi) 280 341 393 400
Aquicultura  US$/ton 4957 6441 6325 5970
US$ (mi) 1387 2196 2485 2383
ton (mi) 3350 3401 3384 3455
Captura US$/ton 3700 @ 4000 4200 @ 4500
US$ (mi) 12374 13603 14213 15549
ton (mi) 7064 4565 5113 6004
Aquicultura  US$/ton 5613 6366 6221 6408
US$ (mi) 22813 29063 31808 38479
ton (mi) = 4032 4857 3518 3637
Captura US$/ton 2000 @ 2200 2250 @ 2600
US$ (mi) 8064 10685 7916 9455
Aquicultura N&o ha dados
Fonte: Adaptado de (FAO, 2020).

Caranguejos

Camardes

Lulas, sépias e polvos

Ainda de acordo com a Tabela 2, é possivel notar que a producdo de
caranguejos e camardes, além de muito mais elevada que de lulas, tem expressiva
contribuicdo da aquicultura (producdo em cativeiro). Por outro lado, a fonte de
cefalépodes é exclusivamente pesqueira. Com isso, sua producdo € dependente da
sazonalidade € possivel perceber variacdes nas producdes entre 2014 e 2016, porém
estes nUmeros se mantém estaveis ao se considerarem dados da década anterior
(ARKHIPKIN et al., 2015; JEREB; ROPER, 2010). Vérios paises possuem legislacbes
para regulamentar a pesca e aquicultura de crustaceos e moluscos, com objetivo de
reduzir os impactos da exploracdo animal e evitar 0 esgotamento das espécies.
Exemplos sdo Argentina, China, EUA, Indonésia, Nova Zelandia e Peru (AGUILERA,
2018; ARKHIPKIN et al., 2015; COUNCIL OF AGRICULTURE, 2017; GAICHAS et al.,
2018; SAPUTRA, 2020; ZOU; WANG, 2021).

Dados referentes ao Brasil indicam que o pais ndo é grande produtor de
pescados, embora possua o 16° maior litoral do mundo, com mais de 7500 km de
extensdo. De acordo com o relatério da FAO (2020), o Brasil ndo se encontra no

ranking dos maiores produtores mundiais, mas aparece como grande importador de
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insumos da pesca. Dados de 2017 presentes no relatorio indicam producéo total de
pescados de aproximadamente um milhdo e trezentas mil toneladas. Segundo
Ximenes (XIMENES, 2021), nosso pais tem elevado potencial tanto para pesca como
para aquicultura, principalmente no nordeste (com seus 3300 km de costa).

Um recorte especifico para camardes e lulas indicam bom potencial para
producdo dos primeiros: A carcinicultura no nordeste foi responsavel pela producéo
de cerca de 45 mil toneladas em 2018 e quase 55 mil toneladas de camardes em
2019, representando quase a totalidade da producao nacional (XIMENES, 2021). Por
outro lado, a pesca de lulas é negligenciavel no pais, e a producao local geralmente
estéa restrita ao arraste da pesca de outros animais (GASALLA; POSTUMA; TOMAS,
2005; NETO; FATIMA, 2015; VIANA et al., 2021).

A elevada producéo de crustaceos e lulas para consumo humano é responsavel
por uma quantidade significativa de rejeitos. Estima-se que 75% da massa total de
frutos do mar, incluindo crustaceos e moluscos, seja descartada apdés o
processamento (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Para caranguejos e
camardes esta porcentagem pode chegar a 60 a 80%, e para lulas, 40% (WANG et
al., 2019). Em ambos os casos, estes descartes contém quantidade expressiva de
quitina, conforme visualizado na Tabela 3 (as porcentagens correspondem a massa
seca de material descartado). Estima-se que anualmente cerca de 1 milhdo de
toneladas de quitina possam ser recuperados a partir destes residuos (SCHMITZ et
al., 2019).

Tabela 3. Teores de quitina e carbonato de calcio em espécies marinhas de
importancia industrial.

Tipo Quitina (%) CaCO3 (%) Localizacao
Crustaceos
Krill 20-30 20-25 Cuticula/exoesqueleto
Caranguejo 15-30 40-50 Cuticula/exoesqueleto
Caranguejo-real ~35 40-50 Cuticula/exoesqueleto
Caranguejo-azul ~14 40-50 Cuticula/exoesqueleto
Camarao 17-40 20-30 Cuticula/exoesqueleto
Camaréao-grande ~40 20-30 Cuticula/exoesqueleto
Lagosta 60-75 20-30 Cuticula/exoesqueleto
Craca ~59 20-30 Concha
Moluscos
Mexilhdes e mariscos ~3 85-90 Concha
Ostras ~6 85-90 Concha
Lulas 20~40 Negligenciavel Penas/Gladios
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Fonte: Adaptado de (KIM, 2011).

Apesar desta importante fonte de quitina, maioria dos residuos € destinada para
compostagem, incineragao ou conversao em produtos de baixo valor agregado, como
racoes para animais e fertilizantes (SANTOS et al., 2020; SCHMITZ et al., 2019). Além
disso, existe um forte apelo ambiental para que estes residuos ndo sejam descartados
incorretamente, pois sdo formados majoritariamente por compostos organicos,
chegando a apresentar elevadas Demandas Bioquimicas de Oxigénio (DBO) - da
ordem de 1000 a 5000 mg/L (PARK et al., 2001). Para efeitos de comparacéao, a
legislacdo vigente no Brasil estabelece o limite de 120 mg/L para DBO de efluentes
sanitarios (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE; CONSELHO NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE, 2011).

A partir destes dados, fica evidente que a recuperacédo de quitina a partir destes
residuos € uma excelente forma de obter um biopolimero com elevada taxa de
renovacao anual, e que com os cuidados necessarios, pode ser obtido de maneira a
respeitar as diretrizes de sustentabilidade previstas pela ONU (MADDALONI;
VASSALINI; ALESSANDRI, 2020; URANGA et al., 2020).

1.3. Estrutura e propriedades fisico-quimicas

A quitina e a quitosana sao copolimeros formados por unidades de 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAc) (Figura 2a) e 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN) (Figura 2b). Estas unidades também sdo usualmente chamadas
de N-Acetil-D-Glicosamina e D-glicosamina, respectivamente (Figura 2) e sé&o

bastante similares a D-glicose, principal constituinte da celulose (Figura 3).
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Figura 2. Estruturas quimicas da (a) N-acetil-D-glicosamina; (b) D-glicosamina.

2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose
N-Acetil-D-Glicosamina D-Glicosamina
GIcNAc GlcN
a)[ i (b)
(a) OH NH,
N 0 HO
@) O
H&/ O
n
_ NH ] OH
O:<
CH,

Fonte: Adaptado de (RINAUDO, 2006).

A diferenca quimica entre quitina e seu principal derivado, a quitosana, consiste
nas proporcdes de unidades GIcNAc e GIcN, ou seja, na quantidade de unidades
acetiladas e desacetiladas. Este teor é descrito como grau médio de acetilagio (GA),
e para quitina sdo encontrados valores de GA > 50%, embora na natureza somente
algumas unidades da quitina sejam de GIcN (TSURKAN et al., 2021). Por outro lado,
quando GA < 50%, o polissacarideo passa a ser chamado de quitosana (RINAUDO,
2006). Esta diferenciacao se da principalmente pela diferenca de solubilidade entre os
biopolimeros, pois enquanto a quitina é insolivel na maioria dos solventes aquosos e
organicos comuns, a quitosana apresenta solubilidade em meios aquosos levemente
acidos, devido a protonacao dos grupos amino das unidades GIcN (CAMPANA FILHO;
SIGNINI; CARDOSO, 2007; RINAUDO, 2006). Por muitas décadas estes valores de
GA foram utilizados para diferenciar quitina da quitosana, baseando-se em suas
solubilidades. No entanto, um recente trabalho desenvolvido por Fiamingo e
colaboradores (FIAMINGO; OLIVEIRA; CAMPANA-FILHO, 2020) descreveram a
producdo de quitosanas solliveis em ampla faixa de pH, com elevada massa
molecular (cerca de 1 milhdo de gramas por mol) e com GA de 60 a 70% (que até
entdo seriam consideradas como quitina).

As semelhancas estruturais entre quitina e celulose, razao pela qual estes
biopolimeros foram confundidos por décadas por cientistas do século XIX, ficam
evidentes na Figura 3. As diferencas ocorrem pela substituicdo de uma hidroxila do
carbono C-2 da D-glicose por grupos acetamido ou amino. A formacéo das cadeias
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da quitina ocorre por ligacbes glicosidicas do tipo p(1—4) (Figura 3a), levando a
producdo de polissacarideos lineares, assim como a celulose (Figura 3b). E
importante destacar que a estrutura da Figura 3a € idealizada para ilustrar somente
as unidades GIcNAc e GIcN da quitina e quitosana, ndo representando o ordenamento

dessas unidades na formac&o dos biopolimeros.

Figura 3. Estruturas da (a) quitina e quitosana e (b) celulose.
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Fonte: Adaptado de (RINAUDO, 2006).

Tanto a quitina como a celulose podem formar dominios cristalinos em
decorréncia das diferentes ligagdes hidrogénio intramoleculares e intermoleculares,
as quais podem assumir orientacdes diferentes com relacdo as suas extremidades
redutoras e nao-redutoras (Figura 4). Na celulose |, também chamada de celulose
nativa (por ser a forma encontrada na natureza), suas cadeias estao dispostas de
forma paralela. No entanto, através de tratamentos como mercerizagdo e
recristalizacdo, a celulose é convertida em celulose Il, a qual possui cadeias
antiparalelas. A producédo de celulose Il € termodinamicamente favoravel, indicando
gue a configuracdo de cadeias antiparalelas € a termodinamicamente mais estavel
(KROON-BATENBURG; KROON, 1997).
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Figura 4. Representacdo dos terminais ndo-redutores e redutores na celulose

e quitina.
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Fonte: Autoria propria.

A quitina também apresenta estruturas similares as da celulose | e I,
denominadas de alfa e beta-quitina. Porém, enquanto somente celulose | é
encontrada na natureza, as duas polimorfas da quitina estdo presentes no mundo
natural. A oa-quitina (Figura 5d) possui cadeias antiparalelas e € a forma mais
abundante, encontrada principalmente em artrépodes. Por outro lado, a beta-quitina
(Figura 5e) é composta por cadeias paralelas e € menos abundante, sendo extraida
principalmente de gladios de lulas (CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007,
RINAUDO, 2006). Ha também uma terceira polimorfa, denominada de gama-quitina
(Figura 5f) que possui duas cadeias paralelas seguidas por uma terceira com
orientagdo contraria (KAYA et al., 2017). Por ser a polimorfa menos estudada e
abundante, nédo sera tratada com mais detalhes neste trabalho.

A partir da Figura 5 é possivel visualizar como as cadeias de quitina interagem
entre si, a partir dos modelos de bola e bastdo de unidades GIcNAc (Figura 5a e b).
Na Figura 5c estdo representadas diferentes cadeias de quitina, destacando a
formacado de folhas ou lamelas entre as cadeias. As orientagfes espaciais das trés
polimorfas citadas anteriormente (alfa, beta e gama) encontram-se nas Figura 5d-f,
com destaque para as direcbes dos terminais ndo-redutores para o0s redutores,
representados pelas flechas. Por fim, as Figura 5g-h representam as interacdes entre
as lamelas de quitina na formacao de nanofibrilas e seu subsequente empacotamento
em fibras de quitina (TSURKAN et al., 2021). As trés ultimas representacfes podem
ser comparadas as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria de proteinas,

respectivamente. Além disso, este tipo de empacotamento evidencia a funcdo que a
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quitina exerce nos crustaceos e moluscos (CAMPANA FILHO; SIGNINI; CARDOSO,
2007). A a-quitina, mais rigida, possui papel de protecéo, enquanto a B-quitina ajuda
a manter a forma do manto de lulas, mas sem perder a flexibilidade exigida para sua
locomocéao (TSURKAN et al., 2021).

Figura 5. Estrutura e configuragdes polimérficas da quitina.

Fonte: Adaptado de (TSURKAN et al., 2021). (a) modelo de bola e bastdo da
unidade GIcNAc (vermelho = oxigénio, azul = nitrogénio, cinza = carbono e branco =
hidrogénio); (b) modelo 2D da estrutura da quitina; (c) visdo esquematica do
alinhamento molecular das cadeias de quitina; orientacdo das cadeias na (d) alfa-
quitina; (e) beta-quitina e (f) gama-quitina; (g) ilustracdo do empacotamento das
cadeias de quitina em uma nanofibrila e (h) ilustracdo do empacotamento das
nanofibrilas na formacao de fibras de quitina.

Como consequéncia destes diferentes arranjos cristalinos, alfa e beta-quitina
apresentam algumas diferencas em suas propriedades. Por exemplo, a a-quitina
possui maior cristalinidade e absorve menor quantidade de agua, € menos soluvel e
menos reativa que a beta-quitina (CAMPANA FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007,
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YOUNES; RINAUDO, 2015). Por ser insollavel em agua, a quitina € frequentemente
convertida em quitosana por reacdes de desacetilacdo que podem ocorrer por meio
de hidrélise alcalina. Dentre diversos métodos de preparo de quitosana, destaca-se o
processo DAIUS (Desacetilacdo Assistida por Irradiagéo de Ultrassom), desenvolvido
no Grupo de Materiais Macromoleculares e Fibras Lignocelulosicas
(MacromoLignocell), do Instituto de Quimica de Sao Carlos. Este processo permite
conversdo de quitina em quitosanas com variados GA e massas moleculares
(BIROLLI; DELEZUK; CAMPANA-FILHO, 2016; FIAMINGO et al., 2016).

1.4. Extracdo de quitina

Os métodos de extracdo de quitina dependem do tipo de organismo na qual é
encontrada. Como citado anteriormente, a alfa-quitina € mais abundante, sendo
encontrada em carapacas de artropodes e extraida principalmente de camarfes e
caranguejos. Nestes casos, a alfa-quitina geralmente esta associada a sais minerais
(como carbonatos de calcio e magnésio), proteinas e pigmentos (ROBERTS, 1992).
Ja a beta-quitina € menos abundante e é extraida principalmente de gladios de lulas,
uma estrutura mais flexivel que as cascas de crustaceos. Neste caso, ela esta
associada somente a proteinas, conforme visualizado na Tabela 3.

Para extracdo de alfa-quitina a partir de carapacas de crustaceos, sao
necessarios tratamentos quimicos capazes de remover as fracdes minerais
(desmineralizacdo), proteinas (desproteinizacdo) e pigmentos (despigmentacéo).
Geralmente sdo empregados tratamentos acidos para remocédo dos sais e alcalinos
para remocéao das proteinas. Os pigmentos sado entdo removidos por extracdes com
solventes como etanol e acetona, ou por uso de agentes oxidantes (por exemplo,
hipoclorito de soédio e peroxido de hidrogénio) (CAMPANA FILHO; SIGNINI;
CARDOSO, 2007). As condi¢cOes reacionais para realizacéo destas etapas devem ser
as mais brandas possiveis para preservar ao maximo as caracteristicas originais da
quitina. No entanto, é inevitavel que o uso de acidos, bases e temperaturas elevadas
acarretem na despolimerizacdo e desacetilacdo parcial da quitina durante esses
procedimentos sequenciais (YOUNES; RINAUDO, 2015).
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Por outro lado, conforme visto na Tabela 3, a beta-quitina somente esta
associada a proteinas, o que torna sua extracdo e purificagdo mais simples,
dispensando as etapas de desmineralizagdo e despigmentacdo (LAVALL; ASSIS;
CAMPANA-FILHO, 2007). Tipicamente, a desproteinizacdo € conduzida em
condicbes brandas, com solucdo de NaOH 1M a 30°C por 18h (CHAUSSARD;
DOMARD, 2004). Neste sentido, embora a alfa-quitina seja mais abundante, o uso da
beta-quitina é encorajado por ser extraida de uma fonte rica no biopolimero (20-40%,
conforme Tabela 3) e que requer menos processos quimicos para sua extracdo
(LAVALL; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2007; YOUN; NO; PRINYAWIWATKUL, 2013).
A Figura 6 traz um resumo dos principais métodos quimicos utilizados para extracao

de alfa e beta-quitina, evidenciando a facilidade da obteng¢é&o da ultima.

Figura 6. Métodos quimicos de extracao de alfa e beta-quitina.
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Fonte: Adaptado de (CASADIDIO et al., 2019; CHAUSSARD; DOMARD, 2004).

Recentemente, processos mediados por enzimas e microorganismos tém sido
extensivamente estudados com o objetivo de tornar a extracdo de quitina ainda mais
amigavel ao meio ambiente, além de melhor preservar suas propriedades originais
(ARANDAY-GARCIA et al., 2017; CASADIDIO et al., 2019; MAO et al., 2017). No
entanto, estes processos tendem a ser mais caros e apresentarem rendimentos

menores, 0 que inviabiliza sua utilizacdo em escala industrial.
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1.5. Nanocristais de quitina

Conforme visto anteriormente, a quitina € um polissacarideo semicristalino,
apresentando duas polimorfas principais que diferem pela orientacdo de suas cadeias
(Figura 5d-f). A orientacdo antiparalela da alfa-quitina leva a maior nimero de ligacbes
de hidrogénio intra e intermoleculares, tornando mais compacta sua estrutura (Figura
7A). Ha formacéo de intensas ligac6es hidrogénio entre C—O---NH, que mantém as
cadeias a uma distancia de ~0,47nm nas celas unitarias (Figura 7Ac). Por outro lado,
devido a disposicao paralela das cadeias na beta-quitina, ndo ha tantas ligacfes e
hidrogénio, conforme visualizado na Figura 7Bb, e seu arranjo cristalino € menos
compacto que na alfa-quitina (Figura 7Bc). Com isso, a beta-quitina € mais suscetivel
a ataques quimicos, bem como tem maior acessibilidade a absorcdo de agua (ZENG
et al., 2012a).

Figura 7. Estruturas cristalinas da (a) alfa-quitina e (b) beta-quitina.
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Fonte: (RINAUDO, 2006). Os eixos a, b e c indicam as dire¢cdes das células
unitarias das regides cristalinas.

Devido a essas caracteristicas, € possivel realizar modificagdes quimicas na
quitina com intuito de remover os dominios amorfos do biopolimero, resultando em
nanocristais. Tipicamente, 0s nanocristais de quitina (e também de celulose) séo

obtidos através de reacdes de hidrolise em meio &cido, principalmente utilizando
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acidos cloridrico e sulfarico. Estas reacdes ocorrem preferencialmente nas ligacdes
glicosidicas dos dominios amorfos, pois eles sdo mais suscetiveis a ataques quimicos
guando comparados aos dominios cristalinos. A Figura 8 ilustra as regifes amorfas e
cristalinas das fibras de quitina, evidenciando o elevado empacotamento das regides

cristalinas, que sdo mais resistentes ao tratamento quimico (ZENG et al., 2012a).

Figura 8. Representagéo dos dominios cristalinos e amorfos na quitina
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Fonte: Adaptado de: (LIN; HUANG; DUFRESNE, 2012).

A Figura 9 descreve os mecanismos de reacdo propostos para hidrélise acida
de quitina. Este processo pode ocorrer por duas vias de rapida protonacao: (1) do
oxigénio da ligacdo glicosidica ou (2) do oxigénio ciclico das unidades GIcNAc,

seguidos pela quebra das ligaces glicosidicas por intermédio de moléculas de agua

(HUANG et al., 2015a).
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Figura 9. Mecanismos propostos para hidrolise acida da quitina.
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Fonte: Adaptado de (HUANG et al., 2015a).

E importante destacar que também existe possibilidade, embora em menor
extensdo, de ocorrer desacetilacdo parcial da quitina durante a reacao de hidrélise,

conforme mecanismo descrito na Figura 10.

Figura 10. Mecanismo de desacetilacdo parcial da quitina por hidrélise em meio
acido.
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A morfologia dos nanocristais apés o processo de hidrélise depende de alguns
fatores. Estudos recentes realizados no MacromoLignocell/IQSC indicam que
controlar o tamanho médio das particulas da beta-quitina de partida pode levar a
formacéao de nanocristais com diferentes razdes de aspecto (razédo entre comprimento
e largura). Particulas maiores produzem nanocristais finos e alongados (denominados
de whiskers), enquanto particulas menores levam a nanocristais de forma esférica
(FACCHINATTO et al., 2021). Outro fator importante é o tipo de acido utilizado. Para
celulose, 0 uso de &cido sulfurico leva a reagdes de esterificacdo, conforme descrito
pelo mecanismo da Figura 11. Esta € uma importante modificacdo na superficie dos
nanocristais de celulose, pois a carga negativa introduzida pelo grupo sulfato dificulta

a formacéao de agregados, levando a suspensoées estaveis (HUANG et al., 2015a).

Figura 11. Mecanismo de sulfatacédo de celulose através de hidrélise em acido
sulfarico.

o)

. \\340
HO/\
" OH
ik 0SO;H
HO
o O . HO R R o .
HO o) —> |70 N g + H,0
HO
OH ) OH "

Fonte: Adaptado de (HUANG et al., 2015a).

A condicdo mais utilizada para producao de nanocristais de quitina envolve
reacdo com HCI 3M sob refluxo por 90min, geralmente na razdo 1:30 (g de quitina
por mL e solugéo acida) (HUANG et al., 2015a; ZENG et al., 2012a). Apos etapas de
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purificacdo através de dialise, sdo recuperadas suspensdes de nanocristais que sao
entdo dispersas pelo uso de ultrassom, permanecendo estaveis. As razdes de aspecto
dos nanocristais dependem da fonte de extragao, e alguns exemplos estao listados
na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros estruturais de nanocristais de quitina extraido de
diferentes fontes.

Parametros Estruturais
Fonte de Método de : M.Imagem _ded
quitina extracdo Comprimento Largura ICroscopla de
(nm) (nm) Transmissao
NP
Carapagas_ de Hidrolise 50-600 4-80 | ,\ i
caranguejos com HCI /‘
- ;
Carapaggs de Hirdlise 110-975 8-74
camardes com HCI
Gladios de Hidrélise
Lulas com HCI 50-300 18

Fonte: Adaptado de (HUANG et al., 2015a).

Os nanocristais de quitina possuem caracteristicas peculiares, por exemplo
elevada area superficial, alta rigidez e resisténcia mecanica e baixa densidade. Além
disso, conservam as propriedades de atoxicidade, biodegradabilidade e
biocompatibilidade, importantes para aplicacées biomédicas (ZHONG et al., 2019).
Por geralmente apresentarem elevadas raz0es de aspecto (com formatos que
lembram bastdes), os nanocristais de quitina se arranjam espontaneamente em
estruturas anisotropicas em determinadas concentracdes. A Figura 12 ilustra este

fendbmeno, em que a fase anisotropica (
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Figura 12b) consiste no empilhamento de planos de nanocristais espacialmente
alinhados em suspenséo. As orientacfes dos planos € ligeiramente rotacionada em
relacdo as demais, e esta configuracéo resulta em propriedades como birrefringéncia

e formacao de cristais liquidos.

Figura 12. Representacdo esquematica de nanocristais de quitina e seus
arranjos (a) isotropicos e (b) anisotropicos em suspensao.
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Fonte: Adaptado de (HUANG et al., 2015).

A Figura 13 ilustra as distintas propriedades de suspensdes de quitina em
diferentes concentragbes. Enquanto a Figura 13a demonstra a estabilidade das
suspensfes formadas, a Figura 13b evidencia o efeito de birrefringéncia em
concentracfes acima de 5% em massa, indicando a formacédo de fases liquido-
cristalinas (LIU et al., 2018).
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Figura 13. Imagens de suspensdes de nanocristais de quitina por (a) fotografia
digital e (b) microscopia 6tica de luz polarizada.

Fonte: LIU et al., 2018.

Dados da literatura indicam que a pesquisa envolvendo nanocristais de
polissacarideos esta amplamente concentrada na celulose. Buscas na plataforma
Scopus pelos termos “celulose nano*” e “chitin nano*” em titulos, resumos e palavras-
chave de artigos cientificos, de revisdo, bem como capitulos de livro e livros estéo
representados na Figura 14. Os asterisco no termo nano* foi utilizado para incluir nos

resultados termos mais abrangentes, como nanocristais, hanofibras e nanoparticulas.
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Figura 14. Numero de publicacdes anuais com os termos “"cellulose nano*" e
“chitin nano*".
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Fonte: SCOPUS (outubro/2021).

Mesmo com as enormes divergéncias no numero de publicacdes, fica evidente
que o interesse em nanocristais de quitina tem crescido nos ultimos anos (Figura 15)
embora ainda seja timido quando comparado a celulose. Desta forma, mais estudos
envolvendo a producdo de nanocristais de quitina (especialmente beta-quitina) séo
necessarios para ampliar o rol de aplicacbes que este importante biopolimero

apresenta.

Figura 15. Numero de publica¢cdes anuais com o termo "chitin nano*".
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1.6. Aplicagbes de whiskers de quitina

As aplicacdes dos whiskers de quitina sdo bastante variadas. Devido as suas
boas propriedades mecéanicas, sdo comumente utilizados como refor¢gos na formacao
de compdsitos com outros polimeros (ANWER et al., 2019; OFEM; ANYANDI; ENE,
2017). Segundo Zeng e colaboradores (ZENG et al., 2012a), whiskers de quitina
possuem modulos longitudinais e transversais de cerca de 150 e 15GPa,
respectivamente, 0 que o0s torna bastante atrativos para esta aplicacdo. Ma e
colaboradores (MA et al., 2014) estudaram a formacdo de filmes de quitosana
reforcados com whiskers de quitina e constataram que a presenca dos nanocristais
triplicou a resisténcia a tracéo dos filmes obtidos. Outro estudo (WANG; CHEN; CHEN,
2017) também indicou a melhora de propriedades mecanicas de hidrogéis a base de
quitosana contendo whiskers de quitina. Além de reforcos de matrizes poliméricas, 0s
nanocristais de quitina também podem ser utilizados para formacédo de filmes finos
através da técnica de spin coating, conforme demonstrado por Wang e Esker (WANG,;
ESKER, 2014).

O uso de whiskers de quitina € bastante encorajado na area biomédica, por se
tratar de um polimero biocompativel. Suas aplicacbes vdo desde hidrogéis para

regeneracao 0ssea (HUANG et al., 2015b), curativos para pele e outros tecidos, bem
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como carreadores de farmacos (MUZZARELLI; EL MEHTEDI; MATTIOLI-
BELMONTE, 2014). Recentemente, Hong e colaboradores (HONG et al., 2018)
utilizaram whiskers de beta-quitina e fibroina de seda para formacdo de filmes
transparentes com propriedades biomiméticas, indicando seu uso para formacéo de
sensores de glicose na forma de lentes de contato (HONG et al., 2018).

Outra caracteristica importante de materiais a base de quitina consiste na sua
biodegradabilidade. Por isso, seus nanocristais possuem papel importante na
utilizagdo em compdsitos para formacdo de embalagens (ZHONG et al., 2019) e
espumas biodegradaveis que podem ser aplicadas como substitutos de poliestireno
expandido (HUANG et al., 2018). Outra aplicacdo na area de revestimentos utilizou
nanofibras de quitina para formacédo de compdésitos com excelente propriedade anti-
chama (RIEHLE et al., 2019).

Whiskers de quitina podem ser utilizados na area ambiental para remocéao de
poluentes em meio aquoso. Por se tratar de um biopolimero insolavel em agua, mas
que possui diferentes grupos funcionais em sua superficie, ha diversos estudos que
descrevem a adsorcdo de compostos organicos como corantes, além de metais
(SARODE et al., 2019). A Tabela 5 descreve algumas aplicacdes de nanocristais de

guitina na remocéao de poluentes.

Tabela 5. Uso de nanocristais de quitina para remocao de poluentes em meio
aquoso.

Quantidade removida

Poluente Referéncia
(mg/g)
6.9 (DHANANASEKARAN;
Azul de Metileno 26,69 PALANIVEL; PAPPU, 2016)
: (DOTTO et al., 2015)
39 56 (GOPI; PIUS; THOMAS,
Violeta Cristal 59’52 2016)
: (DRUZIAN et al., 2019)
indigo-carmim 72,6 (GOPI et al., 2017)
Vermelho do Congo 261,89 (HOU et al., 2021)
Ag+ 19,8 (LIU et al., 2014)
As3+ 149 (YANG et al., 2015)

Fonte: Autoria propria.

E importante destacar que a maioria dos artigos citados e encontrados na
literatura utiliza alfa-quitina em seus estudos, reflexo de sua maior abundéncia. Desta

forma, fica evidente que estudos envolvendo quitina e, particularmente, whiskers
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produzidos a base de beta-quitina, consiste em um promissor campo de pesquisa. O
reaproveitamento de um importante descarte da biomassa, rico em um biopolimero
versatil como a quitina, por si s0, é justificado no contexto de alguns dos ODS da ONU
(ONU, 2015). Além disso, sua aplicacdo em novos materiais nanoestruturados para
remocdo de poluentes (sobretudo corantes) representa um importante pilar para
sustentabilidade, pois se trata de um biopolimero de origem marinha sendo aplicado

para remediar a poluicdo aquatica de origem humana.
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Objetivos

Objetivo Geral

Desenvolvimento de estudo da producédo de whiskers por acidolise de beta-
quitina utilizando diferentes tratamentos acidos, avaliacdo de suas propriedades

fisico-quimicas e de seu potencial uso na remoc¢ao de corantes de meio aquoso.

Objetivos Especificos

o Producdo de whiskers de beta-quitina por acidolise empregando &cido
cloridrico, sulftrico ou fosférico em reacdes independentes;

o Caracterizacao estrutural e avaliacdo de propriedades fisico-quimicas
dos whiskers, especificamente viscosidade intrinseca, dimensdes e potencial zeta,
cristalinidade, morfologia e estabilidade térmica,

o Avaliacdo do uso dos whiskers para adsorcdo de corantes anidnicos e

catibnicos, nominalmente alaranjado de metila e azul de metileno, respectivamente.
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2.1. Materiais e métodos

2.1.1. Materiais

Beta-quitina foi adquirida da empresa Glentham Lifesciences (Inglaterra) e
utilizada sem purificagdo prévia. Antes do uso, os flocos de beta-quitina, inicialmente
com cerca de 5 mm de tamanho, foram triturados em moinho de facas (MA-048,
Marconi/Brasil). Com o intuito de preservar a0 maximo as caracteristicas iniciais do
biopolimero, a trituracédo foi executada de maneira intermitente, visando minimizar a
ocorréncia de degradacdo térmica. ApOs esta etapa, o triturado resultante foi
transferido para peneiras de diferentes granulometrias e trés fragbes com diametros
médios (d) foram separadas: d < 125 pm 125 <d <425 ym e d > 425 pum. Estudos
recentes indicam que o tamanho médio das particulas de beta-quitina tem influéncia
nas caracteristicas finais dos whiskers obtidos por acidélise (FACCHINATTO et al.,
2021). Desta forma, a fracdo correspondente a particulas exibindo d > 425 pum foi
escolhida para este trabalho, pois leva a formacéo de whiskers com maiores razées
de aspecto.

Os demais reagentes, de grau analitico, foram adquiridos comercialmente e
utilizados sem purificacdo prévia. As membranas de dialise foram adquiridas da

empresa Merck (Sigma-Aldrich/Alemanha), com cutoff de 14000 g/mol.

2.1.2. Producéo dos whiskers de beta-quitina

Os whiskers de beta-quitina foram obtidos por acidolise empregando solucdes
concentradas de HCI, H2SO4 ou H3PO4, com intuito de verificar a possibilidade de
funcionalizacdo da superficie dos whiskers, principalmente com grupos sulfato e
fosfato e comparar com resultados ja obtidos anteriormente em nosso grupo a partir

da utilizacéo de HCI.
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O processo de aciddlise com HCI foi realizado conforme procedimento ja
utilizado em nosso laboratorio(FACCHINATTO et al., 2021). Algumas modificacbes
foram realizadas para os tratamentos com H2SO4 e HsPOa4, com intuito de explorar as
melhores condi¢des de reacgdo (Tabela 6). Inicialmente, 10 g de beta-quitina foram
suspensos em 300mL de solucéo acida (Tabela 6) e deixadas em refluxo sob agitacéo
magnética. Apos determinado tempo (Tabela 6), as suspensdes foram submetidas a
sucessivas etapas de centrifugacdo a 5000 rpm por 10 minutos para remoc¢éo do
excesso de &cido. Em seguida, foram dialisadas contra agua por no minimo trés dias,
até total neutralizacdo das suspensofes (pH = 6 e 7). Apés este periodo, os whiskers
foram dispersos utilizando um agitador de alta velocidade (ultra turrax da marca IKA,
modelo T25), sob 20000 rpm por 3 minutos. Por fim, as suspensdes foram submetidas
a irradiacdo de ultrassom de alta intensidade empregando dispositivo ultrassdnico
Hielscher UP400S, com frequéncia de 24kHz e pulso de 0,5 s por 3 min, com objetivo
de promover desagregacao e estabilizar a suspensao. As suspensfes aquosas dos
whiskers obtidos por acidodlise com HCI, H.SO4 e H3PO4 foram nomeadas WHCI,
WH2S04 e WH3POs4, respectivamente, e armazenadas em geladeira até o uso. Na
Tabela 6 sdo mostradas as condicbes em que as reacdes de aciddlise foram
executadas visando a producdo de suspensdes aquosas estaveis de whiskers de

beta-quitina.

Tabela 6. Condicdes das reacdes de aciddlise visando a producdo dos whiskers
de beta-quitina.

Acido (HA) [HA] (mol/L) Tempo de reacdo (h) Temperatura (°C) Amostra

HCI 3 3 90 WHCI
H2S04 3| 6 |10 3 90 WH2S04
H3POa4 3/6[/9|10| 15 2 3 4 90 WH3PO4

Fonte: Autoria propria.

A concentracdo das suspensdes aquosas de whiskers foi determinada por
gravimetria através da pesagem em triplicata de 1,0 g de suspenséo. Estas aliquotas
foram entdo liofilizadas e submetidas a nova pesagem para a determinacédo da
concentracdo massica (mg/g) de whiskers em suspensdo. Outras aliquotas foram
liofiizadas e armazenadas em dessecador para realizagdo das demais

caracterizacoes.
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2.1.3. Caracterizacodes

2.1.3.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 3C

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear no Estado Sélido (RMN-ES)
de 3C foram obtidos em espectrometro Advance 400 (Bruker), acoplado a uma sonda
de dupla-ressonancia de 4 mm com rotagdo no angulo magico (MAS), operando a
100,5 MHz. Cerca de 100 mg das amostras liofilizadas foram utilizados e os espectros
foram obtidos a 251 °C.

O grau médio de acetilagdo (GA) de beta-quitina como de whiskers de beta-
quitina foi calculado a partir da equacao (1), onde AcHs corresponde a area do sinal
referente ao carbono metilico das unidades GICNAc e Aci-ce € a soma das integrais

dos sinais de carbonos do anel glicosidico.
Yaui _ AcHs
GA (%) = (A—Cl_cé /6) x 100 (1)

O ordenamento molecular de curto alcance foi avaliado e o indice de
cristalinidade 1Crcp foi calculado pelo ajuste dos sinais dos carbonos C4 e C6, de
acordo com o método de deconvolucao recentemente proposto (FACCHINATTO et
al., 2020).

2.1.3.2. Viscosimetria Capilar em Regime Diluido

A determinac&o das massas moleculares médias viscosimétricas (M,,) de beta-
quitina como de whiskers de beta-quitina foi realizada a partir das respectivas
viscosidades intrinsecas ([n]) e graus médios de acetilacdo (GA). Para a determinagdo
da viscosidade intrinseca, tanto a beta-quitina de partida quanto os whiskers foram
solubilizados em solucéo de N,N-dimetilacetamida (DMAc) contendo 5% de cloreto de
litio (m/v). Cerca de 15 mg de amostra foram solubilizados em 20 mL de DMAC/LICI



55

por 24h e a solucéo resultante foi filtrada sob presséao positiva utilizando membranas
com diametro médio de poros de 0,45 um (Millipore). As concentracdes das solucdes
foram suficientemente baixas para resultarem 1,2 < nrei < 1,8, onde nrel € a viscosidade
relativa da solucao, assegurando que as medidas foram realizadas no regime diluido.
Aliguotas das solucdes (15 mL) foram entdo transferidas para capilar de vidro de 0,84
mm de diametro, o qual foi fixado em estator com sensores de células fotoelétricas, e
o conjunto foi imerso em banho termostéatico a 25,00 + 0,01 °C. As medidas foram
realizadas em viscosimetro AVS-360 acoplado a bureta automética AVS-20, ambos
da empresa Schott-Gerate. A bureta automatica foi previamente programada de
maneira a adicionar volumes definidos de solvente, i. e. solucdo DMAC/LICI, ao capilar
de maneira a promover a diluicdo seriada das solugdes iniciais de beta-quitina e de
whiskers de beta-quitina. A partir das medidas de tempo de escoamento do solvente
puro e das solu¢des poliméricas, que permitem a determinacéo de viscosidade relativa
(nrel) € viscosidade reduzida (nsp), € do conhecimento das suas concentragdes (Cp),
foram elaboradas as curvas (nsp/C) versus concentracdo polimérica (Cp), para verificar
0 ajuste a Equacdo de Huggins (2). Os coeficientes lineares das retas obtidas
permitem a determinagao dos valores de viscosidade intrinseca ([n]) por extrapolagao
a diluicdo infinita, enquanto as respectivas constantes de Huggins (Kn), séo
determinadas a partir dos coeficientes angulares das retas, permitindo avaliar a
qualidade das solucBes em termos da ocorréncia de agregacao polimérica. Assim, em
geral, Ku < 0,5 indica auséncia de agregacdo em solucdes poliméricas (HUGGINS,
1942; RINAUDO; MILAS; LE DUNG, 1993). Estes ensaios foram realizados em

triplicata.

B2 = [n] = Ky.[n]%.C (2)
Onde nsp corresponde a viscosidade especifica, [n] a viscosidade intrinseca, Kn

a constante de Huggins e C a concentracao inicial do polimero.

Com os valores de viscosidade intrinseca, a Massa Molecular Viscosimétrica
Média (M,), em g mol?, foi determinada através dos parametros de Mark-Houwink-
Sakurada (3) (KNAUL et al., 1998) (K’ e o), especificos para cada polimero, solvente
e temperatura. Estes coeficientes foram determinados para a quitina em DMAc/5%L.iCl

a 25 °C, e possuem valores de 2,4x10! mL g' e 0,69, respectivamente



56

(TERBOJEVICH et al.,, 1988). Além disso, foram calculados os graus médios de
polimerizagao viscosimétrica (GP,) das amostras de beta-quitina e whiskers, utilizando

os valores de GA obtidos por RMN, através da equagéo 4.

[n] = K.M,” (3)

- (Mv=100)
Gh, = [161%(1—GA)+203+GA]

(4),

Onde 161 e 203 correspondem as massas moleculares (g mol?) das unidades
GlIcN e GIcNAc, respectivamente.

2.1.3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras liofilizadas de beta-quitina e whiskers foram pulverizados em
almofariz de 4gata com KBr de grau espectroscopico previamente seco em estufa a
105°C por 24h, na proporcédo de 1/100. As misturas foram prensadas em formato de
pastilhas e analisadas utilizando um espectrofotometro IRAffinity (Shimadzu) com
Transformada de Fourier, na regido entre 4000 a 400 cm?, com resolucédo de 4 cm™

e 32 varreduras.

2.1.3.4. Difracdo de Raios X (DRX)

Os padrdes de difracdo de raios X (DRX) das amostras liofilizadas de beta-
quitina e whiskers foram adquiridos em difratdmetro AXS D8 Advance (Bruker), com
fonte de radiacao de Cu Ko (A = 0,1548 nm). As medidas foram realizadas no intervalo
5° < 26 < 50°, com velocidade de varredura de 5° min-t. Os indices de cristalinidade
(ICr) foram estimados a partir do método de subtracdo da contribuicdo da regido
amorfa (Aam) pelo ajuste de curvas de spline cubicas, da éarea total do padréo de
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difracdo (Awt) utilizando o software Microcal Origin 2020 (OSORIO-MADRAZO et al.,
2010).

Além disso, as dimensfes dos cristalitos (Lnk) foram estimadas a partir da largura a
meia altura (LMA) dos picos de difracdo em 26 = 8,3° (plano 010) e = 19,7° (plano
100), ajustando curvas Lorentzianas e aplicando a equacdo de Scherrer (5)
(FACCHINATTO et al., 2020, 2021).

- (0.9) (lka)
Lhia= ((LMA)hk.<cose)hk.) ®)
2.1.3.5. Espalhamento de Luz Eletroforético (ELS) e Dinamico (DLS)

Para a determinacéo do didametro hidrodindmico e da mobilidade eletroforética
dos whiskers de beta-quitina, expressos em valores de D (nm) e de potencial zeta
(€ /mv), respectivamente, foram realizadas medidas de espelhamento de luz. As
suspensdes aquosas das amostras foram diluidas a 0,01 mg/g em agua deionizada e
as analises foram realizadas nas seguintes condicbes de pH: = 6 nas diluicbes
originais e também ajustados para = 4, 7 e 10. Os dados foram obtidos em
equipamento Zetasizer Nano NZ (Malvern Instruments) equipado com laser de He-Ne
a 633 nm, localizado na Embrapa Instrumentacdo — Sdo Carlos. As analises foram
realizadas em triplicada, obtendo perfis monomodais para calculo correto dos valores
de distribuicdo de tamanhos de particulas, indice de polidispersividade (IPD) e

potencial zeta (C).
2.1.3.6. Analise Termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras de beta-quitina e whiskers foi avaliada
através de equipamento TGA-50 (Shimadzu). Foram utilizados aproximadamente 8
mg das amostras, alocadas em porta-amostra de platina, e aquecidas de 25 a 700 °C,
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com taxa de aquecimento de 10 °C min! sob atmosfera de N2 com vazdo de 50mL

min.

2.1.3.7. Microscopia Eletrdonica de Varredura (MEV)

As fotomicrografias de MEV foram obtidas na Central de Analises Quimicas
Instrumentais do Instituto de Quimica de Sao Carlos (CAQI/IQSC/USP) em um
equipamento ZEISS LEO 440 (Cambridge, England) com detector OXFORD (model
7060), operando com feixe de elétrons de 15 kV, corrente de 2,82 A e | probe de 200
pA. As amostras foram recobertas com 6nm de ouro em metalizador Coating System
BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC, Liechtenstein) e mantidas em dessecador até o
momento de andlise. CondicGes de metalizacdo: pressédo na camara = 2,00x10? mbar;

corrente = 60 mA, taxa de deposicéo 0,60 nm/s.

2.1.3.8. Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

As imagens de MET foram obtidas em equipamento JEM-2100 (JEOL) com
voltagem de 200 kV. As suspensdes (10 uL) de whiskers foram diluidas a 0,1 mg/g e
depositadas em grids (400 mesh) de cobre recobertas com filme de carbono e secas
a temperatura ambiente em dessecador. As amostras foram coradas com solugéo 3%

(m/m) de acetato de uranila e secas novamente pelo mesmo método.

2.1.3.9. Microscopia de Forga Atomica (AFM)

As analises de AFM foram realizadas em equipamento Shimadzu SPM-9600
utilizando suspensdes de whiskers com concentracao de 0,01 mg/g, depositados sob

superficie de mica e secos a temperatura ambiente. As imagens foram obtidas na
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mesma temperatura em modo intermitente sem contato, usando um cantilever de
silicio com raio de curvatura inferior a 10 nm e constante de mola de 48 N m, a taxa

de varredura de 1 Hz.

2.2. Resultados e Discussoes

Com base em trabalhos anteriores do grupo (FACCHINATTO et al., 2021), as
reacoes de aciddlise foram realizadas a partir de beta-quitina comercial com tamanhos
médios de particula de = 425 um. Com objetivo de avaliar o efeito de diferentes &cidos
no processo de hidrolise, os whiskers foram produzidos utilizando solu¢cdes de HCI,
H2S04 e H3POa.

Como as condicdes reacionais para o uso de HCI ja haviam sido estabelecidas
em trabalhos anteriores do grupo para beta-quitina extraida diretamente de gladios de
lulas (FACCHINATTO et al., 2021), optou-se por manté-las para a execucdo da
acidolise de beta-quitina comercial neste trabalho. Desta forma, a reacao foi realizada
sob refluxo a 90 °C por 3h, com 10g de beta-quitina suspensos em 300 mL de HCI 3M
(Tabela 6). Apés a acidélise, foram realizadas etapas de centrifugacéo para remocgao
do excesso de &cido e didlise até neutralizacdo. Apos dispersdao com agitacao e
ultrassom, foi obtida suspensao estavel e de coloracéo branca.

As reacgdes com H2SO4 foram inicialmente realizadas com base em protocolos
estabelecidos para alfa-quitina e celulose, que utilizam concentracdes elevadas de
acido (entre 6 M a 10 M) (BONDESON; MATHEW; OKSMAN, 2006; HUANG et al.,
2015a; PASQUINI et al., 2010). No entanto, quando utilizadas estas condi¢cdes para
acidédlise de beta-quitina, houve total degradacéo do polimero, caracterizada por total
solubilizagcédo da beta-quitina de partida. Isso pode ser explicado pelas interacdes entre
as cadeias de beta-quitina (Figura 5 e Figura 7), em que a disposi¢ao paralela das
cadeias confere maior permeabilidade do solvente, levando a maior acessibilidade do
reagente acido e aumentando a extensdo do processo de aciddlise, que também
atinge os dominios cristalinos. Foram obtidas suspensdes de caracteristicas similares
aquelas da amostra WHCI quando as condi¢cbes de reacdo foram as mesmas,

conforme destacado na Tabela 7.
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Tabela 7. Diferentes condicbes estudadas para producédo de whiskers de b-
quitina.

o Temperatura _
Acido (HA)  [HA] (mol L) €0) Tempo (min) Resultado
HCI 3 90 180 whiskers
Solubilizacdo
H2SO04 10 90 180
total
Solubilizacdo
H2SO4 6 90 180
total
H2S04 3 90 180 whiskers
Solubilizacdo
H3sPOa4 10 90 120
total
HsPOa4 10 40 120 slurry
HsPOa4 6 90 180 slurry
HsPOa4 3 90 180 slurry
HsPOa4 9 90 90 whiskers

Fonte: Autoria propria.

Para as reacdes com H3PO4, também foram testadas diferentes condi¢gfes de
aciddlise. Quando a concentracao de acido foi elevada (10 M), observou-se hidrélise
total com 120 min de reacgéao, caracterizada pela completa dissolugéo da beta-quitina.
Este resultado foi obtido tanto nas rea¢des conduzidas a 90 °C quanto a 40 °C. Por
outro lado, concentracdes menores de HsPO4 (3 M e 6 M) foram insuficientes para
gue o processo de aciddlise ocorresse, levando a formacdo de uma suspensao de
consisténcia pastosa (slurry), provavelmente em decorréncia do acido fosférico ser
moderado (e néo forte, como HCl e H2SO4). No entanto, ao reduzir o tempo de reacao
para 90 min e manter a concentracdo em 9 M a 90°C, foram recuperadas particulas
por centrifugacdo, que levaram a formacdo de suspensfes estaveis. Resultados
similares foram encontrados para whiskers de celulose, conforme descrito por
Camarero Espinosa e colaboradores (2013).

As concentracdes iniciais das suspensoes de whiskers foram determinadas por
gravimetria. Trés aliquotas de 1g de cada suspenséao foram pesados, congelados e

liofilizados por 48h. Em seguida, os whiskers secos foram pesados novamente e estes
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valores foram utilizados para obtencdo da concentracéo final da suspensao (mg/g)
(Tabela 8).

Tabela 8. Concentragdes das suspensodes de whiskers de beta-quitina.

Amostra Concentracao (mg/g)
WHCI 32,0

WH2S0a4 55,2

WH3PO4 38,7

Fonte: Autoria propria.

Na Figura 16, suspensdes aquosas de beta-quitina e whiskers na concentracao
de 10 mg/g foram iluminadas por um feixe de laser para verificar a presenca de
nanoparticulas em suspensao. Este fendbmeno € denominado de Efeito Tyndall, e é
caracterizado pelo espalhamento do feixe de luz que atravessa particulas em
suspensao. As fotografias foram tiradas no dia de preparacéo das suspensoes (Figura
16a) e apdés 10 dias (Figura 16b). Enquanto ha formacdo de precipitados nas
suspensdes de WHCI e WH2SO4, 0 mesmo néo € observado para WH3POa, indicando

maior estabilidade desta suspensao.

Figura 16. Visualizacdo do efeito Tyndall nas suspensfes de whiskers com
concentracédo de 10mg/g. (a) dia O; (b) dia 10.

Fonte: Autoria propria.

Na Figura 17 estdo representadas trés fotografias das suspensdes recém-

preparadas de whiskers de beta-quitina. A Figura 17a ilustra suspensdes de whiskers
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na concentracao de 20 mg/g, e € possivel observar que a amostra WH2SO4 apresenta
elevada viscosidade, pois ndo ha evidéncias de escoamento, ao passo que WHCI
escoa e WH3PO4 possui a menor viscosidade aparente. Outro efeito 6tico pode ser
observado na Figura 17c, em que as suspensdes de whiskers com concentracdes de
10 mg/g foram colocadas entre duas placas polarizadoras de luz. O efeito de
birrefringéncia pode ser observado na amostra WHCI, indicada pela seta amarela.
Este efeito ndo é observado na Figura 17b, sem a presenca dos polarizadores
cruzados. Estas imagens indicam a formagéo das estruturas anisotrdpicas descritas

na Figura 12b, caracteristicas da formacao de cristais liquidos.

Figura 17. Visualizacdo das suspensdes de whiskers de beta-quitina: (a) 20
mg/g sem polarizadores; (b) 10 mg/g sem polarizadores cruzados e (c) entre
polarizadores cruzados.

s )1 “

WH,S0, | WH,SO, WHCl  WH,S0, WH,SO,

e

WHcl | wH,so, |

Fonte: Autoria propria.

2.2.1. Caracterizacdo estrutural por Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de 13C e no Infravermelho

Os espectros de RMN de 2C no estado sélido de beta-quitina e whiskers estéo
representados na Figura 18. S&o observados sete sinais referentes aos oito carbonos
presentes nas unidades GICNAc, que estdo destacados nos espectros. O grau médio
de acetilagdo (GA) foi calculado a partir da Equacao 1 através da razdo entre as areas
dos picos do grupo CHs e dos carbonos C1-C6 do anel glicosidico (FOCHER et al.,
1992; HEUX et al., 2000), e os resultados se encontram na Tabela 9.

A beta-quitina de partida apresentou GA = 96,1%, indicando que 0s processos

de extracao da biomassa, que foi executado na empresa comercial da qual o produto
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foi adquirido, e de moagem, que foi executado nos laboratdrios do IQSC, ndo afetaram
esta caracteristica. Da mesma forma, os processos de acidolise ndo ocorreram nos
grupos acetamido das unidades GIcNAc, o que € indicado pelos elevados valores de
GA dos whiskers, independentemente do &acido empregado (Tabela 9). Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos anteriormente em n0SSO grupo
(FACCHINATTO et al., 2021).

Tabela 9. Valores de GA determinados a partir do tratamento quantitativo dos
espectros de RMN de 3C das amostras de beta-quitina e whiskers.

Amostra GA (%)

Beta- quitina 96,1

WHCI 94,8
WH2S04 97,1
WH3PO4 99,0

Fonte: Autoria propria.

A partir da Figura 18, € possivel constatar as semelhancas entre 0os espectros
de beta-quitina e das amostras de whiskers, exceto com relacdo ao espectro da
amostra WHsPO4, que exibe algumas diferencas, sendo que a principal delas consiste
no desdobramento do pico em = 75 ppm, referente aos sinais dos carbonos C3 e C5.
Tipicamente, para amostras de beta-quitina, estes sinais sdo observados como um
Gnico pico, ao passo que para a alfa-quitina, as ligacdes de hidrogénio
intermoleculares conferem ambientes quimicos diferentes a esses carbonos, levando
a deslocamentos dos sinais do carbono C3. Com isso, ha diferenciacdo entre esses
sinais, que pode ser observada por RMN (ABDELMALEK et al., 2017; FOCHER et al.,
1992). Este efeito é observado nitidamente no espectro da amostra WH3PO4, mas nao
é nitido nos espectros das amostras WHCI e WH2SO4, indicando a possibilidade de
gue os tratamentos acidos executados promovem alteracdes nas disposi¢cdoes das

cadeias poliméricas de beta-quitina, principalmente na superficie.
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Figura 18. Espectros de RMN de 13C das amostras de beta-quitina e whiskers.

— B-quitina
— WHCI
— WH,SO,
C3.C5 —— WH,PO,
C2 CH,
C=0 Ci c6
C4

Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20
Deslocamento quimico (ppm)

Fonte: Autoria propria.

O pico centrado em = 60 ppm, referente ao carbono C6 (—CH,0H ), também
exibe este efeito de desdobramento de sinal, embora em menor escala, observado
principalmente no espectro da amostra WH3PO4. Como mencionado, para amostras
de alfa-quitina hd desdobramento deste sinal, indicando diferentes ambientes
guimicos, uma vez que nesta polimorfa sdo estabelecidas ligacées de hidrogénio tanto
intramoleculares quanto intermoleculares, sendo que neste Ultimo caso sao
envolvidas cadeias pertencentes a mesma lamela como cadeias de outras lamelas.

Outra diferenca que pode indicar a formacédo de alfa-quitina esta no sinal
proximo de 173 ppm, correspondente as carbonilas (C = 0) dos grupos GIcNAc,
responsavel pela formacéo de diversas das ligacdes hidrogénio entre as cadeias de
quitina (Figura 7). Este sinal foi criteriosamente estudado por Kameda e colaboradores

(2005) em amostras de alfa-quitina. Através da deconvolucdo deste sinal, foram

l

observadas duas contribuicbes em = 175 e = 173 ppm, que foram associadas a
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quantidade de liga¢gBes hidrogénio formadas pelo grupo € = 0. Também foi observado
que o pico em 175 ppm corresponde a carbonilas que efetuam ligagdes hidrogénio
intra e intermoleculares, ao passo que o sinal em 173 ppm tem origem em carbonilas
que participam exclusivamente de ligagbes intermoleculares. Por fim, o0s
pesquisadores concluem que, para a alfa-quitina a temperatura ambiente, a razdo
entre estes picos é de 2:3, ou seja, aproximadamente 60% das carbonilas efetuam
somente ligacdes hidrogénio intermoleculares.

O tratamento de deconvolug¢ao do sinal centrado em = 175 ppm nos espectros
de beta-quitina e de whiskers (Figura 19) permite observar que as contribuicdes dos
dois picos, i.e.em =175 e = 173 ppm, variam de acordo com as amostras de beta-
quitina e WH3PO4 (Tabela 10), indicando, também, que o tratamento com H3POas
provocou conversao de beta-quitina em alfa-quitina. Este efeito pode ser justificado
pois a menor distancia entre as cadeias antiparalelas da alfa-quitina favorece a
formacao de ligacdes hidrogénio intermoleculares, ao passo que na beta-quitina, a
probabilidade dos grupos C = 0 formarem ligacdes intramoleculares é maior (Figura
7).

Figura 19. Deconvolucédo dos picos de C=0 dos espectros de RMN de *3C.

T T T
185 180 175 170 165
Deslocamento quimico (ppm)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 10. Contribuicdes relativas dos picos deconvoluidos no sinal de
carbonila (C=0) das amostras de beta-quitina e whiskers.

Amostra  Cis0 (%) Ci73s (%) Ci75/Ci73s

Beta-quitina 64,1 35,9 1,785
WHCI 69,7 30,3 2,300
WH2S0O4 56,5 43,5 1,299
WH3POa4 37,8 62,2 0,608
Alfa-quitinat 37,5 62,5 0,600

Fonte: Autoria propria, com dados de * (KAMEDA et al., 2005).

Os dados da Tabela 10 correspondem as é&reas relativas os picos em = 175
ppm e = 173,8 ppm, bem como a razao entre elas, para as amostras de beta-quitina,
whiskers e também dados de alfa-quitina obtidos a partir dos estudos de Kameda e
colaboradores (2005). As amostras WHCI e WH2SO4 apresentaram maior contribuicdo
de Ci7s, assim como a beta-quitina de partida. As diferencas de Ci175/C173 entre estas
amostras podem ser atribuidas a modificac6es em disposic¢des locais apds 0 processo
de acidolise, principalmente na superficie. A amostra WH3PO4 apresentou razéo
Ca75/Ca73,8 muito proxima a da amostra de alfa-quitina (= 0,6), evidenciando a possivel
converséao de beta-quitina em alfa-quitina neste caso.

Na Figura 20 estdo representados os espectros de RMN na regido entre 90
ppm e 50 ppm, destacando os sinais dos carbonos C2 a C6, bem como ajustes
espectrais utilizando funcées Gaussianas, Lorentzianas e de Voigt, conforme método
descrito recentemente (FACCHINATTO et al.,, 2020, 2021). Este tratamento
matematico permite elucidar os ordenamentos moleculares de curto alcance,
possibilitando calcular os indices de cristalinidade (ICr.p). Para isso, sdo utilizados os
sinais dos carbonos C4 e C6, divididos em suas contribuigbes cristalinas (pelas
funcdes de Lorentz) e amorfas (funcdes de Gauss). Os resultados de indices de
cristalinidade estéo listados na Tabela 11.

Outro importante resultado evidenciado pela Figura 20 consiste na confirmacao
da formacao de alfa-quitina na amostra WHsPOas, evidenciada pelo desdobramento
dos picos dos carbonos C3 e C6 (Figura 20d). Este efeito também é observado, em
menor intensidade, nas amostras WHCI e WH2SO4, possivelmente como
consequéncia do desordenamento causado pelos ataques acidos nas superficies dos

whiskers formados.
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Figura 20. Métodos de deconvolucédo dos picos C2 a C6 dos espectros de RMN
de 3C das amostras de beta-quitina e whiskers para quantificacéo do ICrcp.

(a) p-quitina (b) WHCI

T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 90 85 80 75 70 65 60 55 50
Deslocamento quimico (ppm) Deslocamento guimico (ppm)

(d) WH,PO,

(©) WH,SO0,

90 85 80 75 70 65 60 55 50 90 85 SID ?I5 ?ID 6|5 GID 55 50
Deslocamento quimico (ppm) Deslocamento quimico (ppm)

Espectro de RMN de C

—— Ajuste espectral

------------ Fungdes Voigtem C5, C3 e C2

------ Funcé&o Lorentziana em C4 (84,1 ppm)e C6 (61,9 ppm)
Funcgéo Gaussiana em C4 (82,5 ppm) e C6 (60,2 ppm)

Fonte: Autoria propria.

A partir dos dados da Tabela 11, é possivel notar que os valores de indice de
cristalinidade sofrem alteracGes apos o tratamento acido. As diferencgas de ICr,p entre
as amostras de beta-quitina e whiskers também estéo relacionadas aos diferentes
tipos de ligac6es hidrogénio em suas estruturas, afetadas pelo ordenamento local de
curto alcance entre as cadeias. Este ordenamento é afetado pelo GA que, por sua vez
possui relagéo direta com ICrp (FACCHINATTO et al., 2021). Como os valores de GA
permaneceram praticamente constantes para todas as amostras (Tabela 9), é

possivel concluir que as variagcdes em ICr.p ocorrem por variacées locais causadas
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pela aciddlise. Maiores valores de ICr.p para C6 podem indicar maior ordenamento
de curto alcance devido ao maior numero de ligacbes hidrogénio envolvendo a
hidroxila ligada a este carbono. Este efeito é observado para a amostra WH3POa,
correspondendo a outra evidéncia da possivel conversdo de beta-quitina em alfa-
quitina. Por outro lado, efeito contrario € observado para as amostras WHCI e
WH2SO4, 0o que pode indicar maior desordenamento como consequéncia de ataque

acido nas superficies dos cristalitos.

Tabela 11. Valores de ICrp estimados pelos espectros de RMN de 13C.

ICrep (%)

Amostra
C4 C6
beta-quitina 76,7 79,7
WHCI 79,4 66,0

WH2S04 67,7 63,4
WH3POs 54,25 83,2

Fonte: Autoria propria.

Os espectros de FTIR da beta-quitina e whiskers obtidos a partir da liofilizacao
das suspensdes se encontram na Figura 21. E possivel notar a presenca de varias
bandas caracteristicas de beta-quitina em todos os espectros, destacadas pelas linhas
pontilhadas na Figura 21 e descritas na Tabela 12, conforme a literatura
(BRUGNEROTTO et al., 2001; JANG et al., 2004; TSURKAN et al., 2021).
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Figura 21. Espectros de FTIR da beta-quitina e whiskers.

B-quitina

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm™)

Fonte: Autoria propria.

As semelhancas entre 0s espectros consistem na presenca de bandas de
deformacédo axial das ligacbes 0 — H e N — H na regido entre 3000 cm™ a 3600 cm™,
caracteristicamente alargadas devido ao estabelecimento de ligag6es hidrogénio
envolvendo estes grupos e também moléculas de agua presentes nas amostras. Além
disso, sao encontradas bandas de deformacao axial e angular das liga¢cdes C — H dos
anéis glicosidicos nas regides entre 2879 e 895 cm 1, respectivamente.

No entanto, as principais bandas que caracterizam beta- quitina se encontram
na regido abaixo de 2000 cm, relacionadas as vibragGes das ligagGes do grupo
acetamido. As bandas de deformacéo axial da carbonila (—(C = 0) — NH,) (amida I)
se encontram na regido de 1660 cm, a deformacdo angular das ligacées N — H,
(—(C = 0) — NH,) (amida Il) em 1560 cm™ e as deformacdes axiais de C — N e
angularesde N — H (—(C = 0) — NH,) (amida lll) em 1315 cm, bem como as bandas
em 1377 cm™ da deformacdo simétrica das ligacdes C — H;, sdo tipicas dos grupos
acetamido presentes nas unidades GIcNAc da quitina.

Outras bandas caracteristicas se encontram na regido de fingerprint (entre

1100 a 800 cm™), na qual é observada banda referente a vibragées das ligacoes
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glicosidicas (C — 0 — C) centrada em = 1070 cm, bem como as bandas referentes a

deformacdo angular das ligages C — H; do anel glicosidico, na regido de 898 cm™.

Tabela 12. Principais modos de vibracdo no espectro de beta-quitina na regiao
do infravermelho.

Numero de onda (cm-1)
beta-quitina WHCI WH2S04 WH3PO4

Modos de Vibracao

Deformacéao axial OH 3439 3439 3439 3439

Def. axial NH 3095 3095 3095 3101

Def. axial CH 2877 2879 2879 2877

Def. axial CO (amida l) 1656 1664 1662 1658

Def. angular NH (amida Il) 1556 1562 1558 1560
Def. simétrica CH3 e

Def. angulares CH e OH 1377 1377 1377 1377

Def. axial C-N e

Def. angular N-H (amida llI) 1315 1315 1315 1311

Def. axial CO 1064 1068 1068 1072

Def. angular CH do anel 898 899 898 893

Fonte: Autoria propria.

Apesar das semelhancas apontadas, principalmente na regido abaixo de 2000
cm?, algumas diferencas podem ser observadas, especialmente no espectro da
amostra WH3POa4. Com intuito de melhor descrever tais diferencas, bem como buscar
explicar suas origens, os espectros foram separados em duas regides. Assim, a Figura
22 consiste na ampliacdo dos espectros entre 4000 cm™ a 2200 cm™, enquanto a
Figura 23 detalha a regido entre 2200 a 600 cm™.

As principais diferencas na visualizadas na Figura 22 estdo na regido entre
3700 a 3000 cm™. Enquanto bandas bastante largas estdo presentes nos espectros
das amostras de beta-quitina, WH2S04 e WHCI, o espectro da amostra WH3PO4 exibe
trés bandas mais evidentes em 3483, 3439 e 3278 cm, que podem ser
compreendidas de duas maneiras complementares.

Por um lado, o menor teor de agua na amostra WHsPOa4, a ser confirmado nas
analises termogravimétricas, pode desfavorecer o estabelecimento de ligacbes
hidrogénio e ser responsavel pelas diferencas observadas. Adicionalmente, as

diferencas nos espectros de infravermelho podem ser atribuidas a propria estrutura
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da amostra WH3PO4. Conforme discutido nas analises de RMN, ha evidéncias de
prevaléncia da polimorfa alfa-quitina neste caso, 0 que leva ao estabelecimento de
ligagc6es hidrogénio especificas entre suas cadeias. Segundo Focher e colaboradores
(1992), ha uma mistura nas interac6es dos grupos —CH,0H, sendo que metade deles
estabelece ligacbes hidrogénio intermoleculares com outros grupos —CH,OH de
cadeias adjacentes, ao passo que a outra metade forma ligacdes intramoleculares
com grupos —C = 0 de unidades GIcNAc vizinhas. Estas duas populac6es diferentes
de grupos —CH,0H na alfa-quitina originam as bandas em 3483 e 3439 cm,
diferentemente do ocorrido nas demais amostras. De fato, nesses casos, hd uma
Gnica banda alargada em 3439 cm™, pois a beta-quitina somente faz ligacdes
hidrogénio intramoleculares envolvendo os grupos —CH,0H e —C = 0, conforme visto
na Figura 7.

A banda mais intensa em 3278 cm™ no espectro da amostra WH3PO4 é
atribuida as vibracdes relacionadas a estiramento de N — H de unidades GIcNAc,
também observada com maior facilidade no espectro de alfa-quitina, devido a menor
mobilidade desses grupos. Este efeito também €& observado, embora em menor
intensidade, nas bandas localizadas em 2960 cm™ e 2935 cm, referentes ao
estiramento das ligacdes —C — H; , indicando diferencas nos ambientes quimicos dos

grupos acetamido entre as polimorfas de quitina (FOCHER et al., 1992).
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Figura 22. Espectros de FTIR das amostras de beta-quitina e whiskers, na
regido entre 4000 cm™ e 2300 cm™.
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Fonte: Autoria propria.

Outras evidéncias da formacdo de alfa-quitina no espectro da amostra de
WH3PO4, especificamente na regido entre 2200 cm™ e 600 cm* (Figura 23), também
ocorrem como consequéncia das diferentes ligacdes hidrogénio intra e
intermoleculares presentes nesta polimorfa. As bandas tipicas de carbonila (—C = 0)
aparecem como dois sinais na alfa-quitina, um localizado em 1662 cm, formado pelas
ligacdes hidrogénio entre os grupos —C = 0 e —N — H e outro em 1627 cm™, referente
a interacdo entre —C = 0 e —CH, — OH das unidades GIcNAc. Como na beta-quitina
o estabelecimento de ligacdes hidrogénio intermoleculares é desfavorecido, nesta
regido é observada uma s6 banda para as demais amostras (FOCHER et al., 1992;
JANG et al., 2004). As bandas dos grupos —C — H; também apresentam diferencas,
embora menos intensas, nesta parte do espectro. Bandas de baixa intensidade séo
encontradas em = 1431, 972 e 923 cm™ no espectro de WHsPQOas, 0 que também é
tomado como evidéncia da formacao de alfa-quitina neste caso.

Por fim, € importante destacar que, através da espectroscopia na regido do
infravermelho, ndo foram encontradas evidéncias de substituicdo quimica de grupos

sulfato e fosfato nas amostras tratadas com esses acidos.
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Figura 23. Espectros de FTIR das amostras de beta-quitina e whiskers, na
regiao entre 2200 cm-1 e 600 cm-1.
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Fonte: Autoria propria.

2.2.2. Viscosimetria Capilar

As medidas de viscosimetria foram realizadas para determinacdo da
viscosidade intrinseca ([n]) das amostras de beta-quitina e whiskers. A partir dos
valores de viscosidade intrinseca e grau médio de acetilacdo em cada caso, as
respectivas massas moleculares viscosimétricas médias (M,) foram calculadas
utilizando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada. Além disso, com os valores de
graus de acetilagdo médios (GA) obtidos por RMN, foram calculados os graus médios

de polimerizagao viscosimétrica (GP,). Os resultados se encontram na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores de viscosidade intrinseca ([n]), massa molecular
viscosimétrica média (M,) e graus médios de polimerizagcdo (GP,) da beta-quitina e
whiskers.

Amostra [n] (mL.mgY) M, (g mol?) (x10%) GP, GA (%)

Beta-quitina 1,795+0,171 413,0 £ 56,0 2050 £ 280 96,1

WHCI 0,1269 + 0,019 8,91 +1,87 44,3+£9,0 94,8
WH2S04 0,1470 + 0,008 11,0+0,8 55,3+4,1 97,1
WH3PO4 0,1102 + 0,009 7,23 £ 0,89 357+4,4 99,0

Fonte: Autoria propria.

E possivel notar pelos dados da Tabela 13 que as viscosidades intrinsecas dos
whiskers sdo consideravelmente menores que a da beta-quitina. Estas diferencas sao
refletidas nos valores de M,, e GP,, e sdo justificadas pelo procedimento de aciddlise
aos quais beta-quitina foi submetida para a producéo dos whiskers. Assim, a quebra
das ligacBes glicosidicas promovida durante a aciddlise leva a uma acentuada
despolimerizacdo da beta-quitina. E importante destacar que, embora estas reagdes
tenham levado a whiskers com baixa M,, os valores de GA n&do foram
substancialmente alterados, indicando que o ataque dos acidos ocorreu
preferencialmente nas ligacdes glicosidicas, sem afetar as unidades GIcNAc.

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores do grupo, em que 0
mesmo comportamento (reducédo de M, sem alteracdo no GA) foi observado no caso
da hidrdlise acida de beta-quitina extraida dos gladios de lulas (FACCHINATTO et al.,
2021).

2.2.3. Difracdo de Raios X

Os padrdoes de difracdo de raios X foram obtidos a partir das amostras
liofilizadas e secas em estufa a 30 °C por 24h. Os resultados foram coletados entre 5°
e 50° e estdo apresentados na Figura 24. Os espectros foram deslocados
verticalmente para facilitar a visualizagdo, porém as intensidades relativas dos picos

nao foram alteradas.
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Figura 24. Difratogramas de beta-quitina e whiskers.
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12,8°
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Fonte: Autoria propria.

Os principais picos de difracdo estéao listados na Tabela 14. O espectro de beta-
quitina exibe dois picos caracteristicos nas regides entre 20 = 8° e 20 = 20°, referentes
as reflexdes dos planos cristalinos hidratados (020)n e (110)n, respectivamente
(CUONG et al., 2016; JANG et al., 2004). E possivel notar deslocamento do pico
(020)n para maiores angulos de Bragg nas amostras de whiskers, indicando mudancgas
na cristalinidade ap6s acidélise. No entanto, apenas no espectro da amostra WH3PO4
foi observado que o pico (110)n apresentou deslocamento para 26 = 19,4°. Novos
picos de difracdo foram observados nos espectros dos whiskers, como reflexdes do
plano (130)n em 26 = 26,5°, que estdo presentes nos espectros das trés amostras, e
reflexdo do plano anidro (110)a em 206 = 12,8° apenas no espectro da amostra
WH3POa.
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Tabela 14. Picos caracteristicos de difracdo das amostras de B-quitina e
whiskers.

Amostra 20 (9
(020)r (110)a (110)n (130)n
beta-quitina 8,3 NO 19,7 NE
WHCI 8,7 NO 19,7 26,7
WH2S04 8,7 NO 19,7 26,7
WH3PO4 9,1 12,8 194 265

Fonte: Autoria propria.  *NO = n&o observado

Os difratogramas apresentados na Figura 24 correspondem aos perfis totais de
difracdo, incluindo as regides amorfas das amostras. As regides cristalinas (Acr) foram
separadas pelo ajuste de uma funcdo de spline cubico, conforme método proposto
por Osorio-Madrazo e colaboradores (2010). O difratograma obtido apds a subtracao
da fase amorfa se encontra na Figura 25, e detalhes deste procedimento estédo
descritos no Apéndice A.

A partir da Figura 25 ficam mais evidentes as semelhangas e diferengas entre
0s espectros das amostras de beta-quitina e whiskers. Assim, 0s picos em 20 =9,1°e
20 = 19.4° no espectro da amostra WHsPO4 séo caracterizados pela formacéo da
polimorfa alfa-quitina, conforme ja evidenciado pelas analises de RMN e FTIR. Além
disso, o0 pico encontrado em 260 = 12.8° & outro indicativo da sua formacéao,
correspondendo a difragcdo do plano anidro (110)a observado no espectro de alfa-
guitina (OSORIO-MADRAZO et al., 2010). Estes resultados corroboram a proposta de
gue haveria um menor teor de agua na amostra WH3PO4, desfavorecendo interacdes
com moléculas de agua e resultando em menor alargamento da banda de vibracéo
axial de grupos hidroxila em ligacdo hidrogénio, conforme a discussao dos espectros
de FTIR. Outro indicativo deste efeito consiste no pico hidratado (130)r em 20 = 26.5°,
de baixa intensidade nesta amostra.

Adicionalmente, a observagéao de picos de difragao do pico hidratado (130)n em
20 = 26,7° para as amostras WHCI e WH2S0O4, bem como o alargamento dos picos
em 20 =19,7° (110)n e 0 deslocamento para 26 = 8,7° do sinal relativo ao plano (020)n,
indicam que também ocorrem modificagbes nas estruturas cristalinas destas

amostras. Estes resultados corroboram as andlises de RMN de 13C e com outros
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2021), e estdo associadas ao

desordenamento ocorrido na superficie dos whiskers apos o tratamento acido.

Figura 25. Difratogramas de beta-quitina e whiskers apds subtracdo da regido
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Fonte: Autoria propria.

Os indices de cristalinidade ICrorx foram calculados através do método descrito
por Osorio Madrazo e colaboradores (2010). Além disso, os tamanhos dos dominios
cristalograficos em relacdo aos planos (020) e (110) foram calculados utilizando a

equacao de Scherrer (5), e estdo mostrados na Tabela 15. Os valores de ICrprx €

ICrcp ndo séo coincidentes, pois os primeiros tratam de interagdes de maior distancia,

consequentemente mais afetadas pela reacdo de aciddlise, enquanto que os ultimos
refletem interacdes de curto alcance. No entanto, € interessante destacar que ICrprx

da amostra WH3PO4 € maior quando comparado com o das demais amostras de
whiskers, corroborando a conclusdo de que houve converséo parcial de beta-quitina

em alfa-quitina neste caso. Este resultado foi descrito na literatura por Jung e

colaboradores (2019), indicando que pode ocorrer, no caso de quitina, processo

similar & mercerizacéo da celulose.
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Tabela 15. indices de cristalinidade obtidos por DRX (ICr) e RMN (ICrcp) €
tamanhos dos dominios cristalogréficos das amostras de beta-quitina e whiskers.

Amostra  ICrprx (%) ICCATCP (02)6 Lo2o (hm) Lai1o (NmM)
beta-quitina 64,8 76,7 79,7 4,33 2,90
WHCI 35,1 79,4 66,0 3,03 2,05
WH2S04 34,4 67,7 63,4 4,19 2,41
WH3PO4 58,1 54,25 83,2 511 4,49

Fonte: Autoria propria.

Os valores das dimensfes dos cristalitos também levam a conclusfes na
mesma direcao, i.e. enquanto houve diminuicdo de suas dimensdes nos casos das
amostras WHCI e WH2SO4, 0 que é atribuido aos ataques &cidos a superficie dos
whiskers, estes valores foram ligeiramente maiores no caso da amostra WH3POg,
caracterizada pelo melhor empacotamento e consequentemente maior ordenamento

das cadeias poliméricas ap6s o tratamento com &cido fosférico.

2.2.4. Espalhamento de Luz e Potencial Zeta ({)

As suspensdes de whiskers foram diluidas para 0,01mg/g e tiveram seu pH
ajustado para=4, 7 e = 10 com solu¢des aquosas 0,1 M de NaOH e HCI. Medidas de
espalhamento de luz foram realizadas para determinar o didmetro hidrodinamico
médio das particulas em suspenséo, além do potencial zeta ({), caracterizado como
carga na superficie dos whiskers solvatados. Os resultados destas andlises se

encontram na Tabela 16.



79

Tabela 16. Diametros médios de particula, indice de Polidispersividade (IPd) e
Potencial Zeta (£) obtidos por espalhamento de luz.

Potencial Zeta () (mV)

Amostra Diametro (nm) IPd
pH 4 pH 7 pH 10
WHCI 3023 + 1920 0,808 22,1+2 166 £58 -12+4,6
WH2SO4 2273 £ 568 0,880 19,7+39 170x4,0 -195%x104

WH3POa4 452,8 £ 154,4 0,626 26,0+2,7 175+3,1 -13,1+20
Fonte: Autoria propria.

Em relagdo aos dados de espalhamento de luz, é possivel notar que as
particulas das amostras WHCI e WH2SOa4 apresentaram diametros hidrodinamicos
médios bastante superiores em comparacdo a amostra WHs3POs. Estes dados,
associados aos valores elevados de IPd, indicam que as particulas de WHCI e
WH2S04 podem nédo ter forma esférica, o que pode ser confirmado pelas analises de
microscopia de transmissdo e de forca atdbmica. Por outro lado, as particulas de
WH3PO4, além de serem menores, possuem IPd mais baixo.

Embora os valores de potencial { de quitosana sejam comumente associados
a protonacédo das unidades GIcN, este ndo € o caso das amostras de quitina. De fato,
como os valores de GA de beta-quitina e de whiskers sdo bastante elevados, ha
poucas unidades GIcN passiveis de protonacdo em meios acidos (SILVA et al., 2021).
Por outro lado, os potenciais na faixa de +20 mV em 4 < pH < 7 sdo condizentes com
0s observados na literatura (FACCHINATTO et al., 2021). Valores mais elevados de
potencial { podem levar a suspensfes mais estaveis devido & maior repulséo
eletrostatica entre as cadeias. No entanto, como visualizado na Figura 13, somente a
suspensao de WH3POs apresentou estabilidade ap6s 10 dias, possivelmente
explicada pelo menor tamanho de particulas, e ndo apenas pelo potencial { em si.

A Figura 26 ilustra as variagbes do potencial { em funcdo do pH das
suspensdes. Embora os whiskers tenham sido tratados por acidos diferentes, néo
houve variacdo entre si nas cargas superficiais, corroborando a auséncia de

substituicdes quimicas por grupos sulfato e/ou fosfato, conforme indicado por FTIR.
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Figura 26. Valores de potencial { em diferentes pH para as amostras de

whiskers.
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Fonte: Autoria propria.

2.2.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

9 10

Os perfis de degradacéo térmica da beta-quitina e dos whiskers liofilizados

estdo representados na Figura 27. Sao identificados dois eventos de perda de massa,

sendo que o primeiro ocorre em torno de 60 °C, e caracteriza a evaporacao de agua

fracamente ligada as cadeias poliméricas e o segundo na regido entre 230 °C — 300

°C, que caracteriza a degradacédo térmica do polimero e a liberacdo de compostos

7

volateis, o que é evidenciado pela elevada perda de massa nessa regido. Os

resultados se encontram na Tabela 17.
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Figura 27. Curvas de termogravimetria das amostras de beta-quitina e

whiskers.
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No primeiro estagio, € possivel notar que a amostra WH3PO4 perdeu muito

menos massa (menos de 2%), em compara¢ao as outras amostras, indicando baixa

presenca de moléculas de 4gua ligadas a suas cadeias e corroborando as discussfes

dos resultados das analises de FTIR e DRX desta amostra. As demais amostras

apresentaram perdas de massa da ordem de = 7% - 8%, similares aos valores

encontrados em trabalhos prévios (FACCHINATTO et al., 2021).

Tabela 17. Resultados dos perfis de degradacéo térmica das amostras de beta-

quitina e whiskers.

Estagio | Estagio Il
Amostra
Tmax (°C) PM* (%) Tonset (°C) PM (%) Twmax (° C)
beta-quitina 67 7 303 60 350
WHCI 66 8 231 52 247
WH2S0O4 66 7 236 54 298
WH3PO4 62 2 305 58 342

Fonte: Autoria propria.

* PM: perda de massa.
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De acordo com Huang e colaboradores (2015a) e Zeng ((ZENG et al., 2012b),
0 segundo estagio de degradacdo € bastante influenciado pela cristalinidade do
polimero. Através das curvas de derivada primeira (dTG) apresentadas na Figura 28,
ficam mais evidentes as diferencas nos perfis de decomposi¢cdo das amostras. Assim,
0 segundo estagio de decomposicdo de beta-quitina e de WH3POa4, que apresentam
maior cristalinidade em comparacéo as outras amostras, € iniciado em = 300 °C e a
maior taxa de decomposi¢ao ocorre em torno de = 350 °C. Por outro lado, as curvas
dTG das amostras WHCI e WH2SO4, mostram significativa perda de estabilidade em
comparacao a beta-quitina e WHsPO4, sendo a decomposi¢éo iniciada em = 235 °C e
um pequeno pico observado em = 250 °C. Adicionalmente, importantes perdas de
massa foram observadas em = 330 °C e = 300 °C nos casos das amostras WHCI e
WH2S0s4, respectivamente, indicando que os tratamentos com HCI e H2SOg4
provavelmente levaram a modificac6es nas superficies dos whiskers. Estes resultados
corroboram trabalhos anteriores (FACCHINATTO et al., 2021) e indicam que as
menores temperaturas de inicio do segundo estagio de decomposi¢éo provavelmente
se referem as degradac¢@es na superficie dos cristais, seguidas pela degradacéo das
partes mais internas, que tiveram sua cristalinidade mantida mesmo apds o0s

tratamentos acidos.

Figura 28. Curvas de dTG para as amostras de beta-quitina e whiskers.
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Fonte: Autoria propria.

2.2.6. Caracterizacdo Morfolégica via técnicas de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), de Transmissédo (MET) e de Forca Atdmica (MFA)

As imagens obtidas pelas técnicas de microscopia possibilitaram a
caracterizacao das diferentes morfologias e formatos dos whiskers obtidos. Na Figura
29 estdo apresentadas, na mesma ampliacdo, as micrografias de varredura das
amostras de beta-quitina e whiskers liofilizados. E possivel observar que os
tratamentos &cidos levaram a consideravel diminuicdo dos tamanhos médios de
particulas.

A amostra de beta-quitina (Figura 29a), € formada por grandes particulas (>
425 pm), recuperadas do fracionamento apés o processo de moagem. E possivel
observar a natureza caracteristicamente lamelar da quitina (LAVALL; ASSIS;
CAMPANA-FILHO, 2007), indicada pelas setas amarelas. As setas na regiao superior
apontam para uma particula orientada na transversal, e diversas camadas sdo

observadas.
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Figura 29. Imagens de MEV das amostras (a) beta-quitina, (b) WHCI, (c)
WH2S04 e (d) WH3POa.
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Fonte: Autoria propria.

A partir das Figura 29b-d, fica evidente que o processo de aciddlise leva a
formacdo de particulas consideravelmente menores, embora de tamanhos variados
devido a formacéao de agregados.

A morfologia dos whiskers fica mais evidente através da técnica de MET (Figura
30). As suspensodes de whiskers foram diluidas para 0,1 mg/g e depositadas em grids
de cobre para realizagdo da analise e foi utilizada solu¢do de acetato de uranila como
corante (FACCHINATTO et al., 2021). A formacéo de cristais individuais de forma
alongada, ou forma de agulha (needle-like) € observada nos casos das amostras
WHCI e WH2SO4 (Figura 30a-b), caracteristico de whiskers. No entanto, diversos
agregados sdo observados em ambos 0s casos, provavelmente em consequéncia da
elevada area superficial dos whiskers, que favorece a formacao de ligagdes hidrogénio

entre cadeias poliméricas durante a etapa de secagem da amostra (FLAUZINO NETO
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et al., 2013). Além disso, a concentracéo de 0,1 mg/g também pode ter favorecido na
formacéo de agregados.

Os nanocristais da amostra WHsPOa4 (Figura 30c) estdo representados em
imagem com aproximacdo maior que das demais amostras, pois a formacdo de
agregados impossibilitou a visualizacdo dos cristais em ampliacdes menores. Por
outro lado, foi possivel encontrar regides contendo nanoparticulas isoladas. Fica
evidente que o formato dos nanocristais obtidos a partir de aciddlise com HsPO4 é
mais aproximadamente esférico, conforme também indicado pelas analises de
espalhamento de luz. E provavel que com o tratamento mais agressivo, possivelmente
associado a elevada concentracdo de acido fosforico, a extensdo da reacéo tenha
sido maior levando a formacéao de cristais menores e de formato esférico, ndo podendo

ser denominados de whiskers.

Figura 30. Imagens de MET das amostras (a) WHCI, (b) WH2SO4 e (¢) WH3POa.

Fonte: Autoria prépria.
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Com objetivo de melhor visualizar a morfologia de whiskers isolados, a técnica
de AFM foi utilizada. As suspensdes de whiskers foram diluidas a 0,01 mg/g, com
intuito de evitar a formacéo dos agregados observados por MET, e depositadas em
superficie de mica. As Figura 3la-b confirmam a formacdo de cristais de elevada
razao de aspecto para os tratamentos com HCI| e H2SOa4. Estes resultados foram
observados para HCI anteriormente (FACCHINATTO et al.,, 2021). O formato
alongado dos whiskers ja havia sido indicado pela anélise de espalhamento de luz,
em que particulas de didametro hidrodindmico médio elevado foram encontradas,
inclusive com indices de polidispersividade elevados.

A Figura 31c corresponde a menores ampliacbes quando comparada as
demais amostras, e as particulas de aparente formato esférico indicam a formacéo de
grandes agregados, possivelmente formados durante o processo de secagem na

superficie da mica.

Figura 31. Imagens de AFM das amostras (a) WHCI, (b) WH2SO4 e (c)
WH3POa.
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Fonte: Autoria propria.
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2.3. Conclusdes Parciais

A preparagédo de whiskers de beta-quitina a partir de diferentes tratamentos
acidos foi concluida com sucesso. Através das técnicas de microscopia foram
identificadas diferencas em suas morfologias, sobretudo para a amostra WH3POa4, que
apresentou formacao de particulas mais esféricas e menores que as demais.

Além disso, houve modificacdo estrutural para a amostra WH3PO4, sendo

identificada como alfa-quitina pelas técnicas de RMN, FTIR e DRX.
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3.1. Introducéo

O planeta Terra possui 71% de sua superficie recoberta por agua, porém quase
a totalidade desta agua é salgada (97%). Apenas 3% sao reservas de agua doce, das
quais 68,7% estdo na fase sdlida (gelo) e 30,1% séao reservas subterraneas que
constituem os aquiferos, enquanto 1,2% das reservas correspondem majoritariamente
(75%) a umidade do solo e do ar, e minoritariamente a rios e lagos. Em vista da baixa
disponibilidade de reservas de agua doce para o consumo humano, o tratamento de
efluentes domésticos e industriais € de suma importancia, principalmente em
decorréncia do descarte de efluentes contaminados pela presenca de poluentes em

rios, lagos e mares, além de evitar a contaminacéo do solo e de lencaéis freaticos.

Figura 32. Distribuicdo da agua na Terra: (a) reservas totais e (b) reservas de
agua doce.
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Fonte: UNESCO

O tratamento de efluentes tem como objetivo minimizar os impactos ambientais
decorrentes do seu descarte no ambiente. Assim, a poluicdo das aguas € uma
preocupacdo constante para a sociedade e para autoridades publicas,
correspondendo diretamente a dois dos dezessete Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODSs) da ONU (ONU, 2015). As principais fontes de poluicdo aquatica
sao efluentes industriais, rejeitos de atividades mineradoras, esgotos domésticos,
lixiviacdo de agrotoxicos empregados intensivamente na agricultura, entre outras
(CRINI; LICHTFOUSE, 2019b). As legislagGes que regulam o descarte de efluentes

industriais estdo se tornando mais rigidas, impondo tratamentos compulsérios nos
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casos de diversos tipos de efluentes antes que eles sejam descartados no ambiente.
Na Europa, a Water Framework Directive classifica produtos quimicos em duas
categorias principais de prioridade para tratamento: i) compostos persistentes
altamente toxicos e bioacumuladores, i) com compostos perigosos, porém sem
capacidade de bioacumulacéo (CRINI; LICHTFOUSE, 2019b).

Dentre as diferentes técnicas de tratamento de efluentes que visam a remocao
de poluentes, a adsor¢cdo tem ganhado protagonismo, pois apresenta excelente
relagdo custo-beneficio. Além disso, é uma técnica eficiente e que tem sido
intensivamente estudada de maneira a modelar os diferentes comportamentos de
adsorcao e permitir a determinacdo de parametros cinéticos e termodinamicos e a
elucidag&o dos mecanismos de adsor¢do. Os materiais utilizados como adsorventes
séo obtidos de diversas fontes, tais como minerais (e.g. zedlitas naturais e alumina),
biologicas (e.g. biossilica) e organicas (e.g. carbono ativado). Outra importante fonte
de adsorventes de baixo custo é a biomassa, abundante na forma de residuos
agroindustriais (SARODE et al., 2019).

Quitina e, principalmente, quitosana vém sendo estudadas visando ao
desenvolvimento de materiais com capacidade de adsor¢cédo de poluentes presentes
em efluentes aquosos, tais como ions metalicos (GUIBAL, 2004; UPADHYAY et al.,
2021), corantes (LUO et al., 2011), farmacos (RIZZI et al., 2019) e 6leos (VIDAL et al.,
2020). Quitosana possui algumas caracteristicas que possibilitam sua aplicacdo na
area ambiental, tais como: i) custo relativamente baixo em comparacdo com carbono
ativado ou resinas sintéticas, ii) elevada capacidade de adsorver diferentes poluentes
com seletividade, iii) possibilidades de processamento como filmes, membranas,
nanoparticulas, ndotecidos, etc e iv) baixa toxicidade, biocompatbilidade e
biodegradabilidade. Além disso, quitosana e seus derivados podem ser utilizados
tanto em forma hidrossolivel como no estado sélido na forma de hidrogéis, contas ou
pérolas (beads), esponjas, filmes, membranas e fibras (CRINI; LICHTFOUSE, 2019b).

Quitosana pode ser utilizada para remocéao de diferentes classes de compostos
organicos de aguas residuais. Tais contaminantes, que incluem corantes, agrotoxicos,
farmacos, etc. sdo considerados poluentes organicos persistentes (POPS), pois séo
apenas muito lentamente degradados no ambiente. O processo de adsor¢éo depende
de varios fatores associados aos adsorvatos, como estrutura quimica e presenca de
grupos funcionais, dimensdes, polaridade, presenca e densidade de cargas, dentre

outros. Desbriéres e Guibal (2018) indicam que quitosana pode ser aplicada na
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remocdo de diversos contaminantes, como amaranto (corante), cefoperazona e
tetraciclina (antibioticos), diclofenaco e dipirona (anti-inflamatorios), diclorofenol e
glifosato (agrotoxicos) e ésteres ftalicos (plastificantes). Bhatnagar e Sillanpaa (2009)
abordaram em artigo de revisdo inUmeros estudos sobre o uso de quitina, quitosana
e derivados para remocdo de compostos organicos de efluentes aquosos, sendo
citados estudos com aproximadamente 50 corantes diferentes, que exibiram
capacidades de adsorcao no intervalo 0,5 mg - 2,0 g de corante/g de adsorvente. Além
disso, essa revisdo menciona estudos sobre adsorcado de 10 diferentes compostos
fendlicos e que registram capacidades de remocdao no intervalo 2,5 mg - 300 mg/g de
adsorvente.

Outras formas de aplicacdo da quitosana na adsor¢cao de poluentes incluem o
seu uso para a producao de materiais compadsitos com materiais carbonaceos (carvao
ativado, 6xido de grafeno, nanotubos de carbono) (AHMED; HAMEED; HUMMADI,
2020), particulas magnéticas (AYUB et al, 2020; MASSOUDINEJAD;
RASOULZADEH; GHADERPOORI, 2019; RANI; JASSAL, 2019) e ceramicas (CAO
et al., 2017; VARDIKAR et al., 2018).

Mais recentemente, estudos sobre o emprego de whiskers de polissacarideos,
como celulose e quitina, na adsorcao de poluentes de efluentes aguosos tém indicado
o elevado potencial desses materiais para essa aplicacdo, pois sdo insollveis em
meio aquoso e possuem elevada area superficial, sendo excelentes candidatos a
adsorventes (SARODE et al., 2019). Assim, suspensdes aquosas de whiskers de alfa-
quitina foram utilizados para remocdo de corantes tipicamente empregados na
indUstria téxtil (Tabela 18).
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Tabela 18. Capacidades de adsor¢do maxima (gm) de materiais a base de alfa-
quitina em relagéo a diferentes corantes.

Adsorvente Corante gm (mg/qg) Referéncia
Azul Sfu'lv';;”eno 6,90 (DHANANASEKARAN:
22,72 PALANIVEL; PAPPU,
Bromofenol 855 2016)
Whiskers de Azul Brilhante '
alfa-quitina . . (GOPI; PIUS;
Violeta Cristal 39,56 THOMAS, 2016)
. (MESHKAT; NEZHAD;
Carmim 78,6 BAZMI, 2019)
Azul de Metileno 21,1 (LIPATOVA,; LOSEV;
Quitina modificada Azul Reativo 2114 MAKAROVA, 2019)
Azul de Metileno 26,69 (DOTTO et al., 2015)
por ultrassom vermelho do
C 261,89 (HOU et al., 2021)
ongo
Mantas de fluoreto de indigo Carmim 72,6 (GOPI et al., 2017)
polivilideno/whiskers
Quitina Alaranjado de 2,99
Quitina/Poliestireno Metila 7,04 (UMAR, 2020)

Fonte: Autoria propria.

Embora existam diversos trabalhos que utilizem quitosana e alfa-quitina para
adsorcéo de poluentes, praticamente ndo ha relatos sobre o uso de whiskers de beta-
quitina para esta aplicagdo. A Figura 33 ilustra o numero de publicagfes de artigos,
revisdes e livros a partir de pesquisa com os termos “chitosan” e “chitin” associados a
expressao “water treatment” em titulos, abstracts e palavras-chave. A busca néo faz
distincdo entre alfa- e beta-quitina, porém fica evidente a menor quantidade de

trabalhos quando comparados a quitosana.
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Figura 33. Numero de publicacdes envolvendo quitina e quitosana para
tratamento de agua.
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Fonte: Scopus (outubro/2021).

E importante destacar que o uso de biopolimeros para tratamento de efluentes
e remediacdo de ambientes aquaticos consiste em nobre aplicagdo, principalmente
considerando o0 aspecto sustentabilidade previsto nos ODSs da ONU, visto que os
biopolimeros sdo obtidos a partir de fontes renovaveis. Neste sentido, quitina se
destaca por ser abundante nos rejeitos gerados a partir do processamento de frutos
do mar, tais como carapacas de caranguejos e cascas de camardes, pela industria

pesqueira.



Objetivos

94

Objetivo Geral

Os nanocristais preparados pelos diferentes tratamentos acidos foram

utilizados para estudos de remocéo dos corantes alaranjado de metila (MO) e azul de
metileno (MB)

Objetivos Especificos

Avaliar as eficiéncias e capacidades de remocdo de MO e MB dos
nanocristais;

Investigar os mecanismos cinéticos de adsorcao através de ajustes
lineares de modelos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda
ordem;

Avaliar os ajustes a isotermas de adsorcdo utilizando modelos de

Langmuir e Freundlich.
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3.2. Materiais e Métodos
3.2.1. Materiais

As suspensbes de whiskers obtidas pelos diferentes tratamentos é&cidos
descritos anteriormente foram utilizadas para os ensaios de adsor¢gdo. Os corantes
Alaranjado de Metila (MO) e Azul de Metileno (MB) foram adquiridos da empresa Neon

Quimica e utilizados sem purificacéo prévia.

3.2.2. Procedimentos para os estudos de adsorcao

As suspensdes de whiskers de beta-quitina foram utilizadas para avaliar sua
capacidade de remocao dos corantes alaranjado de metila (MO) e azul de metileno
(MB) (Figura 34), escolhidos por apresentarem diferentes estruturas, com grupos

negativamente e positivamente carregados, respectivamente.
Figura 34. Estruturas quimicas de (a) alaranjado de metila e (b) azul de
metileno.

(a) Alaranjado de Metila (b) Azul de Metileno
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Fonte: Autoria propria.

As curvas de calibracdo dos corantes estdo representadas na Figura 35, e
foram elaboradas a partir das medidas de absorbancia das solu¢des aquosas de MO
e MB em Amax = 464 nm e Amax = 664 nm, respectivamente. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.
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Figura 35. Curvas de calibracdo de (a) Alaranjado de Metila e (b) Azul de
Metileno.
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Fonte: Autoria propria.

Os ensaios de adsorcao foram realizados a temperatura ambiente (25 + 1 °C),
partindo de diferentes concentracdes das suspensdes aquosas de whiskers, bem
como das solucdes dos corantes, com objetivo de determinar as capacidades de
adsorcdo em cada caso. As suspensdes aquosas de whiskers foram analisadas nas
concentracfes 0,5, 1,0 e 2,0 mg/g e os corantes foram estudados nas concentracdes
25, 50, 75 e 100 mg/L. Os pH das suspensdes foram medidos e se mantiveram entre
= 6 e 7 durante 0s ensaios.

A partir dos resultados de adsorcdo, a eficiéncia de remocéao (R%) e as
capacidades de adsorcédo (ge) foram determinadas a partir da Equacdo (6) e da

Equacéo (7), respectivamente.
R(%) = CC;C *100% (6)
0

Co—Ce
qe =OT*V(7)

Onde Co é a concentracao inicial de corante e Ce a concentracao no equilibrio,
ambas em mg/L; m corresponde a massa de whiskers (g) em cada aliquota e V o

volume da aliquota (L).
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3.2.3. Ensaios Preliminares

Inicialmente, foram avaliados os efeitos da concentracdo das suspensdes de
whiskers (0,5 mg/g, 1 mg/g e 2 mg/g) na adsorcéo de MO e MB nas concentracfes de
25 mg/L e 50 mg/L. Foram misturadas volumes iguais das suspensdes de whiskers e
das solugdes de corantes, as quais foram acondicionadas em camara incubadora com
agitacao orbital (shaker) (MA420, Marconi/SP) com controle de temperatura (25 + 1
°C) a 250 rpm por 24h. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000
rom por 5 minutos e o0s sobrenadantes foram analisados por espectroscopia
ultravioleta/visivel, utilizando espectrofotometro UV-8000 (Shimadzu).

Estes ensaios foram realizados para definir a melhor concentracdo das

suspensdes de whiskers a serem estudadas nos ensaios cinéticos e termodinamicos.

3.2.4. Ensaios cinéticos e termoninamicos

Apos a definicdo da melhor concentracéo das suspensdes de whiskers, estudos
cinéticos foram realizados no caso da adsorcéo de MO, nas concentracées de 25 mg/L
e 50 mg/L, com tempos de contato entre 5 min e 120 min e suspensodes de whiskers
na concentracdo de 2,0 mg/g. Os resultados foram utilizados para verificar os ajustes
a modelos de processo de pseudo-primeira ordem (PPO) e pseudo-segunda ordem
(PSO) (Tabela 19). Além disso, isotermas de equilibrio foram obtidas a 25°C variando
a concentracdo de MO entre 25 mg/L a 100 mg/L, mantendo a concentragdo das
suspensdes de whiskers em 2,0 mg/g. Foram avaliados os modelos de Langmuir e

Freundlich, conforme Tabela 19.
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Tabela 19. Modelos cinéticos e isotermas de adsorcdo adotados nos estudos.

Equacéo Regresséao Linear Eixos Parametros
O ki =-m
o =q,[1—- kit In — gy =1In — kit In —qp Vst 1
o q qe[1 — exp(kqt)] (e — qp (qe) — k4 (@e — qp g0 = exp (b)
@) t 1 t t k, = m2/b
%2 h = k,q? —= +— — ust 2
an 2e qc k9% qe dt ge = 1/m
o k,C 1 1 1 1 1 1 =
c g, = JmfLze - i = ops — fp = 1/m. dm
1 1- kLCe de kLCIm Ce dm qe Ce m = 1/b
E kp = 10"
§ qe = kfC¢ logq, = logkr + nlogC, logq. vs logC, nF=_1/m
LC

Fonte: (SCHNEIDER et al., 2021)

Onde, Ce = concentracdo no equilibrio (mg L), ge = capacidade de adsorcao
no equilibrio (mg g?), q = capacidade de adsorcdo no tempo t (mg g?), gm =
capacidade de adsorcdo maxima (mg g*1), ki = constante de velocidade de primeira
ordem (min?), k2 = constante de velocidade de segunda ordem (g mg min’), k. =
constante de Langmuir (adimensional), kr = constante de Freundlich (mg g'), n = fator
de heterogeneidade, m = inclinacdo da reta apés ajuste linear, b = intercepto da reta
apos ajuste linear.

A partir das equacdes da Tabela 19 e com auxilio do software Microcal Origin,
foram realizados os ajustes lineares para verificar os modelos mais adequados para
descrever a adsorcao de MO nos whiskers.

3.3. Resultados e discussdes

Os ensaios preliminares indicaram que as suspensdes de whiskers nas
concentracbes de 0,5 mg/g e 1,0 mg/g ndo foram capazes de remover quantidades

relevantes de corantes, independentemente da natureza do corante e de sua
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concentracdo. E provavel que a baixa concentracdo de adsorvente leve a poucos
choques efetivos que favorecam a adsorcdo das moléculas de corante. Na Tabela 20
encontram-se resultados referentes a adsor¢do de MO e MB em suspensdes de
whiskers a 2,0 mg/g por 24h. E possivel observar que ndo houve adsorgio
consideravel de MB. Isso provavelmente ocorre devido a natureza catidnica deste
corante em pH = 7, desfavorecendo a interacdo com os whiskers de beta-quitina, que
possuem cargas superficiais positivas em pH = 6 - 7, evidenciadas pelas medidas de
potencial zeta (= +20mV).

Tabela 20. Adsorcdo de MO e MB em suspensdes de whiskers a 2,0 mg/g.

Eficiéncia de Remocao  Eficiéncia de Remocgéo
Whisker (2mg/g) de MO (R%) de MB (R%)
25 mg/L 50 mg/L 25 mg/L 50 mg/L

WHCI

68,4 71,8 0,67 0,62
WH2S04 46,3 47,3 0,97 0,62
WH3PO4 14,8 17,1 0,42 0,53

Fonte: Autoria propria.

A adsorcdo de MO, por outro lado, se mostrou significativa nos casos das
amostras WHCI e WH2S0O4, indicando boa interacdo entre as moléculas
negativamente carregadas deste corante com os whiskers de beta-quitina. A amostra
WHs3PO4 ndo apresentou boa capacidade de adsorcdo, no entanto estudos mais
aprofundados precisam ser realizados, principalmente quanto a caracterizacdo das
areas superficiais e da porosidade dos nanocristais, com intuito de verificar a
quantidade de sitios de adsor¢do em cada amostra. Além disso, ndo houve mudanca
significativa na eficiéncia de remocéo (R%) ao se variar a concentracdo de MO de 25
mg/L para 50 mg/L. No entanto, € possivel que conforme os sitios se tornam
ocupados, a adsor¢cdo de mais moléculas seja desfavorecida.

A partir dos dados da Tabela 20, decidiu-se analisar em mais detalhes a
adsorcdo de MO nas concentragdes 25 mg/mL e 50 mg/mL em suspensdes de
whiskers a 2mg/g pelo periodo de 2h, visto que ndo houve variacdo na remocao apos
este periodo, sendo considerado como equilibrio. Os resultados de eficiéncia de
remocéo (Figura 36) evidenciam as diferentes eficiéncias das suspensodes de whiskers

na remoc¢ao de MO, com menores valores para WH3PO4 seguido por WH2S04 e WHCI
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(Tabela 21). E interessante destacar que as quantidades de corante adsorvidas n&o

sofreram significativas altera¢des ao longo do tempo, indicando rapida adsorcéao.

Figura 36. Eficiéncia de remocao (R%) de Alaranjado de Metila para as
amostras de whiskers.
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Fonte: Autoria propria.

A partir desses resultados, foram calculadas as capacidades de adsorcdo de
MO pelos whiskers em funcao do tempo (Figura 37), indicando valores mais elevados
na concentracédo de 50mg/L, devido a natureza da Equacéo 7, que leva em conta as
concentragdes iniciais de corante e a quantidade de adsorvente (Tabela 21).
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Figura 37. Capacidade de adsorcdo (ge) de Alaranjado de Metila pelas
amostras de whiskers.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 21. Eficiéncia de Remocéao (R%) e Capacidade de Remocéo (ge) de MO
25 e 50 mg L pelas suspensoées de whiskers 2mg g.

MO 25 mg L1 MO 50 mg L*
Amostra  Eficiencia de Cagae%%i%ide Eficiéncia de Cagzma(‘;%%de
Remocéo (R%) (mg g) Remocéo (R%) (mg g)
WHCI 65,7+ 34 8,2+04 71,8 0,7 17,4 +£0,2
WH2SO4 45,8 +0,8 58+0,1 47,1+11 11,4+£0,3
WH3POa4 14,3+1,3 1,8+0,2 156 +1,2 3,7+0,3

Fonte: Autoria propria.

Com os dados de ge obtidos na Tabela 21 e em associacdo as equacdes da
Tabela 19, foram realizados ajustes para modelos cinéticos de PPO e PSO (Figura
38). Os principais resultados se encontram na Tabela 22. E possivel notar que o
modelo de pseudo segunda ordem (PSO) é mais adequado, pois resulta em
coeficientes de determinacdo (r?) acima de 0,99 em todos os casos, indicando
interacdes quimicas, i. e. quimissorcdo, entre whiskers e MO. Os valores mais
elevados de k2 no caso da amostra WH2S0O4 podem ser indicativos de rapida adsorcgéao
através da interagdo com as moléculas de MO. No entanto, é provavel que na

superficie da amostra WH2SO4 ocorram menos sitios disponiveis para adsor¢do em
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comparacao com a amostra WHCI, justificando a menor eficiéncia de remocao. No
sentido de elucidar esse fato, devem ser desenvolvidos estudos visando a determinar
as areas superficiais e a porosidade dos adsorventes.

Os modelos cinéticos PPO e PSO foram escolhidos por serem bastante
aplicados em ensaios de adsorcdo (REVELLAME et al., 2020), além de possuirem
significados diferentes, pois enquanto a linearizacdo do modelo de PPO indica
independéncia entre as concentragdes de adsorvente e adsorbato, o modelo de PSO
descreve situacdes em que as taxas de adsor¢cdo variam conforme os sitios de
adsorcdo dos adsorventes sdo ocupados pelo adsorbato (HUBBE; AZIZIAN;
DOUVEN, 2019). Geralmente, o ajuste ao modelo de PPO é tomado como indicativo
de fisissorgao e PSO de quimissor¢do (ZHANG, 2019).

Figura 38. Ajustes lineares da cinética de adsorcao pelos modelos de pseudo
primeira e segunda ordem para as amostras de whiskers.
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E importante destacar que os valores de ge calculados a partir do modelo de
PPO séo bastante proximos aos valores obtidos experimentalmente, corroborando o

bom ajuste deste modelo cinético.

Tabela 22. Resultados de cinética de adsorcédo de Alaranjado de Metila nas
concentracdes 25mg/L e 50mg/L.

Alaranjado de Metila 25mg/L

Modelo Whiskers Parametros R2
WHCI k, = 0,0097 min~*; g, = 0,84 mg/g 0,65368
PPO WH2SO4 k, = 0,0896 min~'; q, = 0,05 mg/g 0,16531
WH3PO4 k, = 0,0108min~%; g, = 0,19 mg/g 0,82341

WHCI k, = 0,0742 g mg~* min~1; q, = 8,47 mg/g 0,99901
PSO WH2S04 k, =3,5367 gmg *min™t;q, =582mg/g 0,99995
WH3PO4 k, = 0,4669 g mg~! min~; q, = 1,86 mg/g 0,99861

Alaranjado de Metila 50mg/L

Modelo Whiskers Parametros R2
WHCI k, = 0,0287 min~%; q, = 2,79 mg/g 0,90268
PPO WH2S04 k, = 0,0064 min~t; q, = 0,22mg/g 0,01309
WH3PO4 k, = 0,0059 min~*; g, = 0,42 mg/g 0,14191
0,99911

WHCI  k, =0,0019 g mg~*min™1; q, = 17,59 mg/g
PSO WH2S04 k, =0,4467 gmg 1mint; q, =11,41mg/g
WH3PO4 k, =0,0130 g mg~tmin™1; q, = 4,06 mg/g

0,99995
0,99607

Fonte: Autoria propria.

Além da verificacao do tipo de cinética de adsorcédo, experimentos no equilibrio
foram realizados empregando concentracdes mais elevadas de MO (75 mg/L e 100
mg/L) para ajustes de isotermas de adsorgéo de Langmuir e Freundlich, com o objetivo
de identificar mecanismo de adsor¢cédo de MO nos whiskers. Através das equacdes da
Tabela 19, foram realizadas regressoées lineares para verificar o melhor ajuste (R?) a
ambos os modelos. Os resultados se encontram na Figura 40 e Tabela 23.

Os modelos de Langmuir e Freundlich foram escolhidos para descrever as
isotermas de adsorcdo. O modelo de Langmuir € amplamente utilizado para descrever
processos de adsorgcdo quimica em que ha formacdo de uma uUnica camada de
adsorvente na superficie do adsorbato (Figura 39). Além disso, este modelo assume

que a distribuicdo dos sitios de adsorcao é uniforme na superficie do adsorvente e
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gue a energia de adsorcdo é constante, além de negligenciar interacdes entre as
moléculas de adsorvato (WANG; GUO, 2020). O modelo de Freundlich € empirico, e
representa fendbmenos de adsorgcdo néo lineares sem significado fisico. No entanto,
em diversos trabalhos este modelo € utilizado para representar adsorcbes com
formacdo de multicamadas de adsorvato, além de descrever adsorventes com
superficies ndo homogéneas, servindo como um contraponto ao modelo de Langmuir
(WANG; GUO, 2020).

Figura 39. Mecanismo de adsorcéo descrito pela isoterma de Langmuir.
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Fonte: Adaptado de (WANG; GUO, 2020).

Figura 40. Isotermas de Langmuir e Freundlich para adsor¢cado de MO nas
suspensdes de whiskers.
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Através dos valores do coeficiente de determinacéo (R?) é possivel verificar que
0 modelo de Langmuir descreve melhor o mecanismo de adsorcdo, indicando
formagédo de monocamada de adsorvente na superficie dos whiskers. No entanto, a
realizacdo de mais experimentos com outras concentracdes de MO é necessaria, pois
alguns dos resultados também indicam bom ajuste ao modelo de Freundlich. Os
valores de capacidade de adsor¢do maxima (gm) calculados pelo ajuste do modelo de
Langmuir indicam que os whiskers podem adsorver quantidades ainda maiores de MO
do que os resultados obtidos experimentalmente mostram, porém Sao necessarios
estudos para caracterizar as superficies dos whiskers, bem como ensaios utilizando

maiores concentracdes de MO.

Tabela 23. Parametros calculados pelo ajuste de isotermas de Langmuir e
Freundlich.

Modelo  Whisker Parametros R2
WHCI qiL:6158,’715xrln(§;g 0,851
Langmuir WH2SO04 q:L:gl';ix}r?g_jg 0,976
WHsPO4 q’::;fsl;‘#;g 0,956
WHCI kFlz/:'iS(;)’g;g/g 0,785
Freundlich WHSOs % = M40 00/9 0,956
WHspo, ¥ =195 919 0,908

Fonte: Autoria propria.

Ao se comparar os valores de ge obtidos experimentalmente, bem como os
valores de gm calculados pelo modelo de Langmuir, fica evidente que os whiskers de
beta-quitina produzidos principalmente por tratamentos com acidos cloridrico e
sulfarico, i. e. as amostras WHCI e WH2SOa4, apresentam potencial para serem
aplicados na remocéo de corantes de carater anidnico, como MO. Para efeitos de
comparacao, alguns resultados encontrados na literatura para corantes com estas

caracteristicas estdo na Tabela 24.
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Tabela 24. Comparacéo entre valores de gm de adsorventes de quitina para

diferentes corantes.

Adsorvente Corante gm (Mma/q) Referéncia
Azul de 22 79 (DHANANASEKARAN;
Bromofenol 8 55 PALANIVEL; PAPPU,
. Azul Brilhante ' 2016)
Whiskers de alfa- : _
quitina Violeta Cristal 39,56 (GOPI; PIUS;
' THOMAS, 2016)
. (MESHKAT; NEZHAD;
Carmim 78,6 BAZMI, 2019)
. (LIPATOVA; LOSEV;
Quitina modificada  /\2ul Reativo 211.4 MAKAROVA, 2019)
por ultrassom Vermelho do 261,89 (HOU et al., 2021)
Congo
Mantas de fluoreto de indigo Carmim 72,6 (GOPI et al., 2017)
polivilideno/whiskers
Quitina Alaranjado de 2,99
Quitina/Poliestireno Metila 7,04 (UMAR, 2020)
WHCI Alaranja_ldo de 65,75 Este trabalho
Metila
WH2SO4 Alaranja_ldo de 61,84 Este trabalho
metila

Fonte: Autoria propria.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 24, os valores de gm
obtidos para adsorgdo de MO através do ajuste a isoterma de Langmuir (= 60 mg g1)
foram bastante superiores aos valores encontrados por Umar (2020) ,de=7mggle
similares aos valores encontrados para outros corantes, como Violeta Cristal (= 40 mg
g?) e Carmim (= 78 mg g1). No entanto, a modificacdo da superficie da beta-quitina
por irradiacao de ultrassom foi responsavel por aumentar as capacidades de adsor¢ao
para acima de = 200 mg g* para Azul Reativo e Vermelho do Congo.

Isto indica que, embora os resultados para WHCI e WH2SO4 tenham sido
bastante satisfatérios para remocdo de MO quando comparados a resultados da

literatura, € necessario melhor caracterizacéo superficial dos whiskers.
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3.4. Conclusdes Parciais

As capacidades de adsorcéo calculadas a partir de isotermas de Langmuir
atingiram valores relativamente elevados (gqm = 70 mg/g) para amostras de WHCI e
WH2S0O4, indicando bom resultado comparado a outros adsorventes a base de quitina
utilizados para remog&o do mesmo corante (gm= 7 mg/g).

Ademais, a forma dos whiskers e as suas propriedades de superficie parecem
afetar as capacidades de remocéo de alaranjado de metila pelas diferentes amostras,
sobretudo a da amostra WH3POa4, que teve baixo desempenho quando comparada as
demais amostras, possivelmente em funcdo de sua morfologia (tamanho de particula

menor).
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Conclusdes Finais e Perspectivas Futuras

A proposta de producé@o de nanocristais de beta-quitina a partir da aciddlise
com HCI, H2SO4 e H3PO4 foi atingida com sucesso, sendo gerados whiskers a partir
dos dois primeiros acidos e nanoparticulas esféricas no ultimo. As suspensdes de
whiskers foram caracterizadas e embora diferentes tratamentos tenham sido
empregados, os whiskers produzidos ndo apresentaram mudanca significativa de GA4,
indicando que a escolha das condicbes de aciddlise possibilitou com sucesso a
remogéo da parte amorfa da beta-quitina, sem alterar as unidades GIcNAc. Estas
caracteristicas abrem possibilidades na subsequente modificacdo superficial dos
whiskers, visto que a grande quantidade de grupos acetilados pode ser passivel de
reacdes de N-desacetilacao e substituicdo por outros grupos funcionais.

Os whiskers (WHCI e WH2S04) produzidos apresentaram capacidades de
adsorcédo no equilibrio (ge) e adsor¢do maxima (gm) consideravelmente elevados para
alaranjado de metila em comparacdo a outros estudos encontrados na literatura.
Embora tenham apresentado rapido equilibrio de adsorcéo, indicando elevado
potencial de interacdo quimica com certos tipos de moléculas, estudos mais
aprofundados acerca da superficie dos whiskers sdo necessarios, notadamente area
superficial e porosidade.

E possivel concluir que os objetivos propostos por este projeto foram atingidos
com sucesso, apesar das dificuldades impostas pela pandemia de Covid-19. Assim,
diversos experimentos que haviam sido propostos, como andlises de area superficial
por isoterma de BET e também analises de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados
por Raios X (XPS) ndo foram possiveis de serem realizadas.

Apesar disso e diante dos resultados alcancados, € importante destacar que o
presente trabalho abre diversas perspectivas de estudo. Uma delas consiste na
melhor avaliacdo das diferencas conferidas aos whiskers pelos tratamentos acidos.
Técnicas poderosas como RMN no estado sélido, XPS e nanotomografia de raios X
(encontradas no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron — LNLS) poderiam permitir a
avaliagdo quantitativa de algumas caracteristicas dos whiskers, tais como diferengas
na cristalinidade e modificacdes superficiais, possibilitando a realizacdo de ensaios
com planejamento fatorial e, subsequentemente, andlises estatisticas para determinar

as melhores condi¢fes de aciddlise em cada caso.
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Outra possibilidade consiste em estudos visando modificacbes quimicas e
fisicas nas superficies dos whiskers, com intuito de conferir novas propriedades fisico-
quimicas as suspensdes obtidas.

Além disso, os whiskers de beta-quitina produzidos neste trabalho podem ser
melhor estudados para rapida adsorcdo de poluentes, podendo ser aplicados na
remocao de farmacos (e.g. antibigticos, entre outros), hormdnios e ions metalicos,
além de outros corantes. Estudos aprofundados nas propriedades e modificaces
superficiais dos whiskers sao fundamentais para estas aplicagdes.

A deposicdo dos whiskers em papel de filtro convencional pode produzir
materiais filtrantes de baixo custo, possibilitando aplicacées como filtros de seringa
para analises laboratoriais, dentre outros. Outra possibilidade decorrente das rapidas
taxas de interagéo superficial consiste na averiguag¢ao de outra importante aplicacao:

a liberacdo controlada de moléculas, sobretudo farmacos.
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— Espectros de RMN de 13C

APENDICE A

O das amostras de beta-quitina e

Figura 41. Deconvolucgao dos picos C

whiskers.

(wdd) oo1winb ojusweosojsaqg

0=0 021d op oednjoAuodeq -
[enoadss aisnly ——
OMH 3P NN 8p O._uowﬂwm _

(wdd) oo1wjnb ojuawedojsaqg

S9T 0.T S.T 08T G8T o1 0.1 ST 081 581
1 L 1 L 1 " 1 1 1
14 4
OS*HM (9)
"Od®HM (p)
(wdd) ooiwnb ojuaweosojsaqg (wdd) oo1winb ojuaweosojsag
G9T 0.1 6.1 08T G8T S9T 0.1 G/T 08T 68T
1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
[OHM (9) euninb-g (e)




124

Figura 42. Deconvolucéo dos picos C2-C6 das amostras de beta-quitina e

whiskers.
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APENDICE B - Linhas de base e deconvolu¢&o dos difratogramas de Raio X

Figura 43. Linhas de base utilizadas para subtracdo da parte amorfa nos
difratogramas de beta-quitina e whiskers.
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Figura 44. Deconvolucéo dos picos (110) e (020) para calclo de cristalinidade

das amostra de beta-quitina e whiskers.
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