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RESUMO

Quitina, (1+4)-2-acetamida-2-desoxi~3-D-glucana , 
foi isolada a partir de cascas de camarão, matéria prima de bai. 
xo custo e abundante na região. 0 derivado desacetilado desse po 
lissacarídeo, a quitosana, (1+4)-2-amino-2-desoxi~B-D-glucana , 
foi obtida através da hidrólise básica da quitina.

A caracterização da quitosana foi feita através da 
determinação da massa molar e do grau de desacetilação, determina 
dos por viscosimetria e espectroscopia infravermelho respectiva 
mente.

As membranas de quitosana foram obtidas espalhan 
do-se a solução de quitosana sobre uma placa de vidro, evaporando
o solvente e coagulando a membrana em hidróxido de sódio.

As medidas de retenção de macromoléculas foram fei. 
tas empregando-se a ultrafiltração convencional e ultrafiltração 
centrifuga.

Os resultados de retenção de macromoléculas, obti_ 
dos na ultrafiltração centrífuga mostraram que membranas de quito 
sana podem ser empregadas em processos de separação e concentra 
ção de soluções de polímeros e proteínas. Esses experimentos fo 
ram feitos com macromoléculas de diferentes massas molares e solu 
ção em vários valores de pH.
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ABSTRACT

The chitin, (1+4)-2-acetamide-2-deoxi-0-D-glucan , 
was isolated from shrimp shell because of its great abundance in 
our region. A chemical modification of chitin was made via basic 
hydrolysis of the acetamide group in order to obtain a polymer , 
chitosan.

Chitosan was caracterized by infrared spectroscopy 
and its molecular weight was determined using intrinsec viscosity •

The membranes were obtained by covering a glass 
plate with appropriate amount of chitosan solution and after eva 
poration of part of the solvent, the glass plate was imersed in
2 N sodium.hydroxide solution.

The retention of macromolecules was obtained by 
using two techniques: the convencional ultrafiltration or verti 
cal-membrane ultrafiltration cells. The results of the last 
technique showed that it is possible to use chitosan membrane in 
separation processes and in concentrations polymers and proteins 
solutions. There experiments were made with macromolecules of
different molecular weights and different pH values.
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1 - INTRODUÇÃO

1.1 . MEMBRANAS

Por membrana entende-se uma interface entre dois 
sistemas, líquidos ou gasosos, comportanto-se como uma barreira 
parcial entre as duas regiões.'*'

Nas últimas décadas as membranas sintéticas vêm
adquirindo uma importância cada vez maior e as pesquisas nesse
campo se desenvolvem de uma maneira bastante acentuada, fornecen
do ã indústria a base necessária para o desenvolvimento de proce^
sos de separação através de membranas. Esses processos têm aplica
ções em diversos campos de atividade, tais como, na medicina, na
biologia, na indústria de alimentos e na indústria química. Exem
pios de aplicações dos processos de separação utilizando membra

2 _ 6nas são apresentados na Tabela 1.

Dos processos de separação mencionados na Tabelai, 
os que apresentam maior aplicação industrial são: osmose reversa, 
microfiltração e ultrafiltração.
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Tabela 1 - Vh.oceòò oi de óepaAação atsiavêò de membsiana-ó .

Força motriz3 Processo Campo de aplicação

Ac (Att ) Diálise Purificação de soluções de polímeros 
(separação de eletrõlitos e não ele 
trõlitos de baixa massa molar).
Rim artificial.

AE Eletrodiãlise Dessalinização de salmoura e água do 
mar.
Redução da acidez de sucos cítricos. 
Purificação de águas contaminadas 
com metais.

AP Ultrafiltra- Purificação e concentração de sucos
ção soluções de polímeros, etc. 

Recuperação de proteínas do soro do 
leite.
Purificação de águas poluídas.

Microfiltra- Purificação de águas para o consumo
ção humano.

Filtração esterilizada (pré-tratamen 
to de líquidos farmacêuticos).

Osmose rever Dessalinização de águas.
sa Recuperação de águas poluídas. 

Indústria de laticínio. 
Indústria de alimentos.

a. Air, AE e AP representam as variações de pressão osmótica, po 
tencial elétrico e pressão hidrostática.
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1.2. MICROFILTRAÇÃO

A microfiltração é empregada para sistemas conten 
do partículas com diâmetro acima de 500 2 e sob pressões que va 
riam entre 0,3 e 3,0 atm. Este processo de separação encontra ho 
je um grande número de aplicações nos mais diversos ramos de ati_
vidades tais como, na indústria farmacêutica, na medicina e na pu

~ 3 4rificaçao de aguas para o consumo humano ' .

As primeiras membranas utilizadas na microfiltra
ção foram obtidas a partir do acetato de celulose ou mistura de
acetato e nitrato de celulose. Estas membranas foram obtidas pela

4coagulaçao de um filme de acetato de celulose exposto a umidade .

Nos últimos anos, outros polímeros, como polipropi 
leno, policarbonato e teflon, passaram a ser utilizados e outros 
métodos de obtenção de mambranas para microfiltração foram desen 
volvidos. As membranas para microfiltração, obtidas a partir do 
teflon e polipropileno, foram desenvolvidas através da técnica de 
estiramento controlado, na qual microrrachaduras são produzidas 
na membrana. Como o estiramento é feito de maneira controlada é
possível obter membranas com uma porosidade adequada â sua utili_

~ 3 zaçao .

Irradiando-se um filme fino de policarbonato com 
partícula a são obtidas membranas com diâmetros de poros bem defi 
nidos, apôs o tratamento químico das mesmas^'^. Estas membranas 
têm importantes aplicações, principalmente na separação de micro 
partículas.
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1.3 . OSMOSE REVERSA

Colocando-se uma solução em contacto com o seu sol 
vente através de uma membrana semipermeãvel ocorrerá um fluxo de 
solvente devido à diferença de potencial químico do solvente no 
compartimanto da solução ser diferente do potencial químico do 
solvente puro. Este fluxo natural, denominado osmose e ilustrado 
na Figura 1, cessará quando a pressão exercida sobre a solução 
for tal que o potencial químico do solvente em ambos os comparti 
mentos se igualem. Para pressões superiores o fluxo natural é in 
vertido, tendo-se osmose reversa.
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A osmose reversa é aplicada a sistemas contendo par 
tículas com diâmetros que variam entre 2 e 10 2 e sob pressões en 
tre 10 a 100 atm.^

O campo de aplicação da osmose reversa é bem amplo,
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incluindo a dessalinização de água do mar, indústria de laticínio,
7industria de alimentos e recuperaçao de aguas industriais , sendo 

a dessalinização de água do mar destinada ao consumo a sua maior 
aplicação.

O processo de separação por osmose reversa, teve 
um grande impulso nas últimas décadas, principalmente apôs o de

g
senvolvimento da membrana assimétrica por Loeb e Surirajan. As 
membranas para osmose reversa podem ser obtidas a partir . de um 
grande número de polímeros, sendo os principais o acetato de celu 
lose com grau de acetilação variando entre 2,5 e 2,8%, poliamidas 
aromáticas e poliimidas. As membranas de acetato de celulose apre 
sentam uma absorção de água semelhante às membranas de poliamidas 
aromáticas, mas a difusão de sal é menor nas membranas de poliami 
das aromáticas.3'9'10

0 desenvolvimento de membranas de acetato de celu 
lose e poliamidas aromáticas, na forma de fibras ocas, aumentou 
consideravelmente a área efetiva da membrana, melhorando sensivel 
mente o processo de separação por osmose reversa/

1.4 . UliTRAFI LTRAÇÃO

A ultrafiltração é empregada para soluções com par 
tículas com diâmetro entre 10 e 1000 8. Neste processo a pressão 
aplicada é geralmente moderada, variando entre 1 e 7 atm e é um 
dos processos de separação mais antigo. Entretanto, sõ foi aplica 
do em escala de laboratório por volta de 1930, sendo sua aplica 
~ 3çao em escala industrial possível algumas décadas mais . tarde, 

com o desenvolvimento da membrana assimétrica por Loeb e Surira -
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8jan.

0 campo de aplicação deste processo é bastante ara 
pio. Atualmente, as principais aplicações da ultrafiltração na in 
dústria e em escala de laboratório são na purificação e concentra 
ção de sucos e soluções de polímeros, recuperação de proteínas do 
soro de leite e purificação de águas poluídas.^ ^

A ultrafiltração apresenta inúmeras vantagens so
bre os outros processos, pois pode ser conduzida a temperatura am
biente, evitando deste modo, a desnaturação das proteínas e decom
posição de produtos químicos pelo calor, além de ser um processo
que requer um baixo consumo de energia. Estas vantagens são sufi_
cientes para justificar a substituição dos processos tradicionais
de concentração de soluções através de evaporação e secagem pelo
calor, além de melhorar a qualidade do produto final, principal
mente no que se refere a sabor, odor e cor, uma vez que os proces
sos tradicionais geralmente alteram as propriedades dos produtos
por desnaturação de proteínas e decomposição de produtos quími 

4-6cos.

As membranas para ultrafiltração podem ser obtidas
a partir de materiais como: policarbonato, poli (cloreto de vinila),
poliamidas, polisulfonas, poliacrilatos, poli(alcool vinílico) re

3 4ticulado, alem de acetato de celulose. ' Apesar da maior eficien 
cia da ultrafiltração, com relação aos processos clássicos de con 
centração de soluções, a ultrafiltração apresenta problemas dif_í 
ceis de serem resolvidos.- O principal problema na ultrafiltração 
é a polarização da membrana. Quando a pressão aplicada ê perpendi_ 
cular ã membrana, a concentração de macrossoluto aumenta muito na 
superfície da membrana. Na ultrafiltração somente o solvente e mi 
crossoluto passam através da membrana. As macromoléculas são re
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jeitadas e devido à sua baixa difusibilidade na solução tendem a
se acumular na superfície da membrana, formando uma camada visco
sa, que atua como uma camada filtrante extra, prejudicando o flu

3 5xo de solvente através da membrana ' e o processo de filtraçao. 
Esse efeito de polarização por concentração pode ser diminuido 
através da agitação da solução macromolecular, ou empregando-se a 
ultrafiltração centríguga. Na ultrafiltração centrífuga a membra 
na é posicionada verticalmente em uma célula de diãlise, de tal 
maneira que permaneça paralela ao campo de centrifugação. Deste 
modo, forma uma corrente de convecção na solução de alimentação , 
devido ao campo inercial, Figura 2, evitando a polarização da mem 
brana por concentração.'*''*'
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1.5 . MEMBRANAS ASSIMÉTRICAS

Conforme foi comentado anteriormente a aplicação 
dos processos de separação e concentração através da ultrafiltra 
ção e osmose reversa sõ foi possível apôs o desenvolvimento da 
membrana assimétrica.

Por membrana assimétrica, entende-se uma barreira
polimérica constituida de uma camada fina e densa, suportada por
uma estrutura mais porosa, do mesmo material polimêrico. Membra
nas assimétricas permitem uma maior eficiência na separação, com
parada a membranas densas de mesma espessura. Além de suportar
pressões mais elevadas, a estrutura porosa sendo espessa, confere

5 12a membrana maior resistencia mecanica. '

O processo de formação da membrana assimétrica po 
de ser dividido nas seguintes etapas: moldagem, evaporação e coa 
gulação.

Após a moldagem da membrana o filme da solução de 
polímero é submetido a evaporação, durante a qual a difusão do 
solvente induz à formação de um perfil assimétrico de polímero no 
filme.

A imersão do filme em um não solvente, permite a 
troca do solvente pelo não solvente por difusão, ocorrendo a for 
mação de composição metaestável do polímero.

Quando as composições metaestãveis são alcançadas
no filme o processo de nucleação e formação de agregados pode ocor

~ 13rer, os quais sao responsáveis pela porosidade da membrana.

Dependendo da composição da solução de polímero e 
em diferentes condições de preparação, podem ser obtidas membra
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nas assimétricas de diferentes texturas e distribuição de poros.
Por exemplo: membranas assimétricas de acetato de celulose, obti
das a partir de soluções onde o solvente seja somente ácido acéti
co ou mistura de ácido acético e acetona (não solvente), na pro

14porçao de solubilidade limite, mostram diferentes cortes, isto 
é, diferentes distribuições do tamanho de poros.

Membranas obtidas através da evaporação total do 
solvente e não submetidas a etapa de coagulação em um não solven 
te, apresentam características diferentes das membranas assimétr_i 
cas e são conhecidas como membranas simétricas. Nessas membranas 
a camada filtrante é toda a espessura da membrana e não apresen 
tam estrutura porosa como suporte.

1.6 . MEMBRANAS LÍQUIDAS

Devido ao baixo coeficiente de difusão do soluto 
no material polimérico sólido as membranas são de um modo geral 
barreiras que permitem um baixo fluxo. Este problema é amenizado 
com o desenvolvimento de membranas com uma camada filtrante muito 
fina. Por outro lado, as membranas em geral não são altamente se 
letivas para moléculas de tamanho e quimicamente similares.

Alguns líquidos orgânicos exibem alta seletividade 
entre espécies químicas semelhantes. Por exemplo os éteres coroa, 
formam complexos estáveis com íons potássio mas não forma ccm íons 
sódio. Outros líquidos orgânicos, como por exemplo oximas, quino 
linas e aminas, trocam íons metálicos por íons hidrogênio ou vi_ 
ce-versa, dependendo do pH. Se estes líquidos orgânicos são intro 
duzidos em uma placa porosa, mantém-se fixos por força capilar,
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tendo-se então uma membrana líquida que apresenta maior permeabi 
lidade pois os coeficientes de difusão em líquidos são maiores do 
que em sólidos.

Na Figura 3 é apresentado esquematicamente o trans 
porte de íons bivalentes através da membrana de troca iônica lí 
quida. Um gradiente na concentração dos íons hidrogênio e dos íons 
metálicos bivalentes é formado na mesma direção através da membra 
na. No lado esquerdo da interface membrana-solução dois íons hi 
drogênios são liberados para a solução e o íon metálico passa a 
membrana formando a espécie neutra Esta espécie difunde apra
a interface membrana-solução oposta onde a reação inversa ocorre.

Figura 3 - MecanZ-òmo de tfianòpoKte de Zoyiò metãJiíc.06 blvalenteò  

atKavéò do. uma me.mbA.ana iZqcUda.
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O equilíbrio será alcançado quando a razão de concentração for da 
da pela seguinte expressão

onde os subíndices a e f representam solução de alimentação e so 
lução final respectivamente. Através da equação anterior pode-se
predizer que uma diferença de uma unidade no valor de pH o íon

- 3 15metálico pode ser concentrado em 100 vezes. '

Recentemente, outros trabalhos foram publicados
mostrando novos métodos de utilização de membranas líquidas. Al
guns deles utilizam uma membrana assimétrica como suporte para a
membrana líquida. Por exemplo, uma membrana assimétrica de poli(
trimetilvinil silano) foi utilizada como suporte para uma membra
na líquida preparada a partir de sal de Cu(II)/benzaina/N-metil -

16imidazol para transporte de monóxido de carbono.

1.7 . MEMBRANAS IMPREGNADAS

Membranas simétricas impregnadas com metais são co
nhecidas desde o século passado. Em 1867, Moritz Traube obteve uma
das primeiras membranas sintéticas impregnadas, precipitando fer

17rocianeto de cobre em porcelana. No início deste século, o pro 
cesso de obtenção de membranas impregnadas foi melhorado, conse
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guindo-se membranas mais finas e com razoável permeabilidade.
Mais recentemente, outras membranas foram obtidas por impregnação

18de metais em diferentes polímeros.

A impregnação de metais em uma membrana provoca uma 
redução no diâmetro dos poros; por outro lado, a presença de íons 
metálicos introduz cargas na membrana, favorecendo a retenção de 
polieletrõlitos. Essas membranas têm interesse em atividades onde 
o material a ser permeado é um eletrõlito.

1.8 . QUITINA E QUITOSANA - PRODUÇÃO E APLICAÇÕES

A quitina, (1+4)-2-acetamida-2-desoxi-g-D-glucana 
e quitosana, (l-*4) 2-amino-2-desoxi-g-D-glucana, são obtidas indus 
trialmente a partir de cascas de crustáceos como: camarão, caran 
guejo, lagostim e de resíduos dos processos de fermentação. Os 
maiores produtores mundiais de quitina e quitosana, Estados Unidos 
da América e Japão, têm aumentado nos últimos anos a produção des 
ses polímeros naturais, em consequência do aumento de sua utiliza 
ção nos diferentes campos de aplicações, principalmente na indús
tria de alimentos, quelação de metais e membranas simétricas apra

~ . 19-22separaçao de gases.

A viabilidade econômica das indústrias que produ 
zem quitina e quitosana a partir de resíduos (cascas) de crustá 
ceos está diretamente relacionada com a abundância e baixo custo 
da matéria prima. Nos países produtores, a matéria prima é forne
cida pelas indústrias que produzem alimentos enlatados a partir

19 < ~de pescados. Nos países do terceiro mundo, esses resíduos nao
são normalmente aproveitados, acarretando problemas de poluição.
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Conforme foi citado anteriormente, o aumento na 
produção nos países desenvolvidos, está sendo incentivado pelo au 
mento no consumo. Contudo, este aumento não acarretará um desiqui 
líbrio ecológico, por tratar-se de uma atividade de reaproveita - 
mento de resíduos de outras indústrias.

Uma outra fonte desses polímeros está associada aos
processos de fermentação que produzem ácidos orgânicos, antibióti

23cos e enzimas. Como exemplo, pode ser citado que de uma produ 
ção de 90.000 toneladas de ácido cítrico por fermentação podem 
ser obtidas de 10 a 100 toneladas de resíduos do fungo AApeAgjJLZuA 

nÁ,ge.x. que podem ser empregados na produção de quitina.

Outras três espécies de fungos, Mu c o a . fioaxi-i, Pki£ 

comc/ceó bZake.òZe.canuò e ZtjQOKkyyinke.yiò moe.ZZe.tiÁ., contêm uma razoá 
vel quantidade de quitosasa, sendo uma importante fonte de quiti. 
na desacetilada.^

As principais aplicações da quitina e quitosana são
na purificação de águas poluídas, purificação de resíduos tóxicos,
na indústria de papéis, vidro, produtos fotográficos e na área médi. 

19ca.

Devido à capacidade quelante apresentada pela qui_ 
tosana, ela pode ser empregada para purificação de resíduos tóx̂ L 
cos e extração de metais de transição da água do mar e resíduos 
industriais. A capacidade que a quitosana apresenta para comple 
xar metais de transição pode ser uma alternativa para os processos 
tradicionais de tratamento de águas e uma maneira de prevenir a 
poluição da água por mercúrio, cobre e outros metais tóxicos ^

Na indústria de papel, a quitosana é usada princi 
palmente para recobrir folhas de papel. Após aplicar uma camada
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de quitosana sobre as folhas de papel, esta é coagulada por expo 
sição à vapores de amónia e posteriormente a folha de papel é se 
ca. Desse modo, obtem-se uma folha de papel mais resistente â água. 
Outras aplicações importantes são: produção de placas litográfi - 
cas para impressão e cromatografia de troca iônica."^

No campo fotográfico é potencialmente importante a 
aplicação da quitosana, devido a sua resistência a abrasão, carac 
terísticas ópticas e sua habilidade para fixar complexos de pra
4-  1 9ta.

Na área médica e bioquímica a quitosana pode ser
usada na forma de membrana para hemodiálise (rim artificial), an
ticoagulante do sangue e outras aplicações importantes. Todas as
aplicações na área médica têm sido descritas como alternativas viá

19veis, devido a quitosana nao ser um produto toxico.

Além das aplicações mencionadas a quitina e deriva 
dos têm várias outras aplicações, como aditivo fibroso na indÜ£ 
tria de panificação, como aditivo em creme dental, xampus etc.

1.9 . OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
a. Obtenção de membranas sintéticas de quitosana, que apresentas; 

sem alta retenção de macrossoluto sem prejuizo para o fluxo de 
solvente, além de boa resistência mecânica.

b. Estudos das aplicações de membranas de quitosana em processos 
de ultrafiltração.

c. Análise da influência da concentração de contra-Ions em solu 
ções de polieletrõlitos em processos de ultrafiltração ou diãlise.



2 - PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS

2.1 . MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Sacarose - VETEC - lote 85771
Dextrana T2000 - PHARMACIA - lote IK 32207
Dextrana T500 - PHARMACIA - lote 38624
Dextrana Azul - PHARMACIA - lote KH 38333
Ovalbumina - SIGMA - lote 108C - 8135
Ãcido Acético Glacial - VETEC - lote 861028
Hidróxido de Sódio - MERCK
Nitrato de Ferro III - MERCK
Nitrato de Alumínio - CARLO ERBA
Nitrato de Cobre - MERCK
Albumina Bovina - SIGMA . lote 41F - 0059 
Soro Fetal Bovino CULTILAB - lot 1033 
Poliacrilamina Crossfilf - CFA 40
Poli(sõdio-4-estireno Sulfonato) - ALDRICH - lote 0201355
Citocromo C - SIGMA - lote 91F 7050
Alcool Etílico PA - MERCK
Acetona PA - MERCK
Hipoclorito de Sódio - Comercial
Ãcido Clorídrico PA - MERCK
Microscópio Eletrônico - HITACHI - S-500 A (Scanning) 
Espectrofotômetro Infravermelho - HITACHI 215 
Espectrofotômetro Infravermelho - JASCO/IR810 
Espectrofotômetro UV-Visível - SHIMADZU UV-190 
Centrífuga Refrigerada SPIN VI - INCIBRAS 
pH.metro B374 - MICRONAL
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Densímetro PAAR-DMA 60/602 
Refratômetro - Abbe - Cari Zeiss

2.2 . OBTENÇÃO DA QUITINA

Quitina, (1-+4)-2-acetamida-2-desoxi-3-D-glucana ,
foi isolada de cascas de camarão, de acordo com o método descrito

19por Muzzarelli, ligeiramente modificado.

Cascas de camarão, úmidas (24 kg), foram tratadas
com 20 £ de hidróxido de sódio 2 M, durante 24 horas a temperatu
ra ambiente. Após este período, as cascas foram separadas da so
lução por filtração. O filtrado contendo a parte proteica foi des
prezado. A parte sólida recebeu um novo tratamento com hidróxido
de sódio 1,5 M durante 24 horas e foi novamente filtrada. O trata
mento alcalino foi repetido várias vezes para garantir uma maior
eficiência na remoção das proteínas. Após o tratamento alcalino ,
o material foi lavado com água até pH neutro e tratado com ácido
clorídrico 2 M durante 12 horas, para eliminação da parte mine
ral; em seguida foi novamente filtrado e lavado com água até pH
neutro. Após o tratamento ácido foi feito um tratamento com hipo
clorito de sódio para eliminar os pigmentos. O Exesso de hipoclo
reto foi removido com sucessivas lavagens com água. O produto ob

dT'Cotido foi seco em estufa a vácuo â temperatura de 40 C. A massa 
de quitina obtida, sem purificação, foi de 680 g.
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Esquema 1 - 0 zòquzma moòtna o pH.ocidZme.nto dzòcfilto paAa obten

ção da qu-ítZna a patitÁfi da caòcaò dz cama/ião.

CASCAS (camarão)

SEPARAÇÃO DA PROTElNA <-- NaOH

ILAVAGEM

I
DESMINERALIZAÇÃO <-----  HC£

I
LAVAGEM 1 .DESCOLORAÇAO 4--- :-----*. NaC£0

IQUITINA

2.3 . OBTENÇÃO DA Q UI TOS ANA

A quitosana, (l-*4) -2-amino-2-desoxi-g-D-glucana ê
um polímero natural, obtido por desacetilação da quitina, como
mostra o esquema 2 e foi obtida pelo método de Rigby e Wolfron ,

19Maher e Chaney, Wolfron e Shen-Han, ligeiramente modificado.

A quitina foi tratada com solução de hidróxido de
sódio 50% (m/v), na proporção de 1:20 (m/v), em refluxo, durante

l'^o7 horas, â temperatura de 125 C. A quitosana obtida foi filtrada 
e lavada com água até pH neutro; em seguida, dissolvida em ácido
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Esquema 2 - 0 eóquzma mo&tAa a obtenção da quitosana  poh. h-idtiÕlí 

6 2 . baòica  da q u it in a .

H NHCOCH 3  H NHCO CH 3  

QUITINA

'O

n

J n

QUITOSANA

acético 2% (v/v), na proporção de 100 m& de ácido acético para 1 
g de quitosana. A solução de quitosana foi filtrada e precipitada 
com excesso de hidróxido de sódio 2 M. O precipitado foi separado 
por filtração, lavado com água, até pH neutro e seco a vácuo, por 
72 horas. Por este método, obtem-se uma quitosana com alto grau 
de desacetilação.

A desacetilação da quitina pode ser aumentada atra 
vés de tratamento alcalino em etapas sucessivas de 30 minutos ca 
da, a uma temperatura de 100 °C, com uma lavagem e secagem do ma
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terial após cada etapa. Esse tratamento é mais eficiente em ter 
mos de grau de desacetilação do que em um único tratamento alca 
lino de 15 horas na mesma temperatura. A quitósana obtida por es 
se processo, apresenta massa molar mais alta do que aquela obtida

19em um único tratamento contínuo de 15 horas.

2.4 . MASSA MOLAR

A massa molar da quitósana foi determinada por viŝ  
-cosimetria. Usando-se um viscosímetro de Ubellohd.

O viscosímetro foi lavado com solução sulfocrômica
várias vezes com água destilada e seco em estufa a 30 °C. As solu

- 2çoes de quitósana foram preparadas nas concentraçoes 0,1 x 10 ; 
0,3 x 10 0,6 x 10 0,9 x 10 1,2 x 10  ̂g.m£  ̂em uma mis 
tura solvente composta de ácido acético 0,1 M, cloreto de sódio 
0,2 M e água.

O viscosímetro foi fixado na posição vertical den 
tro de um banho termostatizado a 25 °C. A solução foi introduzida 
no viscosímetro e deixada 20 minutos para atingir o equilíbrio 
térmico antes de se fazer as leituras. A densidade de cada solu 
ção e do solvente foram determinadas a 25 °C, usando-se picnôme 
tro e balança analítica.

24A viscosidade intrínseca é definida como

-i t . p
= lim — — ln -r̂------ (eq. 1)

c*o 0 ^  • po
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onde t e t são os tempos de escoamento da solução e do solven
te, ps e pQ são as densidades da solução e do solvente respectiva 
mente.

Os resultados do tempo de escoamento e densidade 
das diversas soluções de quitosana e do solvente estãò na Tabela 2.

Tabela 2 - l>alofie& de denòldade e tempo de escoamento dai, òolu  

çõe-ó de quZto-6 ana paAa deten.mlnaq.ao da c.oòÁ.dade ln  

tAZnóeca a 2 5 °C .

c . 103 
g . m£

P
g . m t

£Tempo de 
escoamento,s V c ln V p0) 10 - mí-9

12,0 1,0135 385 19,815
9,0 1,0089 181 17,983
6,0 1,0110 91 15,548
3,0 1,0100 54 13,668
1,0 1,0075 41 13,214

Solvente 1,0054 36 —

a. média de três medidas.

1 s sUm grafico de — ln -̂--- em funçao da concentra
o ’ ̂ o

ção das soluções de quitosana, Figura 4, fornece a viscosidade in
trinseca da solução de quitosana, por extrapolação da reta obtida
por regressão linear.
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c * io3, 9 • ml“1

Figura 4 - GH.ã^c .0 pan.a de.te.fimlnaq.ao da vZ-ò C0 6 i.da.de. Ã.nt?iZvi6 eca da 

óotução de quÁtoòana.

Para o cálculo do desvio dos coeficientes angular 
e linear, resultantes da regressão linear dos pontos obtidos expe
rimentalmente, utilizou-se as Equações (2) e (3). O "t de stu-

25 -dant, foi usado com um nível de confiança de 95 %.

'n-2
[ e ( x ±  - x)2 ]1/2

(eq. 2)

eb = t'n-2 ‘ S
E X ?  i í-

n I (x-. • - 2x)

1/2
(eq. 3)
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Z (y - (b + a . x. ) )
1/2

n - 2

onde b e a são os coeficientes linear e angular, e n ê o número 
de pontos.

0 valor encontrado para o coeficiente linear e , 
portanto, para a viscosidade intrínseca foi

n I = 121,34 + 8,0 mi.. g-1

A massa molar da quitosana foi determinada através 
da equação de Mark-Houwink, Equação (4)

| n | = K . M* (eq. 4)

onde Mv é a massa molar viscosimêtrica do polímero, a e K são pa 
râmetros empíricos característicos do sistema polímero-solvente e 
da temperatura.

2 6Segundo George e Julian , os valores de a e K pa 
ra a quitosana em um sistema solvente, constituido de ácido acéti
co 0,1 M, cloreto de sódio 0,2 M e água, a 25 °C, são 0,93 e

-3 -11,81 . 10 ml . g respectivamente.

Com os valores de a e K e da viscosidade intrínse 
ca determinada experimentalmente, foi obtida uma massa molar igual
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5 -a (1,55 + 0,10) . 10 daltons. Este valor e comparavel à massa mo
27lar da quitosana parcialmente acetilada, da literatura.

2.5 . GRAU DE DESACETILAÇÃO

O grau de desacetilação da quitina foi determinado 
pela técnica da espectroscopia no infra-vermelho. Para se obter os 
espectros das amostras de quitosana foram preparados filmes de es 
pessura 0,04 mm. A Figura 5 corresponde ao espectro vibracional 
no infra-vermelho da amostra de quitosana preparada a partir da 
hidrólise básica da quitina em um único estágio, isto é, o trata 
mento alcalino foi executado em uma única etapa de 7 horas ( amos 
tra A). A Figura 6 corresponde ao espectro vibracional no infra
vermelho da amostra de quitosana preparada a partir da hidrólise 
básica da quitina em etapas com intervalos de tempo de 30 minutos, 
conforme descrito anteriormente, (amostra B).

27Segundo Blair o grau de desacetilaçao pode ser 
determinado utilizando-se a Equação (5)

1 _ ^165.5 ____i-- ^ . 100 (eq. 5)
3450 1,33 /

onde é a absorbância a 1655 cm  ̂correspondendo ao estira -
mento C = O e é a absorbância a 3450 cm  ̂correspondendo ao
estiramento O-H. As absorbâncias foram determinadas a partir do 
logarítimo da razão da intensidade de luz incidente pela intens^L 
dade da luz transmitida, utilizando-se o método da linha base.
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Os graus de desacetilação calculados através desse 
método são: '73% e 76% para as amostras A e B respectivamente.

2.6 . PREPARAÇÃO DE MEMBRANAS ASSIMÉTRICAS DE QUITOSANA

As membranas assimétricas foram, inicialmente, pre 
paradas de acordo com o metodo utilizado por Muzzarelli^ para ob 
tenção de membranas simétricas, com certas modificações, tais co 
mo, no tempo de evaporação do solvente e coagulação em um não sol 
vente.

Dissolveram-se 3,0 g de quitosana em 80 ml de áci 
do acético 10% (v/v). A solução, homogeneizada e sem bolhas de ar 
foi espalhada sobre uma placa de vidro com dois fios metálico de 
0,5 mm de diâmetro, esticados nas laterais, para obter-se uma mem 
brana com espessura uniforme.

A placa de vidro com a solução de quitosana, foi 
mantida a temperatura ambiente, durante 30 minutos, para evapora
ção do solvente. Em seguida, a placa foi imersa em acetona duran 
te 5 minutos, para coagular a quitosana. Nesta etapa tem-se um 
filme de acetato de quitosana que é solúvel em água. Após um tra 
tamento com hidróxido de sódio 2 M, durante 5 minutos, a membrana

yf-ífoi retirada da placa de vidro, lavada com agua corrénte, para neu 
tralização e mantida em um recipiente com água.

Seguindo esse procedimento, foram obtidas membra 
nas, com as quais determinou-se o fluxo de água, (define-se fluxo 
como sendo o volume permeado através da membrana por unidade de 
área por unidade de tempo), sob pressão de uma coluna de 1 metro 
de água e a variação deste fluxo com o tempo. Os resultados são
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apresentados na Tabela 3 e Figura 7.

Tabela 3 - McdZdaò do filuxo contZnuo de. ãgua òob pKCòòão de. uma 

c o lu n a  d& 1 m de. ã g u a , em di^e-ficnte-ò tcmpoò .

tempo, h 5 -1 -2 fluxo . 10 , m l .s .cm

o
í 

°
í

12,7
0,5 11,3
1,5 9,8
5,5 4,4

15,5. 0,4

CM
'E 1 2

a
• 1 0

1 to
• 8I

t o  ' 6o
• 4

2

0
6 

t h
8 10 12 1 4 16

Figura 7 - Gnã^i.0.0 do ^luxo de. ò o lvcntz em função do te.mpo utZli.- 

zando me.mbA.ana de. quZtoòana iob pne.&í>ão de. uma coluna  

de. 1 me.th.0 de. ãgua.
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As medidas foram feitas a temperatura ambiente ,
adaptando-se um disco de membrana de quitosana, com área de 13,6

2cm em um porta filtro Millipore Swinnex-47, Figura 8.

r e s e r v a t ó r i o

coluna
-X-

1 metro

m e m b r a n a

~0>
p o r t a  f i l t r o  p i p e t  á5

Figura 8 - Eòque.ma do &lòte.ma u t i l i z a d o  paAa me.dX.da de. luxo e. fie 

je.-iç.ão, &ob pfie.òòão de. uma coluna de. 1 me.£tio de. io l u  

ç ão .
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As membranas de quitosana obtidas pelo processo des 
crito apresentavam uma baixa resistência mecânica, ou seja, rompi 
am-se quando submetidas a pressões superiores à pressão exercida 
por uma coluna de 1 m de água. Em decorrência desta observação foi 
necessário desenvolver uma membrana com propriedades mecânicas su 
periores às das membranas inicialmente estudadas.

Optou-se por obter o filme de quitosana, sobre um 
suporte poroso, aumentar o tempo de evaporação e eliminar a etapa 
de coagulação em acetona. Como suporte para a membrana foi utili 
zado papel filtro. Dependendo das aplicações pode ser utilizada 
uma tela metálica, que aumenta a resistência mecânica da membrana 
de quitosana.

Para obtenção dessas membranas, sobre um suporte 
poroso, a solução de quitosana foi espalhada sobre o papel filtro, 
colocado sobre uma placa de vidro e entre lâminas de vidro para 
microscópio, (espessura 1,4 mm) coladas nas extremidades , ' para 
formar um filme de espessura uniforme. Este conjunto foi colocado 
em uma estufa a 30 °C, durante 6 horas, para evaporação parcial 
do solvente. Em seguida, foi introduzido em um recipiente com hi. 
drõxido de sódio 2 M, durante 5 minutos. Após o tratamento alcali_ 
no, a membrana foi retirada da placa e deixada em água corrente 
durante 18 horas. A membrana obtida pelo processo descrito apre 
senta as características adequadas aos objetivos deste trabalho.

As medidas de fluxo de água sob pressão de uma co 
luma de 1 metro de água e a variação deste fluxo com o tempo são 
apresentadados na Tabela 4 e Figura 9.

Essas membranas apresentaram um fluxo de água duas 
vezes maior que o fluxo das membranas preparadas anteriormente. A
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Tabela 4 - Me.d<.daò do f^luxo continuo de. água &ob pfieòòão de. uma 

coluna de 1 metfio de. água, utilizando-í>e membtianaò de 

q ulto&ana  com òupofite. de papel  failtfio.

tempo, h 5 -1 -2 fluxo . 10 , m£.s .cm

00,0 26,3
24,0 24,5
120,0 17,5
216,0 15,3
317,0 14,1
389,0 12,7

Figura 9 - Gn0.fai.co do faluxo de &olve.nte. em função do tempo u t i l i  

zando membrana de. quZtoòana iob pAe&ião de. uma coluna  

de. 1 me.tn.o de. água.
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diferença se torna cem vezes maior quando comparada com o fluxo
de uma membrana simétrica de quitosana obtida por evaporação to

2 8tal do solvente.

2.7 . MICROSCOPIA ELETRÔNICA

As membranas assimétricas de quitosana, bem como 
as obtidas sobre um suporte de papel filtro foram observadas atra 
vés de um microscópio eletrônico de reflexão Hitachi S-500A.

Fragmentos das membranas foram liofilizadas utili 
zando-se nitrogênio líquido e fixados em um suporte adequado. As 
membranas foram recobertas com uma fina camada do ouro, vaporizan 
do-se ouro numa campânula contendo as amostras, sob vácuo. Asamos 
tras então preparadas foram introduzidas no microscópio e obtidas 
as várias micrografias, com diferentes aumentos e ângulos de ob 
servação.

A Figura 10 apresenta uma série de micrografias mos 
trando cortes transversais das membranas. A Figura (a) ê de uma 
membrana assimétrica de quitosana, onde observa-se na parte supe 
rior a camada filtrante e o suporte constituido do mesmo material,4?
com um aumento de 2800 vezes. A Figura (b) mostra uma membrana de 
quitosana suportada em papel filtro, através de um corte transver 
sal. Na parte inferior observa-se a película de quitosana e na 
parte superior as fibras de celulose, com um aumento de 2100 ve 
zes.
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(a) (b)

Figura 10 - CoKtzi, tnaní, vzftò alò dz mzmbAanaó i>lntzticai> dz qaito_ 

Aana.; (a) ai,i,i.mztfilca, (b) òobtiz papzl  fai.Zth.0 .
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A Figura 11 mostra uma série de micrografia da su 
perfície de membranas de quitosana sobre papel filtro. Na camada 
filtrante da membrana de quitosana não existe uma regularidade de 
poros com diâmetros definidos, mas sim a formação de um emaranha 
do de fibras do polímero. Estas observações estão em concordância 
com os resultados de rejeição que serão apresentados posteriormen 

te, uma vez que para um mesmo polieletrõlito em maiores concentra 
ções do contra-íon, apresenta menor rejeição.

2.8 . MEDIDAS DE RETENÇÃO DE MACROMOLÉCULAS

As medidas de retenção de macromoléculas de dife 
rentes massas molares foram feitas utilizando-se o sistema ilus 
trado na Figura 8. (A retenção ê definida pela razão da massa re 
tida pela massa total do macrossoluto, sendo a massa total a soma 
das massas do permeado e retido). A solução em estudo foi coloca 
da na coluna, até a marca que corresponde a altura de 1 metro. Pa 
ra que o nível de solução na coluna seja mantido, a mesma foi co 
nectada a um reservatório posicionado em um nível superior. Alí 
quotas do permeado foram tomadas para determinação da retenção. 
Dependendo do macrossoluto, diferentes métodos foram empregados pa 
ra determinar quantitativamente a massa retida pela membrana semi 

permeável.

Para as soluções aquosas de dextrana azul (massa mo
6 4lar = 2 x 10 daltons) e ovalbumina (massa molar = 4,3 x 10 da_l

tons) as concentrações foram expressas em termos de absorbância ,
determinados nos comprimentos de onda 619 e 280 nm respectivamen-
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Figura 11 - M-cctio Qtia^iaò da camada failtnantc de membsianaò de qui 

toí>ana com dl^cficntzò aum&nto-ò .
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te, que correspondem aos comprimentos de onda cujas absorbâncias 
apresentam um valor máximo.

Para as soluções de dextrana T500 (massa maolar =
5 65,0 x 10 daltons) e dextrana T200 (massa molar = 2,0 x 10 dal

tons) foi determinado o tempo de escoamento destas soluções em um
viscosímetro de Ubbelohd. Os valores obtidos foram levados a uma
curva de calibração de tempo de escoamento em função da concentra
ção, determinando-se desse modo a concentração de cada solução.

A concentração da solução de sacarose foi determi 
nada por um procedimento análogo, obtendo-se inicialmente uma cur 
va de calibração do índice de refração em função da concentração.

Os resultados de retenção são apresentados na Tabe
la 5.

Tabela 5 - Retenção de macfiomoZécuías sob pfiessao de uma cotuna

de 1 metfio de solução .

Macromoléculas A
Retanção, %

B

Dextrana Azul 92 98
Dextrana T2000 51 51
Dextrana T500 20 18
Ovalbumina 55 52
Sacarose 9 8

A e B Ae.psieie.ntam membranas obtidas nas mesmas concUçoes .

Medidas de retenção e fluxo foram feitas também sob
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pressão de 2 atm. Para submeter o sistema a uma pressão constante 
durante a filtração foi utilizado um cilindro de ar canprimido com 
um manómetro, como mostra o esquema da Figura 12.

MANÓMETRO

Figura 12 - Eòquema do òiòtema u t il iz a d o  pafia medida de. iluxo e 

r e je i ç ã o ,  -ôob p>ieò&ao de 2 atmo& ^efia.

Os resultados de retenção e fluxo para essas condi 
ções encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6 - Re-tençao e filuxo de dZ^efienteò macAornoZecuZa-ó, òob ptieò 

t>ão de l atm.

Macomoléculas Retenção, % fluxo . 10 ,̂ o -1 -2m-t . s .cm
A B A B

Dextrana Azul 98 98 00 r—1 1,8
Dextrana T2000 86 80 0,5 -
Dextrana T500 60 - 00o 0,5
Ovalbumina 57 51 2,6 2,0
Sacarose 8 11 1,4 0,9

A e B fiepKeò entam membsianaò obtZdaò naò meéma.s condi.ç.oe.6 .

2.9 . MEMBRANAS IMPREGNADAS COM METAIS

Foram preparadas membranas de quitosana impregna 
das com ferro, cobre e alumínio. Em uma solução 0,1 M de cloreto 
de alumínio, em outra solução 0,1 M de nitrato de cobre e numa 
terceira solução 0,05 M de nitrato férrico (todas tendo como sojL 
vente ácido acético 10% (v/v) foi adicionado 0,834 g de quitosa 
na. Para obtenção da membrana foi seguido o mesmo procedimento des 
crito anteriormente, (página 26).

Os valores da retenção de macromoléculas e o fluxo 
de solvente que atravessa a membrana, sob pressão de uma coluna 
de 1 m de água e 2 atm, são apresentados nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 - Retenção de macAomoleculai e faluxo de -óolvente em mem 

bAanaò de quitoòana  Zmptiegnadaò, 6ob psieóàão de uma c.o_ 

Zuna de 1 m de agua.

Macromoléculas Retenção, % Fluxo . 104, ml .
-1 -2s .cm

Cu Al Fe Cu Al Fe

Dextrana Azul 97 95 100 1,26 1,40 0,46
Dextrana T2000 54 50 41 0,19 0,27 0,31
Dextrana T500 12 5 5 0,57 0,82 0,46
Sacarose 12 6 14 1,60 1,05 0,85

Tabela 8 - Retenção de mac-fiomoléeulaò e faluxo de òolvente  em mem

bfianaò de quÃtoàana ZmpsiegnadaA, òob pnet>bao de 2 atm.

Macromoléculas Retenção, % Fluxo - 10 , m£ . s-1 -2. cm
Cu Al Fe Cu Al Fe

Dextrana Azul 76 54 65 11,00 9,00 10,00
Dextrana T2000 73 41 60 1,84 1,84 1,31
Dextrana T500 26 13 25 4,23 5,57 4,90
Sacarose 4 15 12 19,35 8,75 21,63
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2.10. ULTRAFILTRAÇÃO CENTRÍFUGA

Na ultrafiltração centrífuga foi utilizada uma cé 
lula de diálise, conforme a Figura 13.'A célula é composta de duas 
placas de poliéster reforçado com fibras de vidro, justapostas e 
parafusadas, de tal modo a formar dois compartimentos de mesma ca 
pacidade, separados por uma membrana semipermeãvel.

Foram utilizadas na ultrafiltração centrífuga mem 
branas de quitosana, já descritas anteriormente (página 26). As 
membranas foram fixadas nas células, sobre um suporte, para evi_ 
tar o rompimento das mesmas com a pressão exercida pela coluna de 
líquido. Como suporte foi utilizado uma tela metálica resistente.

As células foram adaptadas nas canecas da centrífu 
ga, utilizando-se um suporte de madeira, de tal modo que a membra 
na permanecesse perpendicular ao eixo de rotação durante a ultra 
filtração.

Os experimentos foram feitos cóm soluções aquosas 
de dextrana azúl 0,1% (m/v), dextrana T2000 1,0% (m/v), polia
crilamida 0,1% (m/v), soro fetal bovino, citocromo c 0,05% (m/v), 
albumina bovina 0,025% (m/v), ovalbumina 0,5% (m/v), poli(sõdio - 
4-estireno sulfonato) 1,0,% (m/v) utilizando-se as células de diá 
lise descritas acima. Com soro fetal bovino e ovalbumina foram fei. 
tos também experimentos em solução aquosa de NaC£ 0,1 M.

Em um dos compartimentos da célula de diálise foram 
colocados 15 m£ da amostra e centrifugada a 1500 rpm, durante 30 
minutos a temperatura de 20 °C para dextrana azul, dextrana T2000, 
poliacrilamina e poli(sõdio-4-estireno sulfonato) e 4 °C para as 
proteínas.



40

Eo
CM

O

o

O
O

O

&

O
o
o
o
o

o

o
o
o
o
o

t e l a  m e t á l i c a

m e m b r a n a

P o l i e s t e r  r e f o r ç a d o  c o m  

f i b r a  d e  v i d r o

Figura 13 - Célula de p o liíò t e n  KzloKq.ado com ^Ibfiaò de vídno utl  

l-Lzadat, na ultA.a^lltAação .



41

(sendo a distância entre o centro do rotor e a altura média da cé 
lula igual a 12 cm, este ponto corresponde a um campo aplicado de 
302 x g).

Os resultados foram obtidos lendo-se as absorbân 
cias dos filtrados e retidos a 619 nm para dextrana azul, 525 nm 
para citocromo c, 278 nm para soro fetal bovino e 280 nm para al
bumina bovina e ovalbumina, que correspondem aos comprimentos de 
onda cujas absorbâncias apresentam um valor máximo.

Para o cálculo das retenções foi utilizada a Equa
ção (6)

R  =
V

vV . + V. \ r r f
- 1 . 100 (eq. 6)

onde Vr = volume do retido, Ar = absorbância do retido, = volu
me do filtrado e A = absorbância do filtrado.r

De acordo com a lei de Lambert-Beer a absorbância 
é diretamente proporcional ã concentração. Desse Modo , a mesma 
equação foi utilizada para o cálculo das retenções das soluções 
que não absorvem no ultravioleta, nem na faixa visível do espec 
tro, cujas concentrações foram obtidas através de medidas das den 
sidades das soluções, através da Equação (7)

c =
1 - P. v.

(eq. 7)

onde p s = densidade da solução, Pa = densidade da água e Vj = vo
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lume específico parcial.

Os valores de volume específico parcial utilizados
29 30foram 0,634 para dextrana T2000 e 0,666 para poliacrilamida.

As densidades das soluções foram determinadas utilizando-se um
densímetro PAAR - DMA 60. Esses valores de densidade foram obti
dos através de uma leitura direta da frequência de vibração da
amostra (T ), da água (T ) e do ar (T ) introduzidos separadamen s a ar —
te numa célula, previamente termostatizada, e substituidos na Equa 
ção (8)

2 2 T - Ts ap — ------------ — ps _ Ha (eq. 8)

onde o valor de A é dado pela Equação (9)

A =
2 2 T - T a ar

ar
(eq. 9)

~ ~ -3As unidades da densidade e da concentraçao sao g . cm e do volu
— 3 —1me específico parcial cm . g e o erro na determinação da den 

sidade ê de 2 . 10  ̂ %.

Os resultados de retenção de dextrana azul, dextra 
na T2000, poliacrilamida, soro fetal bovino, citocromo c, albumi 
na bovina e ovalbumina, encontram-se nas Tabelas 9 e 10.

Para poli(sõdio-4-estireno sulfonato) os resulta 
dos são expressos em termos de densidade. Os valores de retenção 
são apresentados na Tabela 11 e foram calculados utilizando-se a
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Equação (10)

R = 1 pf ~ pa 
pr ' pa V 100 (eq. 10)

onde Pf e Prepresentam as densidades do filtrado e do retido 
respectivamente.

2.11. INFLUÊNCIA DA CONCENTRAÇÃO DE SAL NA ULTRAFILTRAÇÃO DE 
POLIELETRÕLITOS

Os polieletrõlitos aniônicos, dextrana azul e po
li(sõdio-4-estireno sulfonato) foram utilizados neste estudo nas
concentrações 0,1% (m/v), dissolvidos em soluções de cloreto de 
sódio, com concentrações variando entre 0,001 M e 2 M.

A solução do 'polieletrõlito (14 m£) foi introduzi 
da em um dos compartimentos da célula de diálise (página 39). A 
célula foi fixadas na caneca da centrífuga e a solução foi centri_ 
fugada durante 30 minutos a 1500 rpm, a uma temperatura de 20 °C. 
Após a centrifugação de cada solução foi medido o volume filtrado 
e do retido, e a concentração através da leitura direta da absor 
bância em 619 nm para a dextrana azul e 261 nm para poli(sõdio-4- 
estireno sulfonato). Os valores de volumes e absorbâncias encon 
tram-se na Tabela 12.
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Tabela 12 - Retenção de p o l í e l e t n Õ l i t o & em òoluçõu de ctofieto de 

òõdlo de d^^efienteò coneentuaçõeò .

Polieletrõlitos c (NaC-0 f xlt 
m£

v , b ret
m£

Absorb. b/ Retenção
M filtrado retido %

Poli(sõdio-4-es 0,0 5,6 i—100 0,094 0,262a 95
tireno sulfonato) 0,001 5,5 8,2 0,145 0,256a 93

0,01 5,9 00 0,147 0,257a 92

o H 5,8 7,9 0,158 0,219a 90
0,5 cn > 00 00*r-' 0,276 0,221a 83

i-> o 5,8 00 > O 0,294 0,229a 83
1,5 5,8 7,9 0,463 0,228a 74
2,0 5,8 7,9 0,454 0,221a 74

Dextrana Azul oo 5,8 00f'- 0,005 1,649 100
0,001 00in 7,8 0,015 1,806 99
0,01 5,7 7,9 0,011 1,687 99
0,1 6,5 7,5 0,042 1,360 95
0,5 5,9 00t" 0,060 1,402 94
1,0 5,9 7,9 0,133 1,368 86
1,5 5,8 00r- 0,145 1,345 85
2,0 5,8 00 0,125 1,328 87

(a) diluição 1:10
(b) média de 2 medidas

Traçando-se ; um gráfico da retenção em função do 
logarítimo da concentração, Figura 14, obtem-se uma curva que mos 
tra claramente a influência da concentração do sal na retenção de 
polieletrõlitos aniônicos em membranas de quitosana.
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2.12. INFLUÊNCIA DA VARIAÇÃO DO pH NA ULTRAFILTRAÇÃO CENTRIFUGA 
DE PROTEÍNAS E DEXTRANA AZUL

As proteínas: citocromo c (massa molar = 1,6x10^
4daltons), ovalbumina (massa molar = 4,3 x 10 daltons), hemoglobi 

na (extraida do sangue de peixe) e dextrana azul foram dissolvi 
das em tampões com pH variando entre 4,4 e 13,4.

As ultrafiltrações das proteínas e da dextrana azul 
foram feitas com procedimento análogo ao descrito no item ante 
rior, nas condições de 20 minutos de centrifugação, a 1000 rpm e 
4 °C. Os valores de retenção das macromoléculas em solução para 
diferentes valores de pH são apresentados na Tabela 13 e Figura
15.
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Tabela 13 - In ^lu in c ia  do pH na ultA.a^A.ltAação de. pn.oto.Zna6 e de.x 

tKana a zu l em me.mbA.anaò de. qu.i£ot>ana.

Proteinas pH Vc. V Absorbância Retenção
ret. filtrado retido %

ml ml

Ovalbumina 10,6 4,3 6,7 0,278 0,336 31
8,2 6,5 7,5 0,260 0,321 18
6,9 4,8 6,2 0,217 0,326 32
5,5 4,8 6,2 0,028 0,334 88
4,6 4,2 4,8 0,064 0,385 75

Hemoglobina 10,6 5,6 8,4 0,709 1,029 37
(peixe) 8,6 5,8 8,2 0,507 0,840 40

6,9 6,4 7,6 0,625 1,384 45
5,5 5,4 8,6 0,070 0,303 75
4,4 6,2 7,8 0,070 0,674 85

Citocrcmo c 10,6 5,6 8,4 0,111 0,164 38
8,2 6,1 7,9 0,132 0,157 21
6,9 5,6 8,4 0,184 0,186 20
5,5 6,2 7,8 0,151 0,154 12
4,4 6,2 7,8 0,156 0,177 18

Dextrana 13,4 4,4 8,6 0,324 0,915 79
Azul 10,4 4,5 8,5 0,241 0,910 75

5,5 4,4 9,6 0,174 0,915 85
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u.ltn.a^Á.lttiaq.ão em função do pH da òolução.



53

3 - DISCUSSÃO

3.1. QUITINA E QUITOSANA

Existem na literatura vários métodos para obtenção
19de quitina a partir de cascas de crustáceos. Todos esses meto 

dos envolvem basicamente as mesmas etapas, ou seja, eliminação de 
proteínas e gorduras, desmineralização e despigmentação.

0 polissacarídeo extraido de cascas de crustáceos 
tem inúmeras aplicações, incluindo diversos campos de atividades, 
tais como, indústria de alimentos e cosméticos, medicina bioquími. 
ca etc. Embora seja um produto de larga aplicação e de custo de 
produção relativamente baixo, o Brasil importa toda a quitina que 
utiliza, pois não dispõe de tecnologia para o aproveitamento da 
abundante matéria prima fornecida pelas indústrias pesqueiras , 
que se dedicam a pesca e tratamento de camarões, lagostas etc.

Conforme foi descrito anteriormente, quitosana ê 
o produto da hidrólise alcalina da quitina, isto é, quitosana é a 
forma desacetilada da quitina. Contudo os termos "quitina" e "qui. 
tosana" são utilizados para expressar polissacarídeos com predomi 
nância de poli(N-acetil-D-glucosamina) e poli(D-glucosamina) res 
pectivamente, como unidades de repetição na cadeia polimérica.

A hidrólise alcalina da quitina pode ser feita em 
condições homogénea ou heterogênea em diferentes temperaturas e
tempos de reação. Essas condições têm influência nas propriedades

~  19 01  ^  1 do produto final da reação. ' '

31Kurita afirma que quitinas com um grau de desace 
tilação em torno de 50% são solúveis em água quando obtidas em
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condições homogêneas, e insolúveis quando obtidas em condições he 
terogêneas. Esse efeito da solubilidade da quitosana é provável 
mente devido à diferença na estrutura do polímero, causada pela 
diferença nas condições de reação. A quitosana obtida por hidrõli 
se homogênea parece apresentar uma estrutura com unidades de N- 
acetil-D-glucosamina e D-glucosamina distribuídas ao acaso na ca 
deia polimérica. Já o produto da hidrólise heterogênea parece apre 
sentar uma estrutura em blocos, isto é, blocos de unidades N-ace 
til-D-glucosamina e blocos de unidades de D-glucosamina formando 
a cadeia. Essa diferença na sequência das unidades monoméricas 
também está relacionada com a menor cristalinidade do polímero ob 
tido em condições homogêneas.

Recentes publicações têm demonstrado <a influência
do tempo de reação na massa molar e no grau de desacetilação da

19 2 7 3 2 ~quitina. ' ' Tempos prolongados de reação (15 horas) ou altas
temperaturas (120 - 130 °C) geralmente aumentam o grau de desace
tilação da quitina, mas ocorre uma diminuição na massa molar mé
dia da quitosana, devido a quebra das cadeias do polímero. A desa
cetilação feita em etapas sucessivas de 30 minutos, seguida de la
vagem e secagem do material após cada etapa é mais efetivo, em ter
mos de grau de desacetilação, que em um único tratamento contínuo
em um tempo maior, além de produzir uma quitosana com maior massa
molar média.

A Tabela 14 mostra a influência do tempo e da tem
peratura sobre o grau de desacetilação e a massa molar da quitosa

27na, estudada por Blair.
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Tabela 14 - Exulto  

lação

da condição de, 

e. na ma&òa molan.

pne.panaq.ao no gnau de 

da quitoòana .

de.6ac.eti-

Amostras t,min. temperatura, °C Desacetilação,% M . IO-5

I 30 100 75,0 2,54
II 60 100 77,2 1,86
III 120 100 80, 3 1,27
IV 180 100 83,8 0,78
V 300 100 84,2 0,45
I 30 120 1 6 ,5 1,72
II 60 120 79,1 0,88
III 120 120 81,7 0,50
V 300 120 87,8 0,27

Os resultados do grau de desacetilação, determina
dos por espectroscopia no infravermelho, apresentados neste trabalho

27concordam satisfatoriamente com os resultados da literatura. As 
amostras de quitosana A e B (descritas na página 17) apresentaram 
uma pequena diferença no grau de desacetilação devido â diferença 
nas condições de preparação das amostras.

Neste trabalho foi determinada a massa molar da
quitosana (amostra A) por viscosimetria. Sendo o método viscosimé
trico não absoluto, a viscosidade intrínseca da quitosana foi de
terminada na mesma mistura solvente que Roberts, G.A.F. & Domszy,

2 6J.G. determinaram os parâmetros a e K da equação de Mark-Houwink 
(equação 4). Esses valores das constantes concordam com os obtidos
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para outros polissacarídeos iônicos com ligações 3 (1+4). Concor
dância análoga não foi observada entre os valores de a e K deter

33minados por Lee. Assim, a massa molar media da quitosana, (1,55
+ 0,1) x 10~* daltons, encontra-se na mesma ordem de grandeza do

27valor obtido por Blair para quitosana com grau de acetilaçao de 
aproximadamente 25%.

3.2. MEMBRANAS

Nas últimas décadas, têm sido sugeridos vários me 
canismos para explicar a formação de membranas assimétricas. To 
dos os mecanismos sugeridos concordam em um ponto: durante a fase 
de evaporação do solvente, a concentração do polímero aumenta na 
camada superficial em consequência da perda do solvente por evapo 
ração. Quando o filme ê imerso em um não solvente este de difunde 
para o interior do filme, sua concentração excede a da miscibili 
dade com o polímero e ocorre a gelificação.

A formação de membranas assimétricas de quitosana 
obedece os mecanismos propostos acima e foi inicialmente obtida 
coagulando-se um filme de quitosana em um não solvente ( acetona) 
e hidróxido de sódio 2 M. A micrografia desta membrana apresenta
da na Figura 10 a, mostra a camada filtrante e o suporte consti- 
tuido do mesmo polímero. Apesar de apresentarem um bom fluxo de 
solvente, não foram utilizadas neste trabalho; devido a sua baixa 
resistência mecânica, rompem-se quando são aplicacas pressões su 
periores à pressão exercida por uma coluna de 1 metro de água.
Com a finalidade de aumentar a resistência dessas membranas, um 
papel filtro foi utilizado como suporte para as mesmas, conforme
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mostra a micrografia da Figura 10 b. As membranas suportadas em 
papel filtro apresentaram uma resistência mecânica consideravelmen 
te superior âs anteriores e o fluxo de solvente não foi prejudica
do com a incorporação do papel âs membranas. Posteriormente, foram 
feitas outras alterações no processo de obteção dessas membranas , 
eliminou-se a etapa de coagulação e o tempo de evaporação do so_l 
vente passou a ser de seis horas a uma temperatura de 30 °C. A re 
dução do fluxo de solvente em função do tempo nessas membranas foi 
bem menos acentuado que nas anteriores (Tabelas 3 e 4 e Figuras 7 
e 9) .

As alterações na estrutura das membranas, determina 
das pelo tempo de evaporação do solvente, mostram que o efeito de 
compactação da membrana, isto é, a redução do fluxo de solvente em 
função do tempo devido a diminuição da espessura da camada sob
ação de uma pressão aplicada, é mais acentuada na membrana obtida 
com menor tempo de evaporação do solvente devido a menor rigidez 
destas membranas (Figura 7 e 9) .

Outras modificações podem ser introduzidas no pro 
cesso de obtenção de membranas assimétricas de quitosana, por exem 
pio, uma tela metálica pode substituir o papel filtro como supor 
te, ou pode ser incorporado â membrana um outro componente , como 
cátions metálicos.

No caso da substituição do papel filtro pela tela 
metálica, a resistência mecânica da membrana aumenta sensivelmen 
te. Entretanto, estas membranas não são apropriadas para ultrafi^ 
tração de proteínas, pois proteínas em contato com metal sofrem 
desnaturação que inviabilizaria a aplicação dessas membranas na 
ultrafiltração de proteínas.
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As membranas com cãtions matãlicos são obtidas in
corporando-se um íon metálico à membrana. Neste caso o lon metãli

34co forma um complexo com o polímero. Recentes trabalhos sugerem 
que a ligação do metal com as unidades D-glucosamina ocorre via 
NH2 e grupos hidroxilas desprotonados, com possível formação de 
complexos do tipo MLH_2> Nesses complexos as unidades D-glucosamjL 
na atuam como ligantes monodentados, com o átomo metálico coorde
nando duas unidades D-glucosamina no caso de metais bivalentes.

Os resultados de fluxo e retenção de macromolécu - 
las em ultrafiltração convencional (sob pressão de 1 metro de so 
lução e 2 atm), são apresentados nas Tabelas 7 e 8. Os resultados 
preliminares mostram que a membrana impregnada com alumínio apre 
senta uma retenção menor do que a membrana impregnada com cobre e 
ferro. Contudo, um estudo mais detalhado, como por exemplo, a va 
riação da concentração do íon metálico na membrana bem como a uti 
lização de outros metais, se tornam necessários para uma discus 
são mais conclusiva.

Membranas simétricas são membranas densas , nas 
quais a camada filtrante é toda a espessura da membrana. 0 meca 
nismo de formação dessas membranas é diferente do mecanismo de 
formação das membranas assimétricas. Neste caso, formado o filme, 
o solvente é totalmente evaporado, resultando uma membrana com 
uma estrutura formada por uma única camada densa com diâmetro dos 
poros menor que nas membranas assimétricas.

Trabalhos sobre membranas simétricas de quitosana
têm sido publicados nos últimos anos, demonstrando o interesse dos
pesquisadores nas propriedades físicas das membranas simétricas '

27 35de quitosana e quitosana modificada ' e suas aplicações na que
_ 28 ~ — lação de metais, determinação do coeficiente de difusão de co
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36 37rantes ácidos, pervaporação de mistura etanol água, etc. Ape
sar de suas aplicações em outras atividades, essas membranas de
monstraram ser pouco eficientes no processo de ultrafiltração ,
pois o fluxo de água através da membrana é aproximadamente cem
vezes menor do que o fluxo de água em membranas estudadas neste
trabalho.

3.3. ULTRAFILTRAÇÃO DE MACROMOLÉCULAS

Na ultrafiltração convencional (ultrafiltração on 
de a pressão é aplicada perpendicularmente à membrana) as macromo 
léculas existentes na solução são retidas pela barreira semiper 
meável, formando um gel sobre a membrana e esta camada de gel atua 
como barreira extra para as macromoléculas. Este efeito é conheci 
do como polarização por concentração e geralmente causa sérios 
problemas ã ultrafiltração de macromoléculas, pois a retenção
aumenta à medida que a camada de gel se torna mais espessa.

Da análise das Tabelas 5 e 6, que mostram a reten 
ção de diferentes macromoléculas, sob pressão de 1 metro de solu 
ção e 2 atmosferas, observou-se que dextrana azul apresenta maior 
retenção do que a dextrana T2000, sendo ambas com massa molar de 
mesma ordem de grandeza. Esta diferença está diretamente relacio
nada com o fato de que a membrana e a dextrana azul apresentam 
cargas opostas, ocorrendo interação membrana-dextrana azul. A re 
tenção da dextrana T2000 foi maior sob pressão de 1 metro de solu 
ção do que a 2 atm, pois quanto maior a pressão aplicada, maior o 
efeito de compactação da membrana, acarretando uma diminuição
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do fluxo de solvente e conseqüente aumento da concentração da ma 
cromolécula sobre a membrana. Este mesmo comportamento foi obser 
vado com a dextrana T500, com massa molar quatro vezes menor do 
que dextrana T2000 e também não possuindo carga. Por outro lado , 
a ovalbumina com massa molar aproximadamente cinqüenta vezes me 
nor que a massa molar da dextrana azul, apresenta uma retenção de 
55%, independente da pressão aplicada, sendo a retenção devido 
predominantemente ao efeito de carga.

O efeito de polarização por concentração se torna
bem mais evidente na separação de mistura de soluções de macromo
léculas. Nesse caso, a presença de uma espécie de macromolécula
interfere na ultrafiltração da outra espécie. Por exemplo, segun

3 8do Baker & Strathmann, a albumina e a gamaglobulina apresenta 
ram uma retenção de 0 a 10% e 60 a 80% respectivamente, em experi. 
mentos de ultrafiltração utilizando uma membrana XM-100 da Amicon 
Corporation, quando a ultrafiltração foi feita separadamente. A 
ultrafiltração da mistura das duas proteínas apresentava resulta 
dos bem diferentes. Uma solução 1% (m/m) de albumina submetida a 
uma pressão de 3,3 atmosferas atravessou a membrana livremente , 
mas na presença de 0,25% (m/m) de gamaglobulina, a albumina foi 
totalmente retida. O aumento na retenção da albumina pode ser ex 
plicado como sendo devido à formação de uma camada de gel de gama 
globulina acumulada na superfície da membrana, impedindo a passa 
gem da albumina.

Esse efeito de polarização pode ser- consideravelmente - 
diminuido utilizando-se a ultraf iltração centrífuga conforme descrito 
anteriormente (página 7 ), pois a macromolécula não se acumula so 
bre a membrana. Baixos campos inerciais sao suficientes para que 
a ultrafiltração seja de execução viável. Neste trabalho empre



61

gou-se uma célula de diálise (Figura 13) com capacidade de 15 xaí 

e a retenção calculada apartir da equação 6 que leva em considera 
ção os volumes do filtrado e do retido apõs um determinado tempo. 
Para um período de centrifugação de 30 minutos a 302 x g, as Tabe 
las 9, 10 e 11 mostram que a percentagem de retenção de macromolé 
cuias com carga é superior àquelas com massa molar análoga , mas 
sem carga. Esse efeito de carga ã evidenciado comparando-se a re 
tenção de solução de ovalbumina e soro fetal bovino em água e em 
presença de cloreto de sódio 0,1 M, Tabela 9.

A Tabela 12 mostra o efeito da presença de cloreto 
de sódio em soluções aquosas de dextranas azul e poli(sõdio-4-es- 
tireno sulfonato) na retenção, durante 30 minutos de centrifuga - 
ção. Ã medida que a concentração de sal aumenta ocorre uma redu 
ção da retenção. Esta redução provavelmente ocorre em razão da di. 
minuição da interação eletrostática entre a membrana e o poliele 
trõlito devido a alta concentração de cátions metálicos na solu 
ção. A partir deste ponto, o efeito de retenção ocorre exclusiva 
mente em função do tamanho da macromolécula.

Na Tabela 13 são apresentadas as retenções em expe 
rimentos de ultrafiltração centrifuga de citocromo c, ovalbumina, 
hemoglobina e dextrana azul em diferentes valores de pH. Esses va 
lores são apresentados na Figura 15. Tanto as proteínas como dex 
trana azul e a membrana de quitosana apresentam cargas. Entretan 
to, o citocromo c apresenta uma retenção baixa, variando de 18 a 
38%, na faixa de pH estudada. Para solução aquosa de citocromo c 
a retenção foi então de 93%. Em solução aquosa o oxigênio do gru 
po carbonila e o hidrogênio das ligações peptídicas encontram- se 
livres para formar pontes de hidrogênio com as moléculas de água. 
O citocromo c consiste de uma cadeia peptídica em torno de 104 ami
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noãcidos e como o número de pontes de hidrogênio entre as cadeias
peptídicas é reduzido o citocromo c apresenta regiões com densida
de de carga negativa que interagem com as cargas da membrana de
quitosana, favorecendo uma elevada retenção em experimentos de 

- 3 9ultrafiltraçao. Esta elevada retenção do citocromo c nao foi 
observada para a faixa de pH entre 4,5 e 7,0, devido âs interações 
dos íons pequenos, presentes ã solução, com os grupos ligantes da 
proteínas que acarretam uma variação na carga e estrutura da pro
teína. Este efeito da diminuição na retenção foi menos acentuado 
para a solução de ovalbumina nas mesmas condições. Para a dextra 
na azul, a redução da retenção com o aumento do pH é menos acen 
tuada, pois a massa molar da dextrana azul é de 50 a 150 vezes 
maior do que as proteínas estudadas. Outro aspecto observado foi 
que em pH igual a 10,6, a retenção de cada proteínas apresenta va 
lores próximos (Figura 15), pois ocorre uma neutralização das car 
gas da membrana de quitosana e a retenção deixa de ser devido ao 
efeito de carga entre macrossoluto-membrana, passando a ser devi 
do ao tamanho da macromoléculas que apresentam massas molares da 
mesma ordem de grandeza.

Esse efeito de neutralização das cargas da membra 
na foi verificado colocando-se em um dos compartimentos da célula 
de diálise 14 ml de uma solução de hidróxido de sódio 0,099 N. 
Após um período de centrifugação de 20 minutos foram recolhidos 6 
m£ do filtrado e titulados com ácido clorídrico 0,10 N, titrisol, 
obtendo-se a concentração final igual a 0,086 N. Estes resultados 
mostram que parte do hidróxido de sódio fica retido na membrana , 
neutralizando-a. Após sucessivas lavagens com água a membrana 
readquire suas características originais. Por exemplo, se uma so 
lução de dextrana azul é submetida a ultrafiltração após o trata
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mento com uma solução de hidrõxido de sódio 2,0 N, a retenção foi 
de 37%. Após lavar a membrana com água ou solução levemente ácida, 
a retenção da solução de dextrana azul foi de 100%.

Na faixa de pH entre 4,5 e 6,0, em uma mistura de 
ovalbumina ou hemoglobina e citocromo c, seria possível separar 
os componentes da mistura utilizando ultrafiltração com membranas 
de quitosana. A percentagem de separação torna-se mais acentuada 
para proteínas que apresentem pontos.isoelétricos em faixas de va 
lores de pH diferentes.

3.4. PERSPECTIVAS PARA UTILIZAÇÃO DA MEMBRANA ASSIMÉTRICA DE QUI- 
TOSANA

Além da aplicação da membrana assimétrica de quito
sana em experimentos de ultrafiltração, esta pode ser utilizada
em experimentos de sedimentação osmoticamente acoplada (osmossedi
mentação) de polieletrõlitos. Osmossedimentação consiste em se co
locar a solução em contato com o solvente através de uma membra
na semipermeável. Devido à diferença de potencial químico do sol.
vente na solução e no solvente puro, ocorrerá fluxo de solvente,
na parte superior da célula, do compartimento do solvente para o
compartimento da solução. Este sentido do fluxo de solvente é in
vertido â medida que se aproxima do fundo da célula , devido â
maior contribuição da pressão exercida pela coluna de solução. E^
ses fluxos osmóticos são ilustrados na Figura 16, e aceleram a
sedimentação do macrossoluto, permitindo que o equilíbrio de sedi

40mentaçao seja alcançado num intervalo de tempo mensurável.
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Figura 16 - Eóquzma d& uma c&lula  dz oòmoòí>zdi.mzn£aq.ao.

A partir do gradiente de concentração no estado de equilíbrio ao
longo da célula podem ser determinados parâmetros Físiso-Químioos,
tais como, massa molar, coeficiente de virial, parâmetro de Fio

41ry.

Experimentos de osmosedimentação feitos em centr_í
fuga a baixo campo inercial mostraram também ser possível concen

42trar uma solução de macrossoluto. Portanto, as membranas de qui 
tosana poderão ser utilizadas em experimentos de osmossedimenta - 
ção na determinação dos parâmetros físico-químicos, na concentra 
ção de soluções, bem como em outros métodos convencionais, tais 
como, osmometria e pervaporação.
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4 - CONCLUSÃO

A tecnologia de obtenção de membranas sintéticas 
de polímeros e a utilização dessas membranas nos diferentes cam 
pos de aplicação ê atualmente uma atividade bastante desenvolvi 
da. Entretanto, a quitosana não está entre os polímeros mais uti_ 
lizados na obtenção de membranas.

0 emprego da quitosana como matéria prima para ob 
tenção de membranas e as aplicações destas membranas em processos 
de ultrafiltração foram objetivos deste trabalho. As membranas ajs
simétricas de quitosana apresentaram um fluxo de solvente da or

-1 -2 ~  dem de 5,0 l . h . m e uma retenção de macromoleculas bastan
te alta, aproximadamente 100% para polieletrõlitos aniônicos e
uma retenção um pouco menor, variando entre 50 e 90% para macromo
léculas sem cargas. A partir desses dados, pode-se concluir que
as membranas assimétricas de quitosana podem ser empregadas em
processos de ultráfiltração de' soluções de macromoléculas, sendo
mais eficiente para polieletrõlitos aniônicos.

Outro objetivo deste trabalho foi determinar a in 
fluência da concentração de contra-íons e ou pH em soluções de 
polieletrõlitos e proteínas. Um aumento na concentração do sal 
presente na solução do polieletrõlito aniônico produz uma queda 
na retenção de macromoléculas. A retenção diminui em consequência 
da redução da interação eletrostática entre a membrana e poliele



66

trõlitos. Em alta concentração de íons hidroxilas ( pH acima de 
10), na solução de proteínas ou polieletrõlitos aniônicos, provo 
ca uma diminuição na retenção das macromoléculas. Esta redução na 
retenção ocorre em consequência da neutralização das cargas da 
membrana, sendo a maior eficiência da membrana na faixa de pH en 
tre 4,4 e 7 .
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