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Resumo

O presente trabalho teve como objectivo a sintese e a caracterizagdo de novos derivados do
quitosano com potencial interesse em aplicagdes biomédicas e ambientais. Concretamente,
foram sintetizados e caracterizados sete derivados do quitosano; cinco derivados
N-(2-carboxietil)quitosano, com diferentes graus de carboxietilagdo, e dois derivados
peptidicos do quitosano, N-[2-(N’-(carboximetilcarbamoil)etil]quitosano e N-{2-[N’-(1-
carboximetil-2-fenil))etilcarbamoil]etil } quitosano. Nos derivados carboxietilados, foram
introduzidos grupos carboxietilo no 4&tomo de azoto do quitosano, através da reacgdo com o
acido 3-bromopropandico. Nos derivados peptidicos foram introduzidos, também no atomo de
azoto do quitosano, substituintes derivados dos aminoacidos glicina ou fenilalanina, através
da reacgdo com N-(3-bromopropanoil)glicina e N-(3-bromopropanoil)fenilalanina,

previamente sintetizados neste trabalho.

Todas as sinteses dos derivados do quitosano envolveram a introdugdo de substituintes
funcionalizados com grupos carboxilicos. Esta foi a estratégia escolhida para conferir a estes
materiais maior solubilidade em meio aquoso. O aumento de solubilidade dos derivados do
quitosano ¢ um factor preponderante para ampliar as possibilidades da sua utilizagdo em

diversas aplicagdes, particularmente nas aplica¢cdes propostas neste trabalho.

A caracterizagdo dos derivados sintetizados foi feita por espectroscopia de ressonincia

3 2 i ; ; 5 Fis 3 3
nuclear ("°C e 'H), calorimetria diferencial de varrimento, analise elementar e potenciometria
com eléctrodo selectivo ao protdo. Os estudos potenciométricos envolveram estudos

acido-base e de complexagdo dos derivados sintetizados com 1des cobre (II).
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Abstract

New chitosan derivatives with interest in biomedical and environmental applications were
synthesized and characterized. Five N-(2-carboxyethyl)chitosan derivatives, with different
degrees of carboxyethylation, and two peptide derivatives of chitosan, N-[2-(N’-
carboxymethylcarbamoyl)ethyl]chitosan and N-{2-[N'-(1-carboxymethyl-2-phenyl)
ethylcarbamoyl]ethyl} chitosan, have been prepared.

N-(2-carboxyethyl)chitosans were obtained by reaction of chitosan with 3-bromopropionic
acid. Peptide-chitosan derivatives were obtained by reaction of chitosan with
N-(3-bromopropanoyl)glycine  and  N-(3-bromopropanoyl)phenylalanine,  previously

synthesized in this work.

The introduction of carboxyl functionalized substituents in the polymeric structure of
chitosan, was the chosen strategy to confer to these materials a larger solubility in aqueous
medium. The solubility increase of chitosan derivatives is a preponderant factor to widen the

applicability of these materials, mainly in the proposed applications.

Characterization of the chitosan derivatives was performed by nuclear magnetic resonance
(13C and 'H), differential scanning calorimetry, elemental analysis and potentiometric
titration. The potentiometric studies involved acid-base and complexation titrations of those

derivatives with copper (II) ions.
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CAPITULO

INTRODUCAO



....Capitulo 1

1- Introducio

O quitosano, polissacarido obtido por desacetilagio da quitina, tem sido alvo de variados
estudos devido as suas excelentes propriedades como a bioactividade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, propriedades de adsorgdo e complexagio. Estas excelentes caracteristicas,
aliadas a sua capacidade de ser “moldado” para adquirir diferentes formas (ex: filmes e
esferas), fazem do quitosano um material passivel de ser utilizado nas mais diversas areas
como o ambiente, a agricultura e a medicina. Nesta Optica, iniciou-se neste trabalho a sintese
e caracterizagdo de novos derivados do quitosano com potencial interesse em aplicagdes

biomédicas ou ambientais.

Neste capitulo, faz-se uma breve introdugdo sobre o quitosano, onde se abordam aspectos
relacionados com a sua obtengdo, algumas das suas propriedades, aplicagdes e reacgdes mais

conhecidas para obtengdo de derivados.

1.1- A Quitina

A quitina foi isolada pela primeira vez por Henri Braconnot em 1811 quando estudava as
substancias derivadas do Agaricus volvaceus e outros fungos, atribuindo-lhe a denominagio
inicial de fungina. Em 1823, Odier, na realizago de um trabalho com insectos, afirmou ter
encontrado um tipo de substéncia semelhante a um componente estrutural das plantas (que se
sabe agora, tratar-se de celulose). A essa nova substancia identificada nos insectos, Odier
decidiu dar o nome de “quitina”, palavra proveniente do grego e que significa tunica ou
cobertura. Mais tarde, em 1834, Payen isolou pela primeira vez a celulose, dando origem a
uma grande controvérsia que se arrastou por mais de cem anos, sobre as diferengas entre a
quitina € a celulose, em parte porque se pensava que a presenga de azoto, verificada em
alguns dos trabalhos com a quitina, se devia a residuos de proteinas que ndo podiam ser

completamente removidos das amostras .
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Enquanto as duvidas acerca da presenca de azoto na quitina iam sendo esclarecidas, outros
autores, como Winterstein (1894), contribuiam para reavivar a controvérsia, referindo-se a
quitina como sendo um tipo de “celulose fungica” contendo azoto e sendo caracteristica dos

fungos*.

Apenas no século XX, com a contribuigio de novos métodos instrumentais, for possivel
eliminar muitas das duvidas acerca da estrutura da quitina e estabelecer as suas diferengas em

relagdo a celulose’.

1.2- Fontes ¢ Processos de Obtencio

A quitina ¢ a segunda maior fonte de biomassa € 0 componente organico mais abundante na
estrutura esquelética de muitas classes de invertebrados, como os artropodes, anelideos,
moluscos e celenterados, estando também presente nas paredes celulares de alguns fungos e

em algumas espécies de algas®.

A taxa de regeneragdo da quitina na biosfera ¢ de cerca de 2,3 x 10° toneladas/ano, somente
para os crusticeos, o que corresponde quase ao dobro da mesma taxa relativa a celulose
(1,3 x 10’ toneladas/ano). Estima-se que, s6 nas costas dos paises iberoamericanos, sejam
produzidas anualmente cerca de 170 mil toneladas de residuos ricos em quitina, provenientes
da industria da pesca, aquicultura e industria alimentar de processamento de crusticeos e
moluscos. Esta produgéo corresponde a uma fatia de 12% do total dos residuos ricos em

quitina produzidos em todo o mundo®.

Os restos das carapagas dos crustaceos, além de quitina, contém proporgoes variadas de
proteinas, sais de calcio (fundamentalmente carbonatos e fosfatos de célcio) e pigmentos.
Assim, o isolamento da quitina envolve normalmente trés operagdes basicas:

1) desproteinizagdo, 2) desmineralizag¢do ¢ 3) despigmentagao.

Para eliminagdo das proteinas, a matéria-prima ¢ normalmente tratada com uma solugdo

alcalina e levada a temperaturas que podem variar entre 65 a 100 °C. Em alguns trabalhos

b
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foram adoptadas solugdes aquosas de Na,COs;, NaHCO;, KOH, K,CO;, Ca(OH),, Na,SO;,
NaHSO4, Ca(HSO;);, Na;PO, e Na,S no isolamento das proteinas, embora na maioria dos
trabalhos seja escolhido o NaOH, variando ligeiramente o intervalo de temperatura, ¢ de uma
forma mais ampla, o intervalo de concentragdo da base, o tempo de duragdo da operagdo e o

. ~ 6
namero de operagdes’.

O contetdo mineral dos residuos dos crustaceos oscila entre 30 e 55%, ¢ ¢ constituido
principalmente por carbonato de calcio e, em menor proporgdo (= 10%), por fosfato de calcio.
A remogdo desta matéria inorganica ¢ realizada através de tratamento com varios acidos a
diferentes concentragdes, como o HNO;, H,SO;, CH;COOH e HCOOH e, na maioria dos

casos, 0 HCI,

Os exoesqueletos dos crustaceos contém pigmentos que ndo se encontram complexados com
materiais inorganicos ou proteinas, ndo sendo eliminados pelos tratamentos atras
mencionados. Estes pigmentos podem ser eliminados por extrac¢dio com etanol ou acetona,
depois do tratamento de desmineralizagfo, ou por tratamento com KMnQO,, NaClO, SO,
NaHSO;, Na;S,04 ou Hy0,%”.

Depois de realizadas as trés etapas para o isolamento da quitina, o material seco ¢
caracterizado de forma a definir as suas propriedades através de pardmetros como, por

exemplo, o grau de acetilagdo (GA) ou de desacetilagdo (GD = 1- GA).

1.3- Estrutura da Quitina

A estrutura da quitina ¢ constituida por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-glucose, também
designada N-acetil-D-glucosamina (GlcNHAc), unidas por ligagdes glicosidicas B(1—4)
(figura 1.1). A sua estrutura € bastante semelhante a da celulose (figura 1.2), na qual o grupo
hidroxilo do carbono 2 do anel de glucopiranose se encontra substituido por um grupo

acetamida.



Figura 1.1: Estrutura da quitina.

Figura 1.2: Estrutura da celulose.

Por ser um produto natural, a quitina ndo possui uma composi¢do uniforme. As diferentes
cadeias polissacaridicas que compde o polimero apresentam diferengas importantes ao nivel
do tamanho, percentagem de grupos acetamida e posi¢do destes grupos ao longo das cadeias
poliméricas. A Unica excep¢do conhecida ¢ a quitina obtida a partir de algas diatomaceas
| (Thalassiosira fluviatilis € Cyclotella cryptica), na qual todas as unidades monomericas se

; 8
encontram acetiladas”.

Dependendo da sua origem, a quitina pode existir sob trés formas diferentes, definidas de
acordo com a disposi¢io das cadeias que constituem o polimero. Na a-quitina, as cadeias
poliméricas apresentam-se em disposi¢do antiparalela, na P-quitina apresentam-se em
disposi¢do paralela € na y-quitina verifica-se um misto das duas disposi¢des, segundo o

esquema da figura 1.3.
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Figura 1.3: Orientagdes das cadeias poliméricas nas diferentes formas de quitina.

A forma mais estavel e mais abundante ¢ a o-quitina, encontrada onde é necessaria maior
rigidez, como no exoesqueleto dos artrépodes. As outras formas (B-quitina e y-quitina) sdo
encontradas, por exemplo, nas lulas e sdo caracterizadas por apresentar simultaneamente
flexibilidade e resisténcia. Mediante tratamento quimico adequado é possivel converter as

formas B ou y na forma o, no entanto, estas conversdes sdo irreversiveis’.

1.4- Desacetilacio da Quitina - O Quitosano

A quitina, embora sendo uma fonte de matéria-prima com muitas potencialidades, tem uma
aplicagdo ainda muito reduzida, principalmente devido ao seu dificil tratamento e baixa
solubilidade, resultantes da existéncia de fortes ligagdes de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas'’. Uma forma de controlar este problema consiste na desacetilagdo da quitina, em
meio alcalino forte e a temperaturas superiores a 60 °C. Deste tratamento, resulta o derivado
mais importante da quitina, o poli[p-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose], mais

conhecido por quitosano (figura 1.4).

Figura 1.4: Estrutura do quitosano.

o
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O quitosano foi obtido pela primeira vez em 1859 por Rouget, quando tratava quitina com
uma solugdo quente de hidroxido de potassio. O produto obtido deste tratamento, ao contrario
da quitina inicial, era solivel em acidos organicos. Este novo produto foi denominado
“quitina modificada” por Rouget e, mais tarde, em 1894, Hoppe-Seyler designou-o pela

: : ] 3
primeira vez com o0 nome “quitosano’”.

Em principio, o quitosano pode ser obtido por tratamento acido ou alcalino da quitina. No
entanto, o tratamento acido ndo é muito utilizado devido a susceptibilidade das ligagdes
glicosidicas a hidrolise acida''. Para promover a desacetilagdo da quitina em meio alcalino ¢
necessario recorrer a condigdes de reacgdo muito severas, utilizando solugdes alcalinas muito
concentradas (NaOH 40 a 50%), temperatura elevadas (normalmente superiores a
60 °C) e longos tempos de reac¢do. Ainda assim, a desacetilagdo da quitina raramente €
completa, embora tal ndo constitua um problema na maioria dos casos, uma vez que um grau
de desacetilagdo de aproximadamente 60% ja permite a solubilizagdo do polimero em
solugdes acidas diluidas'?. Alias, tem sido este critério de solubilidade o parimetro adoptado

por muitos autores para distinguir quitina de quitosano.

Mesmo utilizando tratamentos alcalinos para promover a desacetilagdo da quitina, ¢ preciso
ter em conta que as condigdes normalmente utilizadas nestes tratamentos podem, também,
conduzir a quebra das ligagdes glicosidicas, afectando o tamanho das cadeias poliméricas"".
Alguns autores optam por realizar o tratamento alcalino em varias etapas, nas quais se
utilizam curtos tempos de reacgdo, em substituigdo de um Unico processo mais prolongado"’.
Também se pode optar por realizar a desacetilagdo na auséncia de oxigénio, ou na presenga de
um antioxidante, para diminuir a extensdo da quebra de ligagdes glicosidicas, conducente a
perda de peso molecular do polimero’®. Uma outra alternativa ¢ a utilizagio de condigdes
mais suaves de reac¢do, como a utilizagdo de concentragdes de 20 a 30% de NaOH e menores
temperaturas, mas tal implica um produto com um grau de desacetilagdo mais baixo. Isto
deve-se, provavelmente, ao facto de que a reacgio realizada nestas condigdes, da-se

unicamente nas regides externas do polimero, que sdo mais acessivels aos reagentes".

Um outro aspecto interessante relativo a desacetilagio da quitina reside no facto deste
processo ser mais rapido para a B-quitina do que para a a-quitina. Tal comportamento deve-se

a menor cristalinidade da B-quitina em relagdo a a-quitina, pelo que as forgas

.
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intermoleculares sio mais fracas na primeira'®. Dado que as forma o e P da quitina sdo
caracteristicas do tipo de ser vivo que serve como fonte do polimero, tal sera um aspecto a ter

em conta nas condig¢des de preparagdo do quitosano.

Embora insoluvel em agua, € possivel solubilizar quitosano em solugdes aquosas de acidos
orgénicos, tais como acido acético, formico e citrico, e em acidos inorganicos diluidos como o
e st — v . ap - 17 2

acido cloridrico, nitrico e perclorico, devido a protonagdo dos grupos amino . Com efeito, em

meio 4cido tem lugar o seguinte equilibrio:

~NH, + H;0© === _NH; + H;0 (1.1)

O valor de pK,, que se encontra na literatura para este equilibrio, situa-se entre 6,3 e 7,

dependendo do grau de acetilagio'.

Pode-se dizer, entdo, que a solubilidade do quitosano estard intimamente relacionada com a
quantidade de grupos amino protonados (-NH;") na cadeia polimérica. Quanto maior a
quantidade destes grupos, maior o nimero de interacgdes electrostaticas repulsivas entre as

19, 20 : :
. Deste modo, o conhecimento preciso do

cadeias e também maior a solvatagdo em agua
teor de grupos —NH, ¢ um factor de muita importdncia e que podera condicionar a utilizagdo
do quitosano nas suas diferentes aplicagdes. Esta informagdo ¢ dada em termos de grau de
desacetilagdo (GD) ou grau de acetilagdo (GA). Existem, para a determinagdo do GD (ou
GA), muitos métodos analiticos, como por exemplo o método da ninhidrina®" 22, a titulagdo
potenciométrica®, e os métodos de espectroscopia de infravermelho, ultravioleta e

A : e 24
ressonancia mag'netlca nuclear™.

Um outro aspecto muito importante, no que diz respeito a solubilidade do quitosano, € o seu
peso molecular, que, como vimos, vai depender do método utilizado na desacetilagdo e da
fonte utilizada na sua produgfio. Torna-se, por isso, importante determinar o peso molecular
do quitosano apos a sua preparagdo. Para isso, os métodos normalmente utilizados sdo a
cromatografia® *, dispersao da luz (“light scattering”) e viscosimetria®*. De um modo geral,
o peso molecular do quitosano comercial pode oscilar entre 100.000 e 1.200.000 Daltons,

dependendo do processo utilizado?’.
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1.5- A Quimica da Quitina e do Quitosano

Nos ultimos anos, tém sido realizados muitos estudos baseados em novas modificagdes
quimicas da estrutura da quitina e do quitosano, com o objectivo de aumentar ainda mais as
potencialidades destes materiais. No caso da quitina, estas modificagdes sdo de dificil
introdugdo devido a reduzida solubilidade do polimero. De forma a contornar este problema,
alguns trabalhos recentes descrevem modificagdes da quitina em meio heterogéneo, que no
entanto apresentam baixos rendimentos e ddo por vezes origem & degradagdo parcial do
polimero''. E, por isso, importante que se consiga levar a cabo modificagdes do polimero em
meio homogéneo, recorrendo a condigdes de reacgdo suaves. Deste modo, ou se procede a
uma pré-modifica¢do especifica da quitina por introdugdo de grupos que desfavoregam a
formagdo de ligagOes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas, ou entdo, desacetila-se a
quitina, dando origem ao quitosano. Este, por ser o derivado soluvel mais importante da
quitina, passou a ser o ponto de partida para a maior parte das sinteses que visam a obtengdo

de novos materiais baseados na quitina.

Seguidamente, descrevem-se algumas das reac¢des mais conhecidas e utilizadas para a
derivatizagdo da quitina ¢ do quitosano, com o objectivo de mostrar um pouco da dindmica
que tem sido dada a modificacdo destes polimeros, contribuindo muito para ampliar a suas

aplicagdes.

1.5.1- Hidrélise da cadeia polimérica

As ligagdes glicosidicas da quitina e do quitosano s@o relativamente estaveis em meio
alcalino, mas muito sensiveis em meio acido. Nestas condi¢des, pode ocorrer hidrolise do
polimero dando origem a oligomeros, além do proprio monémero™®. A hidrélise da quitina

. = Ty VS 0
pode também ser levada a cabo por acgio enzimatica™ >,
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1.5.2- Acilacdo

A acilagdo da quitina tem sido utilizada como um método para lhe conferir solubilidade, tendo

STy : - : : .. 3133
sido ja descritos varios derivados acilados da quitina

. Mais recentemente, Szolsland*
preparou a di-O-butirilquitina por O-acilagdo da quitina com anidrido butirico a temperatura
ambiente, na presenga de acido perclorico (figura 1.5). O produto final apresentou-se soluvel

em solventes organicos comuns como metanol, acetona e dimetilformamida (DMF).

—~—
o o e,
OH TR o)
CH, 3 [} CH,
H;c/rH "m,/c o Sl e,
[Val O O

J— o>

HO Qd\k\ HCIOy 0 UJ‘ S
ctiy /

HN\ 5 / : N 20
= __CH, \\ C =
HAC 0 /
H;C H,yC

Figura 1.5: O-acilagdio da quitina com anidrido butirico.

No caso do quitosano, a acetilagdo ¢ normalmente realizada com um anidrido carboxilico ou
um haleto de acilo, ocorrendo preferencialmente nos grupos amino, dado a acilagdo dos
grupos hidroxilo ser um processo mais lento. Se a acilagdo for realizada de forma controlada,
pode conduzir a um quitosano parcialmente acetilado, dando origem a um produto que alguns
autores classificam de “quitina alcalina™® *. Este produto ¢ igual ao obtido por uma
desacetilagéio parcial da quitina, sendo também parcialmente solivel em agua, mas com a
vantagem de ser mais facil a sua preparagdo. Por sua vez, se a acetilagdo for intensiva,
provoca a substituigdo nos grupos amino e hidroxilo, produzindo um derivado poliacetilado

do quitosano, solivel em solventes orgdnicos comuns como o cloroférmio™ (figura 1.6).
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Figura 1.6: Acilagdo intensiva do quitosano com cloreto de acilo.

1.5.3- Tosilagdo

Kurita er al.*> desenvolveram o método da tosilagdo, que é hoje uma das modificagdes mais
conhecidas da quitina e do quitosano. A tosilagfio foi realizada fazendo reagir o polissacarido,
em meio heterogéneo, com cloreto de p-toluenossulfonilo, a 0 °C em cloroférmio (figura 1.7).
Devido ao facto do grupo p-toluenossulfonilo ser um excelente grupo de saida, os derivados
tosilados tornam-se muito uteis como intermediarios para posteriores modificagdes do

quitosano e da quitina®®,
O grau de tosilagdo influencia a solubilidade do polimero resultante, que sera soliivel em agua
se esse grau for menor que 30%. Se o grau de tosilagdo for superior, o produto torna-se

hidrofébico e solivel em solventes orginicos como dimetilsulfoxido (DMSO),

dimetilacetamida (DMAc) e N-metilpirrolidona (NMP)™.

<12«
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Figura 1.7: Tosilagdo do quitosano com cloreto de tosilo.

1.5.4- N-ftaloilacao

Uma outra modificagdo corrente do quitosano baseia-se na reac¢do com acido ftalico, que
resulta na introdugdo do grupo ftaloilo no atomo de azoto dos grupos amino. Desta forma,
além de actuar como um grupo protector dos grupos amino, o grupo ftaloilo favorece a
solubilidade do polimero em solventes orgénicos, por ser volumoso e impedir a formagio de
ligagdes de hidrogénio intermoleculares (figura 1.8). A posterior remogéo do grupo ftaloilo, se
desejada, ¢ facilmente realizada com hidrazina, e o polimero readquire os grupos amino livres

originais.

Normalmente, a ftaloilagdo € realizada por preparagdo de um gel de quitosano, o qual ¢
depois, introduzido em piridina ou DMAc. A reacgio do gel com o anidrido ftalico resulta no
derivado N-ftaloilquitosano, soltivel em DMSO, o qual constitui um intermediario importante

. . e P 0
para posteriores modificagdes quimicas®.
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Figura 1.8: Ftaloilagdo do quitosano.

1.5.5- Sulfatacao

Naggi et al.*' estudaram a sulfatagfo selectiva do grupo hidroxilo primario (do carbono 6) do
quitosano. Para isso, utilizaram uma mistura de acido sulfurico/dcido clorossulfonico na
proporgdo de 2:1, a temperatura ambiente. Com este procedimento, conseguiram obter graus
de sulfatagdo do quitosano superiores a 95%, tendo o produto resultante a vantagem de ser

soltvel em agua.

A sulfatagdo selectiva no atomo de azoto (N-sulfatagdo) pode ser realizada a partir da uma
suspensdo de quitosano numa solugdo aquosa de carbonato de sodio, por reacgdo com o
aducto de trimetilamina e trioxido de enxofre (Me;NSO;3). A reacgdo ¢ realizada entre

50 e 70 °C, podendo conduzir a graus de sulfatagiio entre 0.4 ¢ 0,86*.

1.5.6- Alquilacio

Lang et al* sintetizaram os derivados N-hidroxietil-, N-hidroxipropil-, N-hidroxibutil-,
N-diidroxipropil-, O-hidroxietil- e O-hidroxipropilquitosano. Estes derivados foram

preparados por reacgdo do quitosano com os epdxidos apropriados. Dependendo das

- 14 -
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condigdes de reacgdo, a substituigdo pode ocorrer nos grupos amino ou nos grupos hidroxilo
dando origem aos derivados N-hidroxialquilados ou O-hidroxialquilados do quitosano, ou
mesmo a uma mistura de ambos os tipos. Se a reacco for realizada em meio neutro ou acido,
a N-alquilagdo ¢ favorecida, ao passo que, se forem utilizadas condigdes alcalinas, ¢

favorecida a O-alquilagdo (figura 1.9).
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R
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Figura 1.9: Reacgdo do quitosano com epoxidos; R = -H, <(CH,),CH; (com x =0 ou ).




1.5.7- Formacéo de sais quaternarios

| A introdugdo de grupos amdnio quaternarios na estrutura do quitosano pode ser realizada de
duas formas: ou adicionando um substituinte que ja contenha um grupo amonio quaternario
(reacgdo 1, figura 1.10), ou transformando os grupos amino primarios do quitosano em grupos
amonio quaternarios (reacgdo 2, figura 1.10). A primeira via recorre 4 utilizagdo de um
epoxido de amonio quaternario, como o cloreto de (2,3-epoxipropil)trimetilamonio. Na

segunda via, pode recorrer-se a reacgdo com haletos de alquilo, ou sulfatos de dialquilo como

o sulfato de dimetilo ou de dietilo*

| Reaccdio 1

1;2(.———0

OH
A Q

| HO oa\\

1 NH,

H,CX

X =Cl, Br, I, CH;80,

Reacgiio 2

OH

HO

H,C
CH;

N / OH

N~

HsC

HC -

S

H?c—-—N’—"CHs

X
CH3

Figura 1.10: Introdugdo de grupos aménio quaterndrios na estrutura do quitosano. Reacgdo 1: Reacgdio do

quitosano com cloreto de (2,3-epoxypropyl)trimetilaménio. Reacgdo 2: Metilagdo do quitosano.
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1.5.8- Fosforilacio

A fosforilagdo do quitosano pode ser realizada a partir da reacgdo com pentoxido de fosforo

em acido metanossulfonico, resultando um derivado hidrossoluvel.

O grau de substituigdo depende da quantidade de pentoxido de fosforo utilizada, podendo
aproximar-se de | (equivalente a 100%) quando se utilizam 4 equivalentes de P,Os por

monomero™.

1.5.9- Silanizacao

Outra forma de solubilizar a quitina consiste na reacgdo desta com uma mistura de
hexametildissilano e clorotrimetilsilano em piridina (figura 1.11). Se for pretendida apenas

uma silanizagdo parcial, basta substituir a piridina por DMF.

s
HyC——Si——CIl;,
OH 0
\f\ O (MCgS]}zNT{ (9]
Me;SiCl g & i
VAW e3S1C N}
HO 2 Piridina Ny /0 e
HN Si ”N\
=0 / CHa P o
H;C ; /
HsC

Figura 1.11: Silanizagdo da quitina.

A quitina silanizada com trimetilsilano € solivel em solventes como a acetona e a piridina. A

remogdo dos grupos trimetilsililo, se desejada, ¢ facilmente realizada com acido acético a

temperatura ambiente*® .
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1.5.10- Formacao de amidas e bases de Schiff

O grupo amino primario do quitosano ¢ mais reactivo perante electrofilos do que os grupos

hidroxilo, sendo susceptivel de reagir com aldeidos e cetonas para formar iminas, ou com

anidridos carboxilicos dando origem a amidas. Geralmente, a reacgio ¢ realizada

solubilizando previamente o quitosano numa solugdo de acido acético/metanol, para de

seguida se adicionar o anidrido carboxilico, dando origem ao derivado N-acilquitosano, ou o

aldeido/cetona, formando-se os derivados e N-arilideno- ou N-alquilidenoquitosano

(figura 1.12)®.
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Figura 1.12: Reacgdo do quitosano com aldeidos e com anidridos carboxilicos, formando-se bases de Schiff ¢ amidas,

respectivamente; R = grupo arilo ou alquilo.

A reacgdo do quitosano com dialdeidos, como o glutaraldeido, produz ligagdo cruzada

(“crosslinking™) entre as cadeias poliméricas, sendo um método muito utilizado para a

imobilizagdo de enzimas (figura 11375 %,
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Figura 1.13:Formagdo de ligagGes cruzadas entre cadeias de quitosano, por reacgdo com dialdeidos.

1.5.11- Carboxialquila¢io

Os derivados carboxialquilados do quitosano sdo dos exemplos mais interessantes de
quitosano modificado. A carboxialquilagdo confere grande versatilidade ao quitosano,

possibilitando a sua solubilizagdo tanto em meio acido como em meio alcalino.

Os derivados N-carboximetilados do quitosano podem ser obtidos por alquilagéo redutiva. Por
exemplo, a reacgdo entre o quitosano e o dcido glioxilico da origem a uma base de Schiff que,
por redugdo com cianoborohidreto de sodio, conduz a um derivado soluvel em agua, o
N-carboximetilquitosano. Quando se dispde de um grande excesso de acido glioxilico, por
exemplo, numa relagdo entre grupos amino € acido glioxilico na ordem de 1.9, pode-se obter

o N,N’-dicarboximetilquitosano, a partir da redugdio com borohidreto de sodio® (figura 1.14),

Um outro derivado do quitosano, o N-carboxibutilquitosano, pode ser obtido através da
reac¢do entre o quitosano € o acido levulinico, dando origem a uma base de Schiff. A
posterior redugfio desta imina com borohidreto ou cianoborohidreto de sodio da origem ao

N-carboxibutilquitosano™ (figura 1.15).
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Figura 1.14: Esquema da sintese do N-carboximetilquitosano ¢ do N,N’-dicarboximetilquitosano.
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Figura 1.15: Esquema da sintese do N-carboxibutilquitosano.

Os derivados carboximetil e carboxibutilquitosano sdo os derivados carboxialquilados mais
conhecidos do quitosano. O carboxietilquitosano encontra-se ainda pouco estudado, como se
pode verificar pelo menor numero de trabalhos publicados, tanto no que diz respeito ao

método de sintese, quanto no 4mbito das possiveis aplicagdes.
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....Capitulo 1

Lee er al.™ iniciaram o desenvolvimento de derivados carboxietilados do quitosano com a
sintese do O-carboxietilquitosano por hidrolise alcalina do O-(2-cianoetil)quitosano, quando
preparavam membranas para estudos de pervaporagdo. Mais tarde foram sintetizados alguns
derivados N-carboxietilquitosano via adi¢do conjugada (1,4) tipo Michael com acrilato de
etilo' ou acrilato de metilo®. Desta adi¢do nucleofila, resultaram intermediarios que, por

hidrolise com hidroxido de sodio, conduzem a derivados N-carboxietilquitosano.

Num outro trabalho, Orienti e al.*® sintetizaram o N-carboxietilquitosano por alquilagio com
acido 3-bromopropandico em meio agua/piridina, para utilizagdo como material de suporte

para um gel de aplicagdo topica contendo vitamina B,

Recentemente, Skorik ef al.* realizaram a sintese do N-(2-carboxietil)quitosano, por reac¢io
do quitosano com acido 3-X-propandico (com X = CIl, Br ou I), sob condig¢des alcalinas
moderadas (pH 8-9). Os autores verificaram que nas condi¢des reaccionais utilizadas, a
introducéo dos grupos carboxietilo € regiosselectiva, ocorrendo exclusivamente nos grupos
amino. Uma das vantagens deste método consiste na reduzida toxicidade dos reagentes

utilizados.

A continuagdo deste estudo e a caracterizagdo dos derivados N-carboxietilquitosano dai
resultantes, nomeadamente ao nivel da complexa¢do com ido cobre (II), constitui um dos

principais objectivos da presente dissertagdo.

1.5.12- Derivados peptidicos do quitosano

A maior parte dos estudos centrados no quitosano e envolvendo péptidos, baseiam-se na
capacidade do quitosano para adsorver substdncias de natureza peptidica ou proteica, através
de interacgdes ndo covalentes (forgas de van der Walls e pontes de hidrogénio). Estas
interacgdes, por serem fracas, sdo vantajosas quando o objectivo é apenas que o quitosano
sirva como transporte de um determinado péptido ou proteina. Além disso, a capacidade do
quitosano para formar hidrogéis, constituindo capsulas ou membranas, torna-o num material

ideal para utilizagdo em veiculagdo de farmacos. Com efeito, esta caracteristica tem sido alvo

s 31 =



de muitos estudos, devido ao facto dos hidrogéis de quitosano serem sensiveis ao pH,
permitindo a sua utiliza¢do no transporte de proteinas até ao intestino, onde aquelas séo

libertadas®”.

Pode-se conceber a unido covalente entre um péptido (ou proteina) e o quitosano, obtendo-se

1.3 desenvolveram um derivado péptidico do

derivados com novas potencialidades. Guggi et a
quitosano com a dupla fungfio de excipiente farmacéutico e protector de farmacos contra a
ac¢do proteolitica de enzimas como a tripsina ou a quimiotripsina. Assim, estes autores
ligaram ao quitosano, covalentemente, um péptido que inibe a acgdo daquelas enzimas,
obtendo um material que preserva as propriedades mucoadesivas do quitosano, vantajosas
para a libertagdo do farmaco no intestino, associadas a possibilidade de prevengdo da sua

degradagdo.

Mitani et al.® introduziram varios aminoacidos e péptidos na estrutura do quitosano com
objectivo de aumentar as suas propriedades complexantes, para o tratamento de aguas
residuais. Neste trabalho foram preparadas esferas de quitosano com glutaraldeido e acido
glioxilico, de modo a funcionalizar o quitosano com grupos carboxilicos. As esferas
resultantes foram postas a reagir com ésteres de aminoacidos ou péptidos em meio DMF
utilizando  1-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina (EEDQ) como reagente de
acoplamento. A hidrolise dos ésteres dos aminoacidos introduzidos foi realizada com solugéo
alcalina concentrada, resultando nos aminoacidos livres (grupo carboxilico terminal ndo

esterificado).

Alguns autores referem-se ao derivado N-carboximetilquitosano como um derivado da
glucose funcionalizada com o aminoacido glicina. De facto, quando a introdugdo do grupo
carboximetilo se faz através do atomo de azoto, pode-se encarar o grupo amino do quitosano
como parte integrante do substituinte, obtendo-se assim, um derivado da celulose em que o

grupo hidroxilo do carbono 2 se encontra substituido por um aminoacido glicina®.
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......Capitulo 1

1.6- Aplicacoes da Quitina e do Quitosano

Devido a sua abundéncia como matéria-prima e caracteristicas unicas, a quitina, o quitosano e
seus derivados tém sido utilizados no desenvolvimento de muitos produtos e para as mais
diversas areas de aplicagdo como medicina, ambiente, nutrigdo, cosméticos, agricultura,
fotografia, etc. Devido a sua maior versatilidade, o quitosano tem sido preferido em

detrimento da quitina, na maior parte dessas aplicagdes.

1.6.1- Aplicacdes biomédicas

Foram verificadas propriedades coagulantes interessantes do quitosano. Pensa-se que este
comportamento € devido a capacidade deste polissacarido em adsorver proteinas, o que acaba
por desencadear uma resposta trombogénica no organismo. No que se refere a aplicagdes
biomédicas, o quitosano ¢ mais utilizado do que a quitina. De facto, além de ser mais facil
proceder a modificagdo quimica da sua estrutura, o quitosano conjuga as propriedades de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e bioactividade, com propriedades de adsorgdo, além
da possibilidade de ser moldado para a preparagdo de membranas para aplicagdo externa, ou

de capsulas para a aplicagdo oral®'.

No que diz respeito a administragio por via oral, o quitosano apresenta a vantagem de ndo ser
absorvido pelo organismo. Por outro lado, apresentando propriedades mucoadesivas, pode ser
utilizado para promover o transporte de proteinas, farmacos e outras moléculas através da

mucosa, tanto a nivel do estdmago, do intestino, ou mesmo por via nasal®® %,

Sdo também reconhecidas as capacidades do quitosano no auxilio da reconstrugido de tecidos.
Os estudos ja realizados permitiram constatar que o quitosano fomenta o crescimento celular,
porque as c€lulas aderem fortemente ao polimero e proliferam mais rapidamente. Este
comportamento tem sido aproveitado para os estudos em engenharia de tecidos, sendo o
quitosano utilizado em trabalhos de regeneragio da pele, do tecido 6sseo e cartilagineo e na

preparagio de pele artificial®*®’,
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Foi verificado que o quitosano e o derivado N,N,N-trimetilquitosano, devido ao caracter
cationico, sdo capazes de aumentar a permeabilidade de moléculas hidrofilicas através da
mucosa intestinal. Esta propriedade conduziu a um grande numero de estudos visando a
investigagdo do uso do quitosano e seus derivados para aumentar a permeabilidade intestinal

para drogas hidrofilicas com fraca biodisponibilidade por via oral, como sio 0s péptidos®™.

Actualmente, o quitosano € parte constituinte de suturas cirurgicas, agentes hemostaticos,
implantes biodegradaveis e proteses vasculares. E ja utilizado como excipiente em solugdes
orais de medicamentos, sendo actualmente um dos muitos materiais propostos para
preparagdo de microesferas e microcapsulas para transporte de farmacos no organismo®.
Devido as oOptimas propriedades mucoadesivas do quitosano, estd a ser investigada a
possibilidade da sua aplicagdo para a administragio de fdrmacos por via intranasal ou

transdérmica’’.

A aplicagdo mais conhecida do quitosano, e de certa forma a responsavel pela divulgagio
comercial deste interessante polissacarido, tem sido a sua utilizagdo em produtos dietéticos
como inibidor da digestido de gorduras (“fat trapper”). O quitosano ¢ dissolvido sob as
condigdes acidas do estdbmago, onde vai emulsionar as gorduras. Ao chegar ao intestino o
complexo quitosano-gordura gelifica e ¢ expulso do organismo, pelo que se impede que as

gorduras sejam absorvidas pelas paredes intestinais’".

1.6.2- Agricultura

Foram realizados estudos utilizando varios tipos de bactérias, onde se verificou a capacidade
antibacteriana do quitosano. Pensa-se que o0s grupos amonio (-NH;") do quitosano,
interactuam com 0S grupos anionicos presentes na membrana bacteriana, conduzindo a sua
instabilizagdo e 4 morte da bactéria®. Por este motivo, o quitosano é actualmente utilizado
como revestimento protector ¢ biofungicida para pulverizagdo em frutas, vegetais e sementes.

Nos Estados Unidos, ja se encontram registados varios pesticidas a base de quitosano”.
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1.6.3- Cosméticos

O 1nicio da aplicagiio do quitosano na industria dos cosméticos deveu-se a sua capacidade
para formar filmes, tornando-o adequado como constituinte em fixadores para cabelo.
Entretanto, com o desenvolvimento de novos derivados do quitosano, tornou-se possivel a sua

utilizagdo em variadas aplicagdes, favorecendo o crescimento da sua utilizagdo.

Actualmente, vérios derivados do quitosano sdo utilizados em cosméticos para tratamento
capilar ¢ da pele, como constituinte de champos, fixadores de cabelo, cremes hidratantes e

tonicos para a pele entre outros produtos’.

1.6.4- Fotografia

O quitosano tem sido utilizado no desenvolvimento de produtos para fotografia e impressio,
principalmente devido a sua resisténcia ao desgaste, caracteristicas Opticas e capacidade para

formar filmes que actuam como uma pelicula protectora no papel fotografico’®.

1.6.5- Tratamento de Aguas

Por ser ndo toxico e se apresentar na forma cationica a pH inferior a 6, o quitosano ¢ utilizado
como agente floculante no tratamento de aguas residuais e como agente complexante no

tratamento de aguas ricas em metais pesados.

O quitosano apresenta uma grande capacidade para fixar moléculas como pesticidas, proteinas
e corantes. O grupo amino confere ao quitosano uma maior afinidade para formar complexos
com metais de transigio do que outros polissacaridos naturais, como a celulose’*. Com o
objectivo de conferir uma maior selectividade na fixagdo de metais pesados, tem sido

sintetizada uma grande variedade de derivados do quitosano.
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1.6.6- Aplicacdes cromatograficas

A presenga de grupos amino e hidroxilo livres no quitosano, torna-o um suporte
cromatografico bastante funcional, permitindo o desenvolvimento de varios tipos de
derivados, e consequentemente, a sua utilizago em diferentes aplicagdes de cromatografia
liquida. A maior parte dos trabalhos ja desenvolvidos, refere-se a separagdo de substincias
quirais, mas existem ja varios estudos acerca da adsor¢do de metais pesados por parte de
derivados do quitosan075 com algumas referéncias a separagdo de metais em HPLC e estudos

referentes a separagdo de proteinas e aminoacidos.

Para as aplicagdes em separagdes de substidncias quirais, tem sido desenvolvido um grande
numero de derivados do quitosano que podem ou ndo encontrar-se imobilizados em silica,
embora esta imobilizagio seja a opgdo escolhida na maior parte dos trabalhos cientificos *.
Independentemente do método escolhido, estes estudos concentram-se no desenvolvimento de
derivados do quitosano que conduzam a maior selectividade na separagio, mas que ndo sejam

soluveis nos solventes utilizados no processo de elui¢do cromatografica.

Quando o objectivo é a separacdo de metais, os polissacaridos naturais competem com as
resinas sintéticas, j4 muito difundidas no mercado, devido a crescente aten¢do que tem sido
dada ao desenvolvimento de produtos que causem menor impacto ambiental. Deste modo,
além do grande numero de trabalhos sobre a sintese de derivados do quitosano, muitos outros
estudos concentram-se na selectividade destes para a adsor¢do de metais de transi¢do, que €

; — S 59, 80-84
um passo necessario para a sua aplicagfio como fase estacionaria em cromatografia )

Foram realizados, também, alguns trabalhos envolvendo a utilizagdo de alguns derivados do

. S . ~ . . 85, 86
quitosano como fase estaciondria cromatografica, para separagdo de proteinas e fendis ;
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1.7- Propriedades Complexantes do Quitosano

O perigo associado a contaminagdo das aguas naturais com metais pesados, tem
conduzido ao desenvolvimento de vdrias técnicas para o tratamento de aguas residuais ricas
neste tipo de poluentes. Os processos mais vulgarmente utilizados incluem a precipitagido com
carbonatos ou hidroxidos, a adsor¢do com carvdo activado, ou a utilizagdo de resinas de
permuta iénica como a Chelex 100 ou Amberlite®. Todavia, sob o ponto de vista da protecgio
ambiental, tem sido dada mais atengdio ao desenvolvimento de resinas quelantes que sejam
produzidas a base de materiais que provoquem o menor impacto ambiental possivel, e por este
motivo, os polimeros naturais, tais como acido alginico, a celulose, a quitina e o quitosano,
tém sido muito estudados™. No caso do quitosano, a presenga de grupos amino confere a este

biopolimero uma excelente capacidade de complexagio com 1des de metais de transigio.

1.7.1-Complexaciio com quitosano

A capacidade do quitosano para formar complexos com ides metalicos tem merecido o
interesse de muitos investigadores, no entanto, a comparagdo entre os resultados dos
diferentes estudos ¢ dificultada pelas diferentes condigdes experimentais utilizadas em cada
caso. Verificou-se que o processo de complexac¢do do quitosano e a estabilidade do complexo
metal-quitosano, sdo influenciados pelas condi¢des do meio, pelo estado fisico do polimero
(po, gel ou filme), e de forma ainda mais acentuada pelo grau de acetilagio (GA)* #!
Foram ja realizados estudos que verificaram que o aumento do GA do polimero inviabilizava
a formagio de complexos com os ides cobre (1I), cobalto (II) e niquel (II). Quando se utilizava
quitina, ndio se observava a formagio destes complexos’”. No que diz respeito as condi¢des do
meio, Bassi ef al.”* estudaram a remogdo de vérios ides metalicos com quitosano em po, e

verificaram que o ataque ao metal é dependente do pH, encontrando valores maximos entre

pH6,0e7,0.

Rhazi et al’® estudaram o comportamento do quitosano perante diferentes metais. Neste
estudo, verificaram a selectividade deste polimero na fixagdo de ides metalicos divalentes,

tendo constatado que a sua capacidade aumenta na ordem Co(Il) < Ni(IT) < Cd(I1) < Zn(II) <
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Hg(II) < Cu(Il) e no caso de ides metalicos trivalentes a ordem obtida foi Cr(IlI) < Eu(Ill)<
Nd(III).

O mecanismo de coordenagdo do quitosano com 1des metalicos € ainda tema de discusséo e,
por conseguinte, objecto de muitos estudos. Foram ja propostos alguns modelos para explica-
lo. Num primeiro modelo, conhecido como modelo em ponte (“bridge model™) propde-se a
formag8o de um complexo, em que o ido metalico se encontra ligado a varios atomos de
azoto, da mesma cadeia polimérica ou de cadeias diferentes. Um segundo modelo, conhecido
como modelo pendente (“pendant model”) considera que o ido metalico se encontra ligado

aos grupos amino, formando apenas um tipo de complexos com estrutura
[Cu(GlcNH,)(OH),]”* (figura 1.16).

OH OH
e} o]
0
HO HO =
NH,
HO=. *
Cu~_ =

! ~OH

]

1

OH

(A)

(B)

Figura 1.16: Estruturas propostas para os complexos formados entre o ifio cobre (II) ¢ o quitosano. Na figura (A) ¢ a

estrutura proposta para o modelo pendente (“pendant model™) ¢ (B) para o complexo em ponte (“bridge model”).

Com efeito, o grupo amino das unidades monoméricas do quitosano revela grande capacidade
e selectividade na complexagdo de i0es de metais de transi¢do. Ndo obstante, essas
caracteristicas podem ser ainda melhoradas através da ligagdo de grupos funcionais
especificos ao biopolimero. Foram ja realizadas varias modificagdes quimicas do quitosano

. o - (1: . 88, 95105
associadas a estudos de complexacdo com catides metalicos

, 0 que evidencia o
crescente interesse dos investigadores no desenvolvimento de novos derivados do quitosano.
Aproveitando a versatilidade do polimero, os investigadores tém vindo a desenvolver

materiais ainda com maior afinidade e/ou selectividade para metais de transigéo.
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1.7.2-Complexaciio com derivados carboxialquilados

Os derivados N-carboximetilquitosano e N,O-carboximetilquitosano foram ja estudados na
complexagdo com metais de transi¢io. Estes materiais, apresentam a vantagem de serem
soliveis numa gama mais alargada de pH e possuirem um grupo carboxilico capaz de

participar nos complexos formados.

Muzzarelli et al.>* verificaram a capacidade do N-carboximetilquitosano para complexar ides
de metais de transi¢do. O complexo formado ¢ insolivel e, por isso, este derivado pode ser
utilizado no tratamento de aguas residuais ricas em metais pesados. Verificou-se que o
derivado completamente substituido ¢ particularmente apropriado na precipitagdo de metais
de transigdo, ao contrario do derivado menos substituido, que deu origem a precipitados com

uma cinética de deposigdo mais lenta.

Tang er al."" estudaram a complexagio do N,O-carboximetil quitosano com zinco(1I), na qual
verificaram que a complexagdo ocorre preferencialmente nos grupos carbonilo em detrimento
da coordenagdo pelos grupos —OH e —NH,. O complexo formado ¢ insoluvel, o que também

possibilita a sua utilizagdo no tratamento de aguas residuais ricas neste tipo de metal.

Como ja referido, Skorik et al> sintetizaram um novo derivado carboxialquilado do
quitosano, o N-(2-carboxietil)quitosano, sendo este derivado alvo de estudos de complexagdo
com cobre (II) no presente trabalho. Os resultados obtidos sdo apresentados nesta dissertagio,
com o objectivo de contribuir para o conhecimento das potencialidades dos derivados
carboxialquilados e das diferengas existentes entre cada um deles, relativamente a interacgdo

com metais.
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......Capitulo 2.

2- Experimental

Neste capitulo faz-se uma descrigdo dos materiais ¢ equipamentos utilizados, bem como dos
procedimentos adoptados para a realizagio das sinteses e caracterizagdo dos derivados do

quitosano e dos compostos intermediarios derivados dos aminodcidos glicina e fenilalanina.

2.1- Reagentes ¢ Solugdes

Os reagentes utilizados foram de qualidade pro analysi ou equivalente. Sempre que
necessario, foram utilizados solventes secos com filtros moleculares (4 A) da Merck sendo
estes previamente activados por aquecimento numa mufla a 300 °C durante vinte e quatro

horas.

2.1.1- Sintese dos derivados N-(2-carboxietil)quitosano

Na sintese dos derivados N-(2-carboxietil)quitosano, genericamente representados por CEQn
(comn=1a 5), partiu-se de quitosano de baixo peso molecular (150.000 Dalton) da Aldrich,
(ref. 44,886-9, lote 07223CU) com 5,4 mmol de N/g de quitosano (valor obtido por andlise
elementar), acido 3-bromopropanoico a 97% da mesma marca (ref. 10,128-1 e lote 07710PU-

070), e hidrogenocarbonato de sodio da May & Baker Ltd (lote H1318).

As dialises foram realizadas em membranas selectivas tubulares da Medicel International,
com 23,8 mm de espessura ¢ grau de admissdo de peso molecular (molecular weight cut-off)

de 12-14 kDalton, e capacidade para 4,4 mL-cm™".




Experimental

A precipitagdo do produto da mistura reaccional foi realizada por adigdo de etanol da Merck
(ref. 818760) e na sua solubilizag@io para dialise utilizou-se acido cloridrico 37% da mesma
marca (ref. 100317).

2.1.2- Sintese dos derivados dos amino:icidos glicina e fenilalanina

Na sintese do  N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo e do  N-(3-
bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo, partiu-se do acido 3-bromopropandico a 97% da
Merck (ref. 10,128-1, lote 07710PU-070) e do cloreto de glicinato de terc-butilo da Bachem
(ref. E-1980, lote 0551557) ou do cloreto de fenilalaninato de terc-butilo da Bachem
(ref. E-2255, lote 0546004). O solvente escolhido para estas sinteses foi diclorometano da
Carlo Erba (ref. 02902E48, lote 07030501), destilado no laboratorio sobre CaCl, (anidro) por
destilagdo fraccionada. Para a neutralizagdo dos aminoacidos de partida utilizaram-se solugdes

aquosas de carbonato de sodio a 30% da Fluka (ref. 2078388).

Para 0 acompanhamento das reacgdes, recorreu-se a técnica de cromatografia em camada fina
(CCF), que possibilitou também a confirmagio da pureza dos compostos preparados. Para tal,
utilizaram-se placas de aluminio com 0,25 mm de espessura e recobertas com gel de silica 60
F»s4 da Merck (ref. 105562) sensiveis & luz ultravioleta de comprimento de onda de
254 nm. Os cromatogramas de CCF foram revelados por irradiagdo com luz ultravioleta a
254 nm e por pulverizagdo com uma solugdo de dicarboxidina, apds exposi¢do das placas a
atmosfera de cloro em cdmara apropriada para o efeito'”. As manchas reveladas por este
método apresentavam uma coloragdo avermelhada, cuja intensidade dependia da concentragdo

dos compostos que as originaram.

Para a purificagdo dos compostos sintetizados, utilizou-se a técnica de cromatografia de
adsor¢do em coluna. Como fase estacionaria utilizou-se silica 60 A C-C (Chromagel) com
granulometria 35-70 um, pH = 7 e superficie massica 550 m*g" da SDS (ref. 2000044, lote
18650). O sistema de eluentes escolhido, quer para a CCF, quer para a cromatografia em

coluna, foi sempre diclorometano/acetona 20:1 (propor¢do volumétrica).
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Na sintese do N-(3-bromopropanoil)glicina e do N-(3-bromopropanoil)fenilalanina, a
remogdo dos grupos terc-butilicos dos ésteres precursores foi realizada por reacgdo com acido
trifluoracético da Merck (ref n® 808260) e a precipitagdo do produto realizada com éter etilico

também da Merck (ref n® 100921).

2.1.3- Sintese dos derivados peptidicos do quitosano

Na sintese dos derivados peptidicos do quitosano, N-[2-(N’-carboximetil
carbamoil)etil]quitosano, representado por QuitBAlaaGly, e N-{2-[N’~(1-carboxi-2-
fenil)etilcarbamoil]etil} quitosano, representado por QuitpAlaaPhe, utilizou-se quitosano de
baixo peso molecular (150.000 Dalton) da Aldrich, (ref. 44,886-9, lote 07223CU) com 4,2
mmol em residuos GlcNHy/g de quitosano (valor obtido por titulagdo potenciométrica),
hidrogenocarbonato de sodio da May & Baker Ltd, (lote HI318), e N-(3-

bromopropanoil)glicina e N-(3-bromopropanoil)fenilalanina, sintetizados neste trabalho.

Os restantes reagentes ¢ as membranas de dialise utilizadas foram semelhantes aos empregues

nos estudos com os derivados CEQ.

2.1.4- Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

Para o tragado dos espectros de ressonincia magnética nuclear protonica, foram preparadas
amostras de 5 mg'mL" dos derivados CEQ1 a CEQ4, 10 mg'mL™" do quitosano e derivado
CEQ5. 8 15 mg-mL'1 dos derivados peptidicos do quitosano, dissolvidas em acido cloridrico
deuterado (DCI) diluido (1:1 em volume) em agua deuterada (D,O), ou em D,0O com uma
gota de DCI, ambos da Aldrich (ref. 151882 e 543047, respectivamente). Como padrio
interno do desvio quimico foi utilizado o 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sédio

(DSS) da Aldrich (ref. 17,883-7).
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Para o tragado dos espectros de ressondncia magnética protonica ('H-RMN) e de carbono-13
(C-RMN) dos derivados dos aminoacidos glicina e fenilalanina, foram preparadas amostras
de 15 mg:mL’, dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCl;) no caso dos ésteres terc-
butilicos, e em dimetilsulféoxido hexadeuterado (DMSO-ds) no caso dos derivados
N-(3-bromopropanoil)glicina ¢ N-(3-bromopropanoil)fenilalanina. O tetrametilsilano (TMS)

foi utilizado como padréo interno do desvio quimico.

2.1.5- Titulacdes potenciométricas

Para as titulagdes potenciométricas do quitosano e derivados, foi preparada uma solugéio de
hidroxido de potassio da Merck (ref. 109964), segundo o método descrito por Albert ¢
Sergeant'”. Para a precipitagio de carbonatos foi utilizado hidroxido de bario da Merck
(ref. 101735). A coluna para a remogdo do excesso de bario ¢ empacotada com resina
Amberlite IR 120H também da Merck (ref. 115131). Depois de preparada, a solugdo de
hidroxido de potassio, livre de carbonatos, foi padronizada potenciometricamente contra acido
nitrico padrdo 0,1000 mol-L™" da Merck (ref. 109964).

A célula potenciométrica de pH foi calibrada com solugdes tampdo, nomeadamente tampdes
de pH 4,008 e pH 6,865, com forga i6nica ajustada a 0,1 mol'L™ com nitrato de potassio da
Merck (ref. 120.105063). Os padrdes foram preparados com hidrogenoftalato de potassio
(ref. 33325), diidrogenofosfato de potassio (ref. 30407) e hidrogenofosfato de sodio
dodecaidratado (ref. 30427), todos da Riedel-de Haén.

Nos estudos de complexagéo de cobre(ll), foi utilizada uma solugdo padrdo de nitrato de
cobre(IT) 0,1000 mol-L™" da Orion (ref. 942906).
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2.2- Equipamentos

Todas as pesagens foram efectuadas numa balanga digital monoprato da Mettler Toledo AG
245. As medigoes de volumes foram realizadas com pipetas da marca Eppendorf ¢ utilizou-se

material volumétrico comum no laboratorio.

As amostras de produto utilizadas para caracterizagio por 'H-RMN, C-RMN e analise
elementar (AE), foram previamente colocadas a secar num pistdo de vacuo da marca

Gallenkamp.

2.2.1- Sinteses

Os derivados do quitosano foram purificados por didlise e posteriormente secos num

liofilizador da marca B. Braun, modelo Christ Alpha 1-1.

Na sintese dos derivados dos aminoacidos, os solventes foram evaporados sob pressdo
reduzida, utilizando um evaporador rotativo Buchi B-159. Os cromatogramas de CCF foram
revelados por irradiagdo com luz ultravioleta a 254 nm com uma ldimpada UVCN-6 da Vilben

Lourmat.

2.2.2- Espectroscopia de "H-RMN ¢ *C-RMN

Os espectros de 'H-RMN e "“C-RMN foram realizados em Espanha, na Rede de
Infraestruturas de Apoio d Investigacion e ao Desenvolvemento Tecnoldxico (RIAIDT) da

Universidade de Santiago de Compostela e tragados num espectrémetro Bruker AMX 300.
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2.2.3- Analise elementar

A analise elementar (AE) para os derivados CEQ foi encomendada ao Instituto de Tecnologia
Quimica e Bioldgica (ITQB) da Universidade Nova de Lisboa e realizada num analisador
VarioEL

A analise elementar dos derivados peptidicos do quitosano foi realizada em Espanha na Rede
de Infraestruturas de Apoio d Investigacion e ao Desenvolvemento Tecnoloxico (RIAIDT) da

Universidade de Santiago de Compostela, num analisador Carlo Erba, modelo EA 1108.

2.2.4- Titulacdes potenciométricas

Nas titulagdes potenciométricas, com medigdo de pH, utilizou-se um sistema automatico de
titulagdo controlado por computador, constituido por uma bureta automatica da marca Crison,
modelo microBu 2030, equipada com uma seringa com capacidade para 10 mL ¢ um
decimilivoltimetro Crison, modelo micropH 2002. O sistema comportava ainda um vaso de
parede dupla no interior da qual circulava agua a 25,0 = 0,1 °C, proveniente de um banho
termostatizado, um agitador magnético Metrohm E 649 colocado sob o vaso de parede dupla,
um eléctrodo de referéncia (de juncdo dupla Ag/AgCl) da Orion, modelo 90-02, ¢ um

eléctrodo de membrana de vidro da marca Russel, modelo SWL/S7.

2.2.5- Caloria diferencial de varrimento

As anélises por calorimetria diferencial de varrimento (CDV) foram realizadas no Instituto
Superior de Engenharia do Porto (ISEP-IPP), num calorimetro diferencial de varrimento da
marca Netzsch modelo CDV 204, equipado com um controlador TASC 414/3A. O
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equipamento era controlado por computador através do software Netzsch CDV 204

Measurement, versdo 3.4.

2.3- Procedimento Experimental

2.3.1- Sintese dos derivados CEQ

Foram sintetizados cinco derivados seguindo, no essencial, o procedimento desenvolvido por
Skorik ef al.™. Para cada derivado preparado procurou-se, todavia, alterar as proporgdes dos
reagentes quitosano ¢ dcido 3-bromopropandico € o numero de vezes em que se realizou a
adigdo do segundo, contribuindo para complementar o trabalho ja desenvolvido e comprovar a

reprodutibilidade do método de sintese.

Fez-se reagir quitosano (5,00 g, 27,0 mmol de N) e 4cido 3-bromopropandico nas proporg¢des
molares 1:1 para CEQI1, 1:2 para CEQ2, 1:4 para CEQ3, 1:9 para CEQ4 e 1:15 para CEQS,
em agua (350 mL) a 60 °C, em meio alcalino moderado (pH = 8-9) ajustado com
hidrogenocarbonato de sédio. As adigdes de acido 3-bromopropanoico e hidrogenocarbonato
de sodio foram feitas de trés em trés dias durante nove dias nas sinteses CEQ4 e CEQS5,
durante seis dias nas sinteses do CEQ3 e de uma so vez, com um tempo de reac¢do de trés

dias, nas sinteses CEQ1 e CEQ2, como mostra a tabela 2.1.

Em todas as sinteses, teve-se o cuidado de se adicionar apenas um equivalente de base durante
as primeiras cinco horas de reacgio, para prevenir a precipitagdo prematura do quitosano. S
depois deste periodo foi adicionada a quantidade de hidrogenocarbonato necessaria para

elevar o pH para o intervalo pretendido (pH 8-9).

O produto obtido foi precipitado em etanol, filtrado e dissolvido em 4gua (0,03 g de
polimero/mL). Esta solugdo foi acidulada com HCI concentrado até pH 1-2, dialisada contra

agua desionizada durante sete dias e o produto liofilizado.
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Tabela 2.1: Condigdes de reacgdo utilizadas nas sinteses dos derivados CEQ.

Equivalentes de 5
Sintese Tempo/dias ”
Reagente adicionado
CEQ1 1x1 3d
CEQ3 2x2 o 3xad
o - =

a) Razdo molar acido 3-bromopropandico/residuo de D-glucosamina x 1,
2 ou 3 vezes.

b) Nimero de adiges de acido x tempo intercalar de reacgdo da sintese.

2.3.2- Sintese dos derivados dos aminodcidos glicina e fenilalanina

2.3.2.1- Sintese do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo

Nesta sintese, procedeu-se a condensagdo do acido 3-bromopropanodico com o glicinato de
terc-butilo. Antes de iniciada a referida reaccdo, procedeu-se a neutralizagdo do éster
cloroidratado, dissolvendo-o (8,6347 g; 51,507 mmol) numa solugéo de carbonato de sodio a
30% (125 mL). Apds solubilizagdo completa, a solug@o foi submetida a sete extracgdes com
diclorometano (7 x 125 mL), sendo as fases orgdnicas combinadas e secas por adigio de
sulfato de magnésio anidro. A solugfio foi filtrada por gravidade e o solvente evaporado a
pressdo reduzida no evaporador rotativo. O glicinato de terc-butilo foi obtido sob a forma de
um oOleo amarelo claro (4,8414 g; 36,907 mmol), sendo o rendimento da neutralizagdo

de 72%.

Dissolveu-se o produto anterior em diclorometano (200 mL) e a solugdo resultante foi
arrefecida em banho de gelo e agitada magneticamente enquanto se adicionou acido
3-bromopropanoico (5,6478 g; 36,907 mmol). Seguidamente, e de forma lenta, adicionou-se a
diisopropilcarbodiimida (DIC) com um excesso de cerca 10% relativamente a quantidade

estequiométrica (6,29 mL; 40,6 mmol). Apos terminada a adigéo da carbodiimida, deixou-se a
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mistura a reagir a temperatura ambiente, monitorizando o progresso da reac¢do por CCF.
Passadas vinte e quatro horas apos o inicio da reacgédo, adicionou-se mais um equivalente de
DIC (5,72 mL, 36,9 mmol), também com adigdo lenta € com a mistura reaccional previamente
arrefecida em banho de gelo. Deixou-se a mistura sob agitagdo magnética e a temperatura
ambiente durante mais trés dias. Os cromatogramas de CCF evidenciaram a presenga de
quatro manchas com os seguintes valores de Ry 0,01 (glicinato de terc-butilo), 0,10

(diisopropilureia), 0,45 (produto principal) e 0,81 (DIC).

A mistura reaccional foi filtrada a pressdo reduzida para remog¢do do precipitado branco
formado, correspondente a diisopropilureia (DIU). O filtrado foi levado a secura no
evaporador rotativo, obtendo-se um o6leo amarelo escuro, que depois de solubilizado num
volume minimo de acetona, foi armazenado a 0 °C durante doze horas. Ao fim deste periodo,
e tendo sido verificada a formagdo de mais precipitado (DIU), procedeu-se a uma nova
filtragdo. O filtrado, depois de evaporado, resultou novamente num 6leo amarelo escuro que,
por CCF, revelou a presenga das mesmas manchas observadas durante o processo de sintese,

sendo a mancha de Ry= 0,10, referente a DIU, de muito fraca intensidade.

Submeteu-se esta mistura a uma separagdo cromatografica em coluna acompanhada por CCF,
usando como eluente diclorometano/acetona (20:1 V/V). Por evapora¢do das fracgdes que
continham o produto principal cromatograficamente homogéneo, obteve-se o N-(3-
bromopropanoil)glicinato de terc-butilo (6,9505 g; 26,117 mmol; n 71% ), que se apresentou
sob a forma de um dleo incolor. (8y/ppm; CDCl3; 300 MHz): 1,46 (s, 9H, -COO(CHj3)s),
2,81 (t, 2H, J=6,67 Hz, BrCH,CH,CO-), 3,62 (t, 2H, J=6,67 Hz, BrCH,CH,CO-), 3,95 (d,
2H, J=4,97 Hz, -CONHCH,CO-), 6,19 (m, 1H, -CONHCH,-); (8¢/ppm; CDCl3; 75 MHz):
27,35 (BrCH;-), 28,46 (—-COOC(CHs);), 39,80 (BrCH,CH,CO-), 42,55 (-NHCH,CO-),
82,96 (—-COOC(CHj)3), 169,32 ¢ 170,01 (-(CONHCH,CO-).
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2.3.2.2- Sintese do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo

Neste caso, procedeu-se a condensagdo do acido 3-bromopropanoico com o fenilalaninato de

terc-butilo.

O cloreto de fenilalaninato de terc-butilo foi submetido a neutralizagdo prévia, dissolvendo-se
(8,6831 g, 33,687 mmol) numa solugéo aquosa de carbonato de sodio 30% (125 mL). Apos
solubilizagdo completa, a solugdo foi submetida a cinco extracgdes com diclorometano (5 x
125 mL), sendo as fases organicas combinadas e secas por adigdo de sulfato de magnésio
anidro. A solugfo foi submetida a filtragdo por gravidade e o filtrado evaporado sob pressdo
reduzida. O fenilalaninato de terc-butilo foi obtido sob a forma de um 6leo amarelo escuro

(6,5367 g; 29,538 mmol). O rendimento da neutralizagdo foi de 87%.

O 6leo obtido foi dissolvido em diclorometano (200 mL) e a solugdo resultante arrefecida em
banho de gelo. Sob agitagdo magnética, adicionou-se o acido 3-bromopropanoico (4,5187 g,
29,538 mmol) e, muito lentamente, a dicicloexilcarbodiimida (DCC) com um excesso de
10% relativamente a quantidade estequiométrica (4,1996 g). Apds terminada a adigdo da
DCC, deixou-se a mistura a reagir a temperatura ambiente, monitorizando a evolugdo da
reacgdo por CCF. Passadas vinte e quatro horas apos o inicio da reacgdo, adicionou-se mais
um equivalente de DCC (3,8178 g), também com adigdo lenta e com a mistura reaccional
previamente arrefecida em banho de gelo. Deixou-se a mistura sob agitagdo magnética ¢ a

temperatura ambiente durante mais trés dias.

A mistura reaccional foi submetida a filtragdo sob pressdo reduzida para remogdo do
precipitado branco formado, correspondente a dicicloexilureia (DCU). O filtrado foi levado a
secura no evaporador rotativo, obtendo-se um oleo amarelo escuro, que foi de seguida
solubilizado num volume minimo de acetona e armazenado a 0 °C durante doze horas. Ao fim
deste periodo, ¢ tendo sido verificada a formagdo de mais precipitado (DCU), voltou-se a
filtrar a mistura. O filtrado, depois de evaporado, resultou novamente num o6leo amarelo
escuro que, por CCF, revelou a presenga de seis manchas com os seguintes valores de R
0,025 (fenilalaninato de terc-butilo), 0,15 (DCC), 0,39 (produto secundario), 0,51 (produto
principal), 0,64 (produto secundario), 0,72 (DCU). As manchas referentes a DCU e aos dois

produtos secundarios eram pouco intensas.
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Submeteu-se esta mistura a uma separagdo cromatografica em coluna acompanhada por CCF,
usando como eluente diclorometano/acetona (20:1 V/V). Por evaporacdo das fracgdes que
continham o produto principal homogéneo, obteve-se 0 N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato
de terc-butilo (8,1895 g; 22,989 mmol; n 78% ), que se apresentou como um o6leo incolor.
(du/ppm; CDCl;; 300 MHz): 1,45 (s, 9H, —COO(CHy)s), 2,80 (m, 2H, BrCH,CH,CO-), 3,14
(d, 2H, J=5,95 Hz; -CH(CH,Ph)), 3,63 (m, 2H, BrCH,CH,CO-), 4,82 (dd, 1H, J=598 Hz ¢
7,54 Hz, -NHCH-), 6,19 (d, 1H, J=7,30 Hz; -CONHCH-), 7,26 (m, 5H, ~C¢Hs); (8c/ppm,;
CDCl;; 75 MHz): 26,9 (BrCH;-), 27,9 (-COOC(CHs)s), 38,0 (—CH(CH,Ph)), 39,5
(BrCH,CH,CO-), 53,6 (-NHCH-), 82,5 (-COOC(CHs)s), 126,9; 128,3; 129,5; 1359
(—C¢Hs), 169,9 e 170,5 (-CONH- e —COO-).

2.3.2.3- Remocio dos grupos terc-butilo por acidélise com dcido

trifluoracético anidro.

Nesta sintese procedeu-se a remogdo do grupo terc-butilo dos ésteres
N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo e N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-

butilo.

Fez-se reagir o N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo (6,9402 g, 26,078 mmol) ou
N-(3-bromopropanoil )fenilalaninato de terc-butilo (7,9968 g, 22,447 mmol), com um excesso
de acido trifluoracético (TFA) anidro (8,0 mL) durante vinte e quatro horas, a temperatura
ambiente e sob agitagio magnética. Apos este periodo, adicionou-se éter etilico & solugdo,
tendo-se verificado a formagéo de um precipitado branco nos dois casos. As misturas foram
filtradas a pressdo reduzida, e os solidos resultantes foram secos em exsicador de vacuo e
posteriormente identificados como sendo 0s compostos esperados:
N-(3-bromopropanoil)glicina (4,6935 g, 22347 mmol, pf 135-137 °C; n 86%) e
N-(3-bromopropanoil)fenilalanina (5,2595 g, 17,523 mmol; p.f. 127-130 °C; n 78%).
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N-(3-bromopropanoil)glicina: (8yg/ppm; DMSO-ds; 300 MHz): 2,76 (t, 2H, J=6,48 Hz,
BrCH,CH,CO-), 3,63 (t, 2H, J=6,49 Hz, BrCH,CH,CO-), 3,77 (d, 2H, J=5,79 Hz,
~NHCH,COOH), 833 (m, 1H, -NHCH,COOH-); (8¢/ppm; DMSO-d¢; 75 MHz): 29,0
(BrCH;-), 38,1 (BrCH,CH,-), 40,5 (-NHCH>-), 169,4 ¢ 171,0 (<CONHCH,COOH).

N-(3-bromopropanoil )fenilalanina: (8g/ppm; DMSO-ds; 300 MHz): 2,70 (td, 2H, J=5,8 Hz,
6,6 Hz e 13 Hz; BrCH,CH,CO-), 2,87 (dd, 1H, J=4,9Hz e 13,5 Hz, -CH(CH_Ph)) ¢ 3,05 (dd,
1H, J=48Hz e 13,7 Hz, -CH(CH,Ph)), 3,53 (td, 2H, J=5,4Hz, 6,4 Hz e 12,9 Hz;
BrCH,CH,CO-), 4,45 (td, 1H, J=5,0 Hz, 5,1 Hz ¢ 7,9 Hz, -NHCH-), 7,23 (m, 5H, —C¢Hs),
8,35 (d, 1H, J=7,9 Hz, -NHCH-); (8¢/ppm; DMSO-ds; 75 MHz): 28,9 (BrCH,-); 36,8
(~CH(CH,Ph)); 38,0 (BrCH,CH,-); 53,4 (-CH(CH,Ph)); 126,3; 128,1; 129,0 ¢ 1374
(—CgHs); 169,0 e 172,7 (-CONH- ¢ ~-COOH).

2.3.3- Sintese dos derivados peptidicos do quitosano

2.3.3.1- Sintese do QuitBAlaaGly

Dissolveu-se quitosano (0,1435 g, 0,6027 mmol GlcNH;) e N-(3-bromopropanoil)glicina
(0,2345 g, 1,202 mmol) em &4gua (10 mL). Apds solubilizagdo completa dos reagentes,
adicionou-se um equivalente de hidrogenocarbonato de sodio ¢ verificou-se o pH da mistura
(pH 5-6). A mistura resultante ficou sob agitagdo magnética em banho termostatizado a 60 °C
durante uma hora para solubilizagdo da base. Apos este periodo, realizou-se uma nova adigio
de meio equivalente de NaHCO;, verificou-se o pH da mistura reaccional (pH 6-7) e deixou-
se esta em agitagdo no banho a 60 °C durante mais vinte e trés horas. Passado esse periodo, o
pH da mistura reaccional baixou novamente (pH 5-6), sendo corrigido com adigdo de meio
equivalente de base (pH 6-7). Estas adi¢bes foram realizadas diariamente durante seis dias, ao
fim dos quais ja ndo se observava altera¢do significativa do pH da solugéo. Adicionou-se,

entdo, mais um  equivalente de base, observando-se a subida de
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pH (8-9). A mistura ficou em reac¢do por mais vinte e quatro horas, antes de ser dada por

concluida a reacgéo (perfazendo um total de oito dias de reacgdo).

O produto foi precipitado em etanol, filtrado e dissolvido na quantidade minima de dgua. A
solugdo resultante foi acidulada com HCI concentrado até¢ pH 1-2, dialisada contra agua

desionizada durante sete dias. A solugdo dialisada foi liofilizada, obtendo-se o QuitfAlaaGly.

2.3.3.2- Sintese do QuitpAlacPhe

Dissolveu-se N-(3-bromopropanoil)fenilalanina (0,4062 g, 1,353 mmol) e quitosano
(0,1607 g, 0,6749 mmol GlcNH,) numa mistura d4gua/metanol 1:1 em volume (10 mL). Apos
solubilizagdo completa dos reagentes, adicionou-se um equivalente de NaHCO; e verificou-se
o pH da mistura (pH 5-6). A mistura resultante ficou sob agitagdo magnética em banho
termostatizado a 60 °C durante uma hora para solubilizagdo da base. Apos este periodo,
realizou-se uma nova adigdo de meio equivalente de NaHCOs, e deixou-se a mistura em
agitacdo no banho a 60 °C durante mais vinte e trés horas. Passado esse periodo, o pH da
mistura reaccional baixou novamente (pH 4-5), sendo corrigido com adigdo de meio
equivalente de NaHCO; (pH 5-6). Estas adi¢des foram realizadas de dois em dois dias até ao
décimo dia de reac¢do. Nao havendo ocorrido alteragdo do pH passados quatro dias (décimo

quarto dia de reac¢do), foi concluida a reacgéo.

O produto foi precipitado em etanol, filtrado e dissolvido na quantidade minima de agua. A
solugdo resultante foi acidulada com HCI concentrado até pH 1-2, dialisada contra agua

desionizada durante sete dias. A solugdo dialisada foi liofilizada obtendo-se o QuitBAlacPhe.
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2.3.4- Titulagcdes potenciométricas

2.3.4.1- Preparacio da solucio de hidroxido de potassio isenta de

carbonatos

A preparagdo da solugdo de hidroxido de potassio para as titulagdes potenciométricas foi
realizada segundo o procedimento seguido por Albert e Serjeant'™. Preparou-se uma solugdo
mista de hidroxido de potassio 9 gL e hidréxido de bario 2 gL' para promover a
precipitacdo do carbonato sob a forma de carbonato de bario. Esta solugédo fo1 agitada numa
garrafa plastica, selada com uma tampa, através da qual foi adaptada uma entrada para azoto
de modo a manter uma atmosfera livre de CO, ¢ um tubo de escoamento adaptado com uma
torneira. Depois da agitagdo, a garrafa € invertida e deixada em repouso até precipitagdo
completa do carbonato de bario. Posteriormente, a garrafa ¢ ligada a uma coluna de PVC
contendo resina Amberlite IR 120H, previamente tratada com acido cloridrico e cloreto de
potassio. Através da abertura da torneira, a solugdo ¢ passada pela resina, para a remogdo do
excesso de bario da solugio, sempre numa atmosfera inerte. Depois de rejeitados os primeiros
100 mL, o hidroxido de potassio ¢ recolhido numa garrafa plastica saturada com N,, vedada
com tampa e ligada a saida da coluna através de um tubo. Depois de completamente cheia

com a base, é ligada através da mesma tampa a bureta de modo a preservar a atmosfera livre
de COZ

2.3.4.2- Titulacdes potenciométricas

Foram preparadas solugbes de aproximadamente 2 g'L”" dos derivados CEQ, 0,4 gL do
derivado QuitpAlaaGly e 0,7 g'L"' do derivado QuitBAlacPhe, dissolvendo uma certa massa
de cada um dos polimeros num excesso conhecido de acido nitrico 0,1000 mol-L™', igual para
todas as titulagdes e necessario para promover uma completa protonagio dos derivados. Apos
solubilizagdo, adicionou-se uma quantidade necessaria de nitrato de potassio € completou-se o

volume até 25 mL com agua desionizada de modo a ajustar a forga idnica da solugdo para




W L

0,1 mol-L" em KNO;. Essas solugdes foram tituladas com uma solugdo de KOH 0,1 mol-L"!

previamente preparada € padronizada, sob atmosfera de azoto a 25,0 + 0,1 °C.

Antes da realizagdo das titulagdes, o sistema potenciométrico foi calibrado com solugdes

tampdo de pH=4,008 e pH=6,865, segundo o método descrito por Vasconcelos e Machado'”.

Para os estudos de complexagdo com cobre (II), foram realizadas titulagdes acido-base de
solugdes acidas dos derivados CEQ1, CEQ3, CEQ4, QuitpAlaaGly e QuitpAlacPhe com
cobre (II), utilizando diferentes razdes molares Cu(Il)/derivado, compreendidas entre 0 ¢ 2.

Apds a obtengdo dos resultados experimentais, estes foram sujeitos a tratamento
computacional de modo a ser possivel obter os valores das constantes de protonagdo e
complexa¢do com cobre (II). Estes calculos foram realizados através do programa
HYPERQUAD"" ™ que utiliza métodos de regressdo ndo linear para efectuar a minimizagéo
da soma do quadrado dos residuos > ®;.(Ecac — Ecxp)z, em que B € Eeyp 580, respectivamente,
a forga electromotriz calculada e a experimental, ¢ ®; ¢ o peso associado a cada um dos

pontos experimentais. Este programa determinou também a variincia associada a cada um dos
. : r ~ ~ 2 7 ik i

pontos experimentais através da equagio o = o +(dE/dV) x o} em que o’ ¢ a varidncia

da medigdo, o} e o, sdo as varidncias estimadas das leituras de potencial e de volume, ¢ a

variavel (dl/dV) representa o declive da curva de titulagdo, que permite atribuir um peso

diferente a cada ponto experimental.

Os valores das constantes de equilibrio obtidos com este programa foram sempre
acompanhados de dois pardmetros estatisticos, y° (qui quadrado) baseado nos residuos
calculados e ¢ (desvio padrdo do ensaio), os quais dependiam do namero de pontos

experimentais utilizados e do nimero de pardmetros a optimizar.

2.3.5- Calorimetria diferencial de varrimento

Massas rigorosas dos derivados CEQ foram colocadas em capsulas de aluminio apropriadas

(da Netzsch) e seladas. As condigdes experimentais consistiram no aquecimento da amostra

AT =



Experimental

em atmosfera de azoto (20 mL-min") desde a temperatura ambiente até 500 °C com um

gradiente de 10 °C-min”",
A calibragdo do sistema (temperatura e sensibilidade) foi efectuada de acordo com um
procedimento sugerido pela Netzsch, que consiste na utilizagdo de um conjunto de seis

padrdes (merctrio, indio, estanho, bismuto, zinco e cloreto de césio).

Os resultados analiticos foram tratados no programa TA Analysis versdo 3.4, também da

Netzsch.
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3.1- Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

No presente estudo, procedeu-se a sintese dos derivados N-(2-carboxietil)quitosano,
utilizando diferentes proporgdes acido 3-bromopropandico/quitosano e diferentes tempos de
reac¢do. Este procedimento teve como objectivo complementar um trabalho de sintese
recentemente realizado™, e visava a obtengdo de derivados com diferentes graus de

substituigdo.

Nos estudos anteriormente realizados, foi verificado que o aumento da propor¢do acido
3-bromopropanoico/quitosano favorece a obtengdo de derivados mais substituidos. Verificou-
se também que, independentemente da proporgéo utilizada, a velocidade da carboxialquilagdo
diminui consideravelmente a partir do segundo dia de reacgdo. Este comportamento ¢
resultante da competi¢do entre a reacgdo de substituigdo nucledfila que produz os derivados
CEQ, e a reac¢do de eliminagédo sofrida pelo acido 3-bromopropanoico dando origem a acido
acrilico. Tendo em conta estas observagdes, neste trabalho foram sintetizados derivados
N-(2-carboxietil)quitosano com diferentes graus de substituigdo, recorrendo a adigbes de
equivalentes de acido 3-bromopropanoico de trés em trés dias, com um tempo de reacgdo

maximo de nove dias.

As condigdes utilizadas na sintese dos derivados CEQ podem ser resumidas no esquema

apresentado na figura 3.1.
N

OH H H OH OH
gr—~—COOH o 0
Q 0 o7 ho o Ho o
HO © e NHAc NH; NH
NHAG NH, NaHCO, T =60°C ; i é A < > :

n m NaOOC NaOOC”™ "COONa

Figura 3.1: Reacgdo de N-carboxialquilagdo do quitosano pelo acido 3-bromopropanodico.

-52.



......Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

3.1.1- Caracterizacio dos derivados

A estrutura quimica dos polimeros sintetizados foi determinada por espectroscopia de
ressondncia magnética protonica ('H-RMN). Os derivados CEQ foram ainda
quantitativamente caracterizados em termos de grau de substituigdo (GS) e grau de acetilagdo
(GA). O GS da-nos o valor da extensdo da introdugdo de grupos carboxietilo nas unidades
monomeéricas de D-glucosamina, sendo calculado através da utilizagdo das técnicas de
'H-RMN, AE ¢ potenciometria com eléctrodo selectivo ao protdo (PESH). O GA foi
calculado a partir dos espectros de 'H-RMN e representa a fracgdo de grupos acetilo nas
unidades monoméricas dos derivados, provenientes da incompleta desacetilagdo do quitosano.
Foi ainda realizado um estudo térmico preliminar dos derivados CEQ utilizando a técnica de

calorimetria diferencial de varrimento (CDV).

3.1.1.1- Espectroscopia de '"H-RMN

Os espectros de 'H-RMN do quitosano utilizado nas sinteses e dos derivados CEQ
sintetizados sdo interpretados segundo a estrutura quimica das unidades monoméricas dos

derivados, esquematizadas na figura 3.2, e sdo apresentados nas figuras 3.3 a 3.8.

R =-H e /ou -CH,CH,COOH H,C——C

\\O

Figura 3.2: Esquema geral de uma unidade monomérica dos derivados N-(2-carboxictil)quitosano, com o respectivo sistema
de numeragdo dos atomos de hidrogénio. Na figura, R podera tratar-se de um atomo de H efou um grupo carboxietilo
(-CH,CH,COOH), dependendo do GS do derivado.
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Figura 3.3: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do quitosano em DCl 1% em D,0. (8/ppm): 2,05 (s, 0,34H, —CH; de
GlecNHAc); 3,22 (m, 1,01H, H-2 de GlcNH,); 3.47 — 4,06 (m, = 5.61H, H-2 de GlcNHAc ¢ H-3, 4, 5, 6a ¢ 6b de GlcNH, ¢
GlcNHACc); 4,62 (m; = 0,12H; H-1 de GlcNHAc), 4,90 (d, 1,00H, H-1 do GlcNH,)

I T ‘ T 1 ‘ T T T ‘ I T T T ‘ T T

kkwvdWM;J t"\\ \JVMN
T ‘ T T T T l T T 71 T ‘ T
5.00 450 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00
ppm
Figura 3.4: Espectro de "TH-RMN (300 MHz) do CEQ1 em D,0:DCl=1:1 (8/ppm): 2,11 (s, 0,32H, —CH; de GleNHAc); 2,97
(m, -CH,CH,COOH de GlcNHR, sobreposigio com sinais dos protdes da referéncia DSS utilizada); 3,20 — 3,45 (m, 0,97H,

H-2 de GlcNH; e H-2 de GleNHR); 3,46 — 4,30 (m, 6,05H, H-3, 4. 5, 6a, 6b, -NCH,~ de GIcNHR, H-2 de GlcNHACc),
5,00 (d, 0,73H, H-1 do GleNH,), 5,13 (d, 0,27H, H-1 de GlcNHR).
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... Derivados N-(2-carboxietil)quitosano
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| Figura 3.5: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do CEQ2 em D,0:DCI=1:1 (8/ppm): 2,13 (s, 0,32H, —CH; de GleNHAc); 2,97
(m, -CH,CH,COOH de GlcNHR sobreposigdo com sinais dos protoes da referéncia DSS); 3,20 — 3,48 (m, 0,96H, H-2 de
GlcNH; ¢ H-2 de GIcNHR); 3,48 — 4,30 (m, 6,14H, H-3, 4, 5, 6a, 6b, -NCH,~ de GlcNHR, H-2 de GlcNHAc), 5,03 (d,

0,57H, H-1 do GleNHy), 5,15 (d, 0,43H, H-1 de GIcNHR).
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‘ Figura 3.6: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do CEQ3 em D,0:DCl=1:1 (8/ppm): 2,13 (s, 0,32H, -CH; de GlcNHAc); 2,96

| (m, —-CH,CH,COOH de GlcNHR sobreposigio com sinais dos protdes da referéncia DSS); 3,26 — 3,48 (m, 1,02H, H-2 de
GIcNH, e H-2 de GIcNHR); 3,51 — 4,24 (m, 6,87H, H-3, 4, 5, 6a, 6b, -NCH,~ de GIcNHR, H-2 de GlcNHAc), 5,02 (d,

0,44H, H-1 do GlcNHy,), 5,15 (d, 0,56H, H-1 de GlcNHR).
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Figura 3.7: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do CEQ4 em D,0:DCI=1:1 (8/ppm): 2,13 (s, 0,32H, -CH; de GlcNHAc); 2,97
(m, —-CH,CH,COOH de GlcNHR, sobreposigdo com sinais dos protdes da referéncia DSS); 3,11 (d, 0,16H; -CH,CH,COOH
de GlecNRy); 3,24 — 3,46 (m, 1,01H, H-2 de GlcNH,, GIcNHR e GlcNR,); 3,49 — 4,25 (m, 7,10H, H-3, 4, 5, 6a, 6b, -NCH,—
de GleNHR e GleNR,, H-2 de GleNHAc), 5,02 (d, 0,21H, H-1 de GlcNH;), 5,15 (d, 0,73H, H-1 de GleNHR); 5.33 (m,
0,06H, H-1 de GlcNR,).
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Figura 3.8: Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do CEQ5 em D,O:DCI=1:1 (8/ppm): 2.37-245 (m, 0,32H, —-CH; de

GleNHAc); 2,99 (m, = 1,27H, -CH,CH,COOH de GIcNHR); 3.14 (m, = 0,35H, -CH,CH,COOH de GlcNR,); 3.24 — 4,50
(m, 7,96H, H-2, 3, 4, 5, 6a, 6b, -NCH,— de GlcNHR e GIcNR;), 4,78 (m, 0,11H, H-1 do GleNHAc), 5,00 (m, = 0,18H, H-1
de GlecNH,); 5,14 (m, = 0,64H, H-1 de GIcNHR); 5,34 (m, = 0,18H, H-1 de GlcNR,).
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Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

A partir da analise dos espectros de 'H-RMN dos derivados CEQ1 a CEQ3, observa-se a
existéncia de dois dupletos correspondentes ao protdo ligado ao carbono 1, H-1, com
d = 5,00 ppm e & = 5,13 ppm no caso do CEQI, os quais resultam da presenga de duas
unidades monoméricas distintas no polimero, nomeadamente GIcNH, e GlcNHR
(R=-CH,CH,COOH). No caso do derivado CEQS5, observa-se a presenga de um terceiro sinal
com & = 5,34 ppm, que corresponde a ressondncia do protdo H-1 de uma unidade monomeérica
dissubstituida GIcNR;. Este sinal, embora pouco intenso, ¢ ja detectavel a & = 5,33 ppm para
o derivado CEQ4. A presenga de unidades GIcNR; neste derivado pode ainda ser confirmada
pelo sinal a &= 3,11 ppm, que ¢ devido a protdes —CH,CH,COOH numa unidade

monomeérica dissubstituida.

O sinal correspondente aos protdes ~CH,CH,COOH pode ser observado a 6 = 3,00 ppm para
todos os derivados. Todavia, nos espectros dos derivados CEQI a CEQ4, este sinal
encontra-se sobreposto com um dos sinais caracteristicos do 2,2-dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato de sédio (DSS), padrdo interno utilizado nas analises. Alids, nos mesmos espectros,
foram também observados os restantes sinais caracteristicos dos grupos ~-CH,- do DSS a
8 =0,6-0,7 ppm, & =1,5-1,7 ppm e & =2,7-3,0 ppm''2. O aparecimento destes sinais deveu-
se a utilizagdo de quantidade excessiva de padrdo interno, relativamente a amostra. Para o
derivado CEQS5, foi optimizada a quantidade de DSS e aumentada a concentra¢do do
polimero, o que acabou por produzir espectros menos definidos devido ao aumento da

viscosidade da solug@o.

Apesar dos problemas apontados relativamente a resolugdo dos espectros de 'H-RMN, foi
possivel determinar a estrutura dos derivados sintetizados. De um modo geral, os espectros
obtidos encontram-se semelhantes aos anteriormente descritos na literatura®, o que confirmou
a reprodutibilidade do método de sintese, no que diz respeito a regiosselectividade da

carboxialquilagdo do quitosano nas condigdes experimentais utilizadas.

Os integrais dos sinais dos espectros de 'H-RMN foram calculados considerando como
padrdo os integrais dos sinais de ressonancia dos protdes H-1 [I(H-1)] de unidades GIcNH; e
GleNHR. O valor do GA foi determinado a partir do integral relativo do sinal de ressondncia
dos protdes do grupo metilo [I(—-CH;)] das unidades GlcNHAc'™. Para este célculo foi

utilizada a equag@o (3.1):

. G



e = s s =

I(_(1H% )GICNHAC

3
7 — @3.1)
I(_CH;)G[LNHAC i I(H - 1) GleNH , e GleNHR

Apds o calculo do GA, e utilizando os valores dos integrais dos protdes H-1 das unidades
GlcNH;, GleNHR e GIeNR,, foi possivel calcular o valor dos coeficientes », x, y e z de acordo
com o esquema da figura 3.1. Estes coeficientes correspondem as fracgdes das unidades
GlecNHAc, GIcNH,, GIcNHR e GIcNR,, respectivamente. Assim sendo, o GA pode ser obtido
a partir da equagdo:

Ga=—" (3.2)
n+x+y+z

Para o calculo do GS foi utilizada a equagio:

4z

GS = (3.3)

x+y+z

Os valores obtidos para o0 GS ¢ GA para todos os derivados CEQ encontram-se compilados na
tabela 3.1.

Como se pode observar, nio houve alteragdo do GA dos polimeros durante a reacgdo
(GA = 0,10). Com efeito, ndo seria de esperar que o meio alcalino moderado utilizado nas

reac¢Oes de sintese promovesse a desacetilagdo do polimero.
Observou-se também que o GS aumentou com a crescente proporgdo acido

3-bromopropanoico/quitosano. De facto, a adigio do 4cido foi também um factor

preponderante na eficacia da reac¢iio de substitui¢do, logo, no GS resultante.
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3.1.1.2- Analise elementar

A analise elementar foi utilizada neste trabalho como um método adicional de determinagdo
do GS dos derivados CEQ. O calculo foi realizado a partir dos resultados experimentais das

percentagens de carbono e azoto das amostras, utilizando a seguinte equagio:

A
C/IN (3.4)

GS =
3x My, x (1= GA)

em que Acn representa a diferenca entre as razdes das percentagens de carbono e azoto

obtidas para cada derivados CEQ) e para o quitosano,

W _[%CY _(%C 5
“NAwN), %N '

QUITOSANO

e Mg representa a razdo entre as massas molares do carbono e do azoto. Nesta expressdo
(3.4) foi utilizado o valor de 0,10 para o GA, obtido a partir dos resultados da analise
por 'H-RMN.

Na tabela 3.1 sdo apresentados os resultados obtidos por AE para o quitosano e derivados
CEQ sintetizados. Verifica-se uma boa concordancia entre estes valores e os obtidos a partir

dos sinais dos espectros de 'H-RMN.

3.1.1.3- Propriedades acido-base

As propriedades acido-base dos derivados CEQ sintetizados sdo controladas pelos grupos
amino e carboxilico, que conferem a estes polimeros propriedades anfiproticas. Em solugéo

aquosa devem ser considerados os dois equilibrios seguintes:

“NR, + H;0' === NHR, +H,0 K¥ (3:6)

(com R = -H e/ou -CH,CH,COOH)

~CO0 +H;0 === _COOH+H,0 K 3.7
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Devido ao seu caracter zwitterionico, estes derivados sdo soliiveis em meio muito acido ou
muito alcalino, precipitando a um determinado pH correspondente ao seu ponto isoeléctrico, o
qual vai depender do GS. Este comportamento torna-se mais evidente para os derivados com

GS proximo de 1.

Para estudar o comportamento acido-base dos derivados sintetizados, efectuaram-se titulagdes
potenciométricas com eléctrodo selectivo ao catidio H'. As curvas de titulagdo (pH vs grau de
neutralizagdo) para estes derivados e para o quitosano sdo apresentadas na figura 3.9. O grau

de neutralizagdo ¢ definido como:

MO ) =n(H" )
n(H+derGS )

(3.8)

em que n(OH ;)¢ o n° de moles de base (titulante) adicionado, n(# ", )¢ o n° de moles de
acido (HNO;) previamente adicionado na preparagdo da amostra e n(H" ,, ;_, )€ o nimero de

moles de grupos &cidos presentes no polimero, considerando-o monossubstituido. Os

resultados obtidos sdo apresentados na tabela 3.1.

2 -ttt e e o o B e

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Figura 3.9: Curvas de titulagiio (pH vs grau de neutralizagio) do quitosano e derivados CEQ, com uma quantidade equimolar
de HNO; 0,1000 mol-L™ a 25 °C e forga idnica ajustada a 0,1 mol-L” em KNOs. (1)- Quitosano; (2)- CEQI; (3)- CEQ2,
(4)- CEQ3, (5)- CEQ4 ¢ (6)- CEQ5.
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.......Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

Os resultados obtidos a partir das titulagdes potenciométricas foram também utilizados no
calculo do GS dos derivados CEQ. Neste caso, o GS ¢ calculado a partir da razdo entre a
quantidade de base gasta para neutralizar todos os protdes dos derivados CEQ e a quantidade
de base gasta para neutralizar apenas os protdes dos grupos amonio. Os resultados obtidos sdo

apresentados na tabela 3.1.

No caso dos denivados CEQ1 e CEQ?2, o calculo do GS produziu resultados muito superiores
aos obtidos pelos outros métodos de analise, devido a presenga de acido cloridrico residual

nos polimeros que ndo foi removido durante a dialise.

As constantes de protonagdo do quitosano e dos derivados CEQ foram calculadas utilizando o

programa HYPERQUAD. Na tabela 3.1 sdo apresentados os resultados obtidos a partir das

curvas de titulagdo. No caso do quitosano, o valor obtido para log K foi de 6,40 + 0,01 que

se encontra em boa concordancia com os valores encontrados na literatura'".
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Tabela 3.1: Pardmetros determinados para a caracterizagdo dos derivados CEQ sintetizados.
Proporcio "H-RMN PESH AE PESH
Polimero dos Tempo/dias [ A
” x® | pP | z®  GS? | GS? | GS? | C/% | H/% | N/% | logK® | logk{®
reagentes n®
Quitosano 0,10 | 09 | o0 0 - 4153 | 7,46 7.65 | 6,40+ 0,01
CEQ1 1 3 0,10 | 0,66 | 024 | 0 | 0,27 D 0,26 | 39,46 7,25 6,54 | 6,80+0,01 | 2,85%0,02
CEQ2 1 equivx2® 3diasx2 | 0,10 | 051 [ 039 | 0 | 043 b 042 | 3925 7,61 6,13 | 6,98+0,01 | 3,17+0,01
CEQ3 2 equivx 29 3diasx2 | 0.10 | 040 | 0,50 | O | 0,56 | 058 | 0,58 | 41,74 | 7.48 6,17 | 6,88+0,02 | 3,26+0,01
CEQ4 3 equivx3? 3 dias x 3 0,10 | 0,19 | 0,66 [005| 0,84 | 091 | 0,8 | 43,01 5,76 712 | 714001 | 3,44+0,02
CEQ5 5 equivx 3? 3 dias x 3 0,10 | 0,16 | 0,58 | 0,16 | 1,00 1,00 | 098 | 3981 6,86 517 | 7,54+001 | 4,02+0,01

2)
b)
B

€)
)

razdo acido 3-bromopropanoico/quitosano

ver reacgio de N-carboxialquilagdo figura 3.1.

o grau de substituigdo (GS) foi calculado por unidade de residuos D-glucosamina do quitosano
9 T25°C,1=0,1 MKNO;

nimero de vezes em que foram feitas as adigGes

a amostra continha HCI que néo foi totalmente removida por dialise
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Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

Analisando os valores de logK|" e logK. obtidos para os derivados CEQ, ¢ possivel

observar que existe uma correlagéo entre os valores de log K" e 0 GS do polimero (tabela 3.1,

figura 3.10).

7.8 I
logK," = 0,978-GS + 6,45 *
74 - r=095
i ]
e 7,0 -
o 1
66 +
*
6.2 y ; : iy T T
0,0 0,2 04 06 0,8 1,0
GS
Figura 3.10: Relagdo entre GS dos derivados CEQ ¢ log KIH (25°C,1=0,1M KNO;y).

Embora a presenga de grupos carboxilicos possa contribuir, por efeito indutivo negativo, para
uma ligeira diminui¢do do caracter basico dos grupos amino, outros factores, que neste caso
demonstram ser de maior importincia, provocam justamente o efeito contrario. Estes factores
poderdo ser efeitos estéricos, estabelecimento de pontes de hidrogénio™, e efeito indutivo
positivo produzido pelos grupos —CH,— do substituinte que, ao estarem mais proximos do
atomo de azoto, aumentam a densidade electronica junto deste, estabilizando o catidio amdnio

formado.

Pode-se fazer uma comparagdo adicional entre o derivado CEQ5 e um derivado semelhante

lS]

sintetizado por Muzzarelli et al.”", o N-(carboximetil)quitosano, com valor de GS semelhante

e que apresentou as seguintes constantes de protonagdo: logK = 6,6 ¢ logK) = 2.3.

Verificamos que, relativamente a este derivado, o CEQ35 apresenta um menor caracter acido
para os grupos carboxilicos e maior caricter basico para os grupos amino. Este
comportamento estara relacionado com a influéncia importante provocada pela introdugdo de
um grupo —CH,— adicional no substituinte, 0 qual vai provocar uma redugdo na influéncia

mutua entre os grupos funcionais amino e carboxilico.
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3.1.1.4- Estudos com calorimetria diferencial de varrimento

Nestes estudos, pretendeu-se verificar a influéncia dos grupos carboxietilo e,
consequentemente, do GS na estabilidade dos polimeros. Para isso, foram analisadas amostras
de quitosano e dos derivados CEQ1 a CEQ4 por calorimetria diferencial de varrimento. Os
termogramas obtidos s3o apresentados na figura 3.11. Os valores obtidos para os eventos

térmicos e entalpias associadas encontram-se compilados na tabela 3.2.
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Figura 3.11: Termogramas obtidos por CDV para o (1)-quitosano e derivados (2)-CEQI, (3)-CEQ2, (4)-CEQ3 e (5)-CEQ4.
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Derivados N-(2-carboxietil)quitosano

Tabela 3.2 Resultados dos estudos térmicos realizados com quitosano ¢ derivados CEQ.

1° evento térmico 2° evento térmico 3° evento térmico
Polimero
Toeo’C | AHJ g' | TpoC | AHJ g' | Tue/C | AHM g
Quitosano 108 28821 | - - | 306 -134.62
CEQ1 87 32455 | 217 50,1 266 38,30 |
CEQ2 85 280,11 | 215 77.6 25 | -36,23
CEQ3 86 289,78 214 | 1468 | 295 4531
"CEQ4 | 9 218,56 | 213 1702 295 72,30

O primeiro evento térmico observado traduz-se num pico endotérmico, que ocorre para todos
os polimeros e que ¢ atribuido a perda de 4guas de cristalizagio'*""". Os polissacaridos
apresentam uma forte afinidade para a dgua e, no estado solido, podem apresentar estruturas
distorcidas nas quais as moléculas de 4gua podem ser incorporadas resultando na hidratagio

do polissacarido™®.

Kittur et al ''®

estudaram o comportamento térmico de um derivado semelhante, o N,O-
carboximetilquitosano, e encontraram uma relagdo entre a entalpia desta transigdo e o grau de
carboximetilagdo do quitosano. Neste trabalho, verificaram que quanto maior o grau de
carboximetilagdo, maior era a quantidade de agua no polimero. No caso dos derivados CEQ
sintetizados, ndo foi verificada esta correlagdio, o que quer dizer que além da presenga de
grupos hidrofilicos no polimero, o modo de preparagéo, o condicionamento e o aspecto fisico

do material sdo determinantes para a quantidade de 4gua de hidratagio no polimero.

Continuando a analise dos termogramas de CDV, verifica-se um segundo evento endotérmico
centrado entre 213 e 217 °C, que apenas ocorre nos derivados CEQ e ndo no quitosano. Os
resultados obtidos indicam a existéncia de uma correlagdo entre a entalpia deste evento e o
GS. Kittur ef al."™® no seu estudo com o O-carboximetilquitina, O-carboximetilquitosano e o
N,O-carboximetilquitosano, ndo observaram a existéncia deste segundo evento térmico,
obtendo termogramas essencialmente idénticos ao do quitosano, particularmente no caso dos
dois ultimos derivados. O aparecimento do segundo pico endotérmico a 215 °C ndo foi

registado em compostos similares com quitosano e, tanto quanto foi possivel investigar, ndo
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aparecem descritos na literatura estudos com CDV onde se verifique a sua presenga. Todavia,
num trabalho recente, Sato et al.'"” estudaram o comportamento da N-carboxietilquitina
através de um pirolisador acoplado & cromatografia gasosa com espectrometria de massa
como método de deteccdo. Neste estudo, os autores verificaram a formagfo de acido acrilico
proveniente da pirdlise da N-carboxietilquitina, e concluiram que a quantidade deste 4cido era
dependente do grau de substitui¢do de grupos carboxietilo na quitina. Com estas técnicas, foi
também possivel calcular o GS do referido polimero, obtendo-se boa correlagdo com os
resultados obtidos por "H-RMN. Assim sendo, ha uma grande probabilidade desta transigdo
(T =215 °C, para os derivados CEQ) estar relacionada com a formagéo de acido acrilico, por
decomposigdo do substituinte carboxietilo, 0 que explica a sua correlagio com o GS. A
confirmagio desta afirmagdo esta, naturalmente, dependente de novos estudos, introduzindo

novos derivados obtendo uma gama mais alargada de GS.

O ultimo evento térmico observado € um pico exotérmico situado entre 256 e 306 °C, e que
resulta da termodegradagdo da cadeia polimérica do quitosano. A temperatura deste evento
dependeu da morfologia do material. Os derivados CEQ1 e CEQ?2 apresentavam aspecto de
flocos muito mais finos que os restantes derivados, e termodegradaram-se a temperaturas

inferiores.
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3.2

DERIVADOS PEPTIDICOS DO QUITOSANO

N-[2-(N’-CARBOXIMETILCARBAMOIL)ETIL]QUITOSANO

N-{2-[N’-(1-CARBOXI-2-FENIL)ETILCARBAMOIL|ETIL } QUITOSANO



3.2- Derivados Peptidicos do Quitosano

A sintese dos derivados N-[2-(N’-carboximetilcarbamoil)etil]quitosano, representado por
QuitBAlaaGly, e N-{2-[N’~(1-carboxi-2-fenil)etilcarbamoil]etil } quitosano, representado por
QuitBAlacPhe, envolveu a preparagio prévia do N-(3-bromopropanoil)glicina e
N-(3-bromopropanoil )fenilalanina. Estes compostos foram preparados a partir da condensagio
do 4cido 3-bromopropandico com os ésteres terc-butilicos da glicina e da fenilalanina, seguida

de acidolise com acido trifluoracético para remogéo dos grupos terc-butilo.

3.2.1- Sintese e caracterizacio do N-(3-bromopropanoil)glicinato de

terc-butilo

A condensagio do acido 3-bromopropandico com o glicinato de terc-butilo, para a formagéo
do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo, foi realizada através da formagio de uma
ligagdo peptidica. Para isso, recorreu-se ao auxilio da diisopropilcarbodiimida (DIC), que €
um reagente de acoplamento usado para activar o grupo carboxilico, proporcionando uma
facil condensagdo com o grupo amino em condigdes suaves'?* ! O mecanismo desta reacgio

¢ apresentado na figura 3.12.

A reacgiio foi sempre acompanhada por CCF, através da qual foi observada a formagédo de um
produto imediatamente apos a adi¢o da carbodiimida, e que veio a identificar-se como sendo
o produto esperado. Ao fim do primeiro dia de reacgfo, ja ndo era significativa a variagdo das
manchas referentes ao produto ¢ ao aminoacido de partida, sendo a mancha referente a DIC ja
muito ténue. Por este motivo, realizou-se uma segunda adigdo de DIC (um equivalente),
continuando a acompanhar o desenvolvimento da reacgdo por CCF. Ao fim do quarto dia de
reacgdo, e por ndo se ter verificado uma alterag@o significativa dos cromatogramas, passou-se

ao tratamento da mistura reaccional para isolamento do produto.
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Figura 3.12: Mecanismo de formagdo do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo, por condensagdo via DIC. Na figura
(1)- dcido 3-bromopropandico, (2)- diisopropilcarbodiimida, (3)-glicinato de terc-butilo, (4)-N-(3-bromopropil)glicinato de
terc-butilo e (5)- diisopropilureia.
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A mistura reaccional foi submetida a filtragdo sob pressdo reduzida para a remogdo do
precipitado branco correspondente a diisopropilureia (DIU), e posteriormente submetida a
cromatografia em coluna. O produto foi obtido sob a forma de um dleo incolor. Esta sintese

teve um rendimento de 71%.

Os espectros de 'H-RMN e de *C-RMN do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo sdo
apresentados nas figuras 3.13 e 3.14. Estes apresentam-se compativeis com a estrutura

esperada, confirmando a identidade do produto.
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Figura 3.13: Espectro de '"H-RMN (300 MHz) do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo em CDCl,.
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Figura 3.14: Espectro de *C-RMN (75 MHz) do N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo em CDCl;.

3.2.2- Sintese e caracterizacgio do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de

terc-butilo

No que diz respeito as condigdes experimentais, a estratégia adoptada para a sintese do
N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo assemelha-se 4 descrita na secgiio anterior.
Neste caso, a unica diferenga importante ¢ a utilizagdo da dicicloexilcarbodiimida (DCC)
como reagente de acoplamento. A escolha da DCC foi realizada depois de alguns ensaios
iniciais onde se verificou, por CCF, um factor de retardagdo (Rf) mais favoravel para a
posterior separagdo cromatografica em coluna. Na figura 3.15, encontra-se esquematizado o

mecanismo da sintese do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo.
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Figura 3.15: Mecanismo da reacgdo de sintese do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo. Na figura (1)- dcido 3-
bromopropanoico, (2)- dicicloexilcarbodiimida, (3)- fenilalaninato de terc-butilo, (4)-N-(3-bromopropancil)fenilalaninato de

terc-butilo e (5)- dicicloexilureia.

Observou-se, também neste caso, o aparecimento da mancha referente ao produto que se veio
a identificar como o pretendido, imediatamente apods ter sido realizada a adigdo da DCC.
Pelos mesmos motivos atras apontados, foi realizada a adigdo de um novo equivalente da

carbodiimida apds vinte quatro horas de reacgdo, sendo esta acompanhada durante mais
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Derivados peptidicos do quitosano

quatro dias por CCF. Ao fim deste periodo, e ndo sendo observada uma alteragio significativa

dos cromatogramas de CCF, passou-se ao isolamento do produto.

A mistura reaccional foi filtrada sob pressdo reduzida para a remogéo do precipitado branco
correspondente a dicicloexilureia (DCU), e posteriormente submetida a cromatografia em
coluna. O produto foi obtido sob a forma de um 6leo incolor. A sintese foi realizada com um
rendimento de 78%. Os espectros de 'H-RMN e de "C-RMN do
N-(3-bromopropanoil )fenilalaninato de terc-butilo sdo apresentados nas figuras 3.16 ¢ 3.17 e

apresentam-se compativeis com a estrutura esperada para o produto.
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Figura 3.16: Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo ¢ CDCl;, Em (A) é
apresentado o espectro obtido para o composto. Sdo apresentadas, também, ampliagdes dc zonmas dos espectros

compreendidas entre (B)-2,70 ¢ 3,75 ppm ¢ (C)- 4,70 ¢ 6,30 ppm, onde se pode visualizar o desdobramento de alguns sinais.
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Figura 3.17: Espectro de "*C-RMN (75 MHz) do N-(3-bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo em CDCls.

Conforme mencionado na parte experimental deste trabalho, os cromatogramas de CCF
revelaram ainda a existéncia de dois produtos secundarios que, apos separagdo
cromatografica, se isolaram em quantidade insuficiente para proceder a sua analise estrutural.
Uma vez que o produto principal foi entretanto identificado como sendo o composto

esperado, os dois produtos secundarios foram ignorados no seguimento do trabalho.

3.2.3- Remocio dos grupos terc-butilo por acidélise com 4cido
trifluoracético anidro - Sintese do N-(3-bromopropanoil)glicina e

N-(3-bromopropanoil)fenilalanina

Uma vez concluida a fase de condensagdo do éacido 3-bromopropandico com os dois
aminodcidos cujos grupos carboxilicos estavam protegidos com ésteres terc-butilicos,

procedeu-se a remogdo dos grupos protectores. Para tal, depois de isolados € caracterizados,
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os ésteres sintetizados foram tratados com 4cido trifluoracético puro para a clivagem dos
¢ésteres terc-butilicos aos correspondentes acidos carboxilicos. O esquema da reacgio de

acidolise encontra-se representado na figura 3.18.

A acidolise foi acompanhada por CCF, sendo completa ao fim de vinte e quatro horas. Os
produtos foram obtidos sob a forma de solido branco apos precipitagdo com éter etilico. Os
rendimentos das acidolises foram de 86% para a preparagido do N-(3-bromopropanoil)glicina
e de 78% para o N-(3-bromopropanoil)fenilalanina. Os espectros de 'H-RMN e “C-RMN

destes produtos sdo apresentados nas figuras 3.19 a 3.22.
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Figura 3.18: Remogio do grupo terc-butilo dos ésteres N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo e N-(3-
bromopropanoil)fenilalaninato de terc-butilo, por acidolise com 4cido trifluoracético anidro. Na figura, R= —H no caso da

sintese do N-(3-bromopropanoil)glicina ou R = —CH,Ph para a sintese do N-(3-brompropanoil)fenilalanina.

-75 -



a d
B _CH NH_ //JL\\
CH; \\”// CH; OH
b C

d
);) T l T T T T [ T T T T ‘ A-T e T T ‘ T T - 1 I m— T T T | T
8.0 7.0 6.0 5.0 40 3.0
ppm (t1) (A)
c b a
- RS \k.‘_,./v\_r\ S o A - S
I I 3‘150 ‘ 3.2]0 o
ppm (t1) (B)

Figura 3.19: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do N-(3-bromopropanoil)glicina em DMSO-ds. Em (A) ¢ apresentado o
especiro integral obtido para o composto e em (B) apresenta-se uma ampliagio dos sinais do espectro compreendidos entre

2,80 e 3,90 ppm, onde se visualizam os desdobramentos dos sinais a, b e ¢.
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Figura 3.20: Espectro de “C-RMN (75 MHz) do N-(3-bromopropancil)glicina em DMSO-ds. Em (A) ¢ apresentado o

¢spectro integral obtido para o composto ¢ em (B) apresenta-sc uma ampliagéo dos sinais do espectro compreendidos entre

28,0 e 41,0 ppm.
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Figura 3.21: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do N-(3-bromopropanoil)fenilalanina em DMSO-ds.
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Figura 3.22: Espectro de *C-RMN (75 MHz) do N-(3-bromopropanoil)fenilalanina em DMSO-d,. Em (A) ¢ apresentado o

espectro integral obtido para o composto e em (B) apresenta-sc uma ampliagdo dos sinais do espectro compreendidos entre
29,0 e 54,0 ppm.
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3.2.4- Sintese e caracterizacio do derivado QuitBAlaaGly

Apos a preparagdo N-(3-bromopropanoil)glicina passou-se & sintese do derivados N-[2-(N’-
carboximetilcarbamoil)etil]quitosano (QuitBAlaaGly). O esquema da sintese € apresentado na

figura 3.23.
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Figura 3.23: Esquema da sintese dos derivados QuitBAlaaGly.

Uma diferen¢a importante, relativamente a sintese dos derivados CEQ, residiu na cinética da
reac¢do de substituigdo. Para os derivados CEQ, a reacgdo avangou de forma significativa
dentro das primeiras cinco horas de reacgdo, pois ndo ocorreu precipitagdo do polimero com a
adi¢do de um excesso de NaHCOs. No caso do derivado QuitBAlaaGly, a elevagido do pH da
mistura reaccional para valores superiores a 7 dava origem a precipitagdo do quitosano,
mesmo quando efectuada quarenta e oito horas apos o inicio da reacgfo. De facto, pretendia-
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se reproduzir, nesta sintese, as mesmas condigdes de reac¢do utilizadas na preparagdo dos
derivados CEQ. Devido a impossibilidade de o fazer, optou-se por utilizar um intervalo de pH
que garantisse a solubilizagdo dos reagentes envolvidos na sintese e, simultaneamente,
favorecesse a desprotonagdo dos grupos amino, logo, a reacgdo de substitui¢do. Foi, por isso,
escolhido o intervalo de pH entre 6 ¢ 7, que deveria ser mantido por adigdo periddica de base

ou tamponamento da solugéo.

Numa primeira fase, a reacgdo foi estudada para ser realizada em meio tampdo
dihidrogenofosfato/hidrogenofosfato, todavia o aumento da forga ionica causado pela adi¢do
do tampdo provocava a precipitagfio prematura do quitosano. Decidiu-se, entdo, proceder a
monitoriza¢do do pH do meio e a manutengdo deste no intervalo desejado, através da adigdo

periodica do NaHCO; necessario.

3.2.4.1-Espectroscopia de "H-RMN

Para a atribuigdo dos sinais nos espectros de 'H-RMN, os hidrogénios das varias estruturas
monomeéricas foram numerados de forma idéntica a anteriormente aplicada nos derivados
CEQ (figura 3.2). Os dados espectroscopicos relevantes para o derivado QuitpAlacGly

encontram-se resumidos na tabela 3.3.

A partir da analise dos espectros de 'H-RMN deste derivado (figura 3.24), verifica-se a
existéncia de sinais referentes a protdes de unidades monoméricas substituidas, confirmando a
introdugdo do derivado da glicina na estrutura polimérica do quitosano. Observa-se a
4,92 ppm o sinal de ressondncia de protdes H-1 de unidades monoméricas substituidas
(GIcNHR) € a 2,76 ppm o sinal correspondente aos protdes de grupos ~CH,CH,CONH- do
substituinte. Verifica-se também o aparecimento de dois dupletos a 5,14 e 5,34 ppm, de
protdes H-1 de unidades GlcNH; e GIcNHR, respectivamente, resultantes da hidrélise acida

do polimero provocada pela solubilizagio das amostras em DCI:D,O 1:1'2% Estes sinais

deixaram de ser visiveis quando a amostra foi preparada numa solugfo de D,O com apenas

uma gota de DCI (figura 3.25).
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Figura 3.24: Espectro de "H-RMN (300 MHz) do QuitBAlacGly em D,0:DCl=1:1 (8/ppm): 2,13-2.23 (m, 0,33H, —CH; de
GleNHAG), 2,76 (m, 0,52H, -CH,CH,CONH- de GlcNHR), 3,13 (m, = 0,95H, H-2 de GlcNHR ¢ GlcNH,), 3,35-4,10 (m,
= 6,01H, H-2 de GlcNHAc, ~CH,CH,CONHCH,COOH de GlcNHR and H-3,4,5.6a ¢ 6b de GleNH;, GlcNHR e
GleNHAC), 4,56 (d, 0,11H, H-1 de GleNHAc), 4.80 (d, ~0,60H, H-1 de GlcNH,), 4.92 (d, ~0,24H, H-1de GIcNHR), 5,14 (d,
~0,14H, H-1 de GlcNH, unidade hidrolisada), 5,34 (d, ~0,02H, H-1 de GlcNHR unidade hidrolisada).
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Figura 3.25: Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do QuitpAlac:Gly em D,0 com Igota de DCI (8/ppm): 2,13 (s, 0,33H, —-CH;
de GleNHAC), 2,93 (m, = 0,51H, -CH,CH,CONH- de GlcNHR), 3,14-3,48 (m, = 0,90H, H-2 de GIcNHR e GlcNH,),
3,48-4,39 (m, = 6,07H, H-2 de GlekNHA¢, CH,CH,CONHCH,COOH de GlcNHR and H-3,4,5,6a ¢ 6b de GlcNH,, GlcNHR
e GlcNHAc), 4,67 (d, = 0,12H, H-1 de GIcNHAc), 4,99 (sobreposigdo HOD e H-1 de GleNH; e GIcNHR). Para o calculo
dos integrais, foi utilizado como referéncia o sinal de ressonéncia dos protdes ~CH; de GleNHAc (0,33H obtido no espectro
da figura 3.24).
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Embora, as condigdes de preparagdo da amostra correspondente ao espectro da figura 3.25
ndo conduzam a hidrolise, a sobreposigdo do sinal do solvente com os sinais de ressondncia

dos protdes H-1 dificultou o calculo do GA e GS.

Os integrais relativos dos sinais de ressonincia dos protdes nos espectros de 'H-RMN
(figura 3.24) foram obtidos considerando como referéncia os sinais de protdes H-1 de
unidades GlcNH; e GIcNHR. Estes integrais permitiram calcular os coeficientes », x e y que
representam as fracgdes das varias unidades monoméricas presentes no polimero como
apresentado na figura 3.23. A partir destes valores foi calculado o GA (equagdes 3.1 ou3.2) e
0 GS (equagdo 3.3). Neste caso, dado que ndo foi observada a presenga de unidades
dissubstituidas, o coeficiente z presente nestas equagdes sera igual a zero. Os resultados

obtidos séo apresentados na tabela 3.3.

Devido ao intervalo de pH utilizado na reacgdo de substitui¢do (pH 6-7) ndo seria de esperar
uma alteragdo do grau de acetilagdo do polimero durante a sintese do derivado, o que foi

confirmado a partir do valor do GA obtido (0,10).

Nio sdo evidentes, nos espectros de 'H-RMN, sinais indicativos da ocorréncia de substitui¢do
pelo atomo de oxigénio dos grupos hidroxilo das unidades de D-glucosamina. Uma integragdo
aproximada do sinal de ressondncia do protdo H-1 de GIcNHR permite calcular uma razio
d(—CH,CH,CONH-):8(H-1 de GIcNHR) préxima de 2, corroborando a regiosselectividade da
reacgdo de substituigdo. Este comportamento correspondeu ao esperado, atendendo aos

resultados anteriormente obtidos para os derivados CEQ.

3.2.4.2-Anilise elementar

Na tabela 3.3 sdo apresentados os resultados obtidos por AE para o quitosano e seu derivado
QuitBAlaaGly. A partir destes dados foi possivel calcular o GS, sendo encontrada uma boa

correlagdo com o resultado obtido por "H-RMN.




Foi utilizada a seguinte equagdo para o calculo do GA:

A('J‘N

GS =
(Yo y = 5% Me;yy )x(1-GA)

3.9)

em que Acn representa a diferenca entre as razdes das percentagens de carbono e azoto
obtidas para o quitosano e para o derivado QuitBAlaaGly, Mcy € a razdo das massas molares

C/N e GA o grau de acetilagdo, para o qual foi utilizado o valor obtido por 'H-RMN (0,10).

3.2.5- Sintese e caracterizacio do derivado QuitBAlacPhe

A  sintese do  derivado  N-{2-[N’-(1-carboxi-2-fenil)etilcarbamoil Jetil } quitosano
(QuitBAlacPhe) foi realizada através da reacgdo do quitosano com o N-(3-

bromopropanoil)fenilalanina, conforme o esquema da figura 3.26.

Devido a baixa solubilidade do derivado da fenilalanina em agua, foi utilizada uma mistura
metanol:agua 1:1 como solvente para a reacgio de sintese. O pH da mistura reaccional foi
mantido entre 5 € 6 por adi¢do periddica de NaHCOs. A utilizagdo deste intervalo de pH,
inferior ao descrito para o derivado da glicina, foi necessaria devido a precipitagdo prematura

do quitosano, na mistura de solvente utilizada, a valores de pH superiores a 6.

-84 -



Derivados peptidicos do quitosang

OH OH
Q Q
HO HO
NH NH-
g \
O n

Q,

T = 6000 O HQC
pH5-6 CH )L |
2 _CH OH
NGO 1 BT TeHyT CnNHT o
H,O/CH;0H ||
o}
OH OH OH
0 Q 0
HO O \ Ho O \ Ho
NH NH; NH ;
\( n X J
o)
NH
o}
o)
o] Na

Figura 3.26: Esquema da sintese do derivado QuitpAlacPhe,

3.2.5.1-Espectroscopia de "H-RMN

Os dados espectroscopicos relevantes obtidos para o derivado QuitBAlacPhe encontram-se

resumidos na tabela 3.3.

O espectro de 'H-RMN deste derivado (figura 3.27) revela a presenga de hidrogénios H-1
pertencentes a unidades monoméricas substituidas, evidenciando a introdug¢do do derivado da
fenilalanina na estrutura polimérica do quitosano. E possivel observar, entre 4,99 e 5,19 ppm,
a sobreposi¢do de sinais de protdes H-1 do polimero referentes a unidades GlcNH, e
GlcNHR. A 5,40 e 5,59 ppm observam-se os dupletos do mesmo tipo de protdes em unidades
GlcNH, e GIcNHR, resultantes da hidrélise 4cida do polimero'*, derivado das condigdes

acidas utilizadas na preparagfio da amostra para a analise. Observam-se ainda os sinais de
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ressondncia de protdes dos grupos fenilo a 7,39 ppm, e de protdes —CH,CH;CONH-,
—CHCH,-Ph, -CHCH;Ph de unidades GIcNHR a 2,85, 3,06 ¢ 4,51 ppm, respectivamente,

confirmando a substituigdo na estrutura polimérica.

JN\\W s

L AL AL A B B 'r"'l}w\\\‘\l\-||||||’1'|11|!|\\‘\\\WE\r!rll

750 7.00 6.50 600 550 500 450 400 350 300 250
ppm (t1)

Figura 3.27: Espectro de 'H-RMN (300 MHz) do QuitBAlacPhe em D,O:DCl=1:1 (8/ppm): 2,52 (m, 0,30H, ~CH; de
GlcNHAc), 2,85 (m, 0,25H, -CH,CH,CONH- de GlcNHR), 3,06 (m, 0,25H, -CH,Ph de GleNHR), 3,37-4.30 (m, = 6,02H,
H-2 de GleNHR e GleNH, ~CH,CH,CONH- de GlcNHR e H-3,4,5,6,de GIcNH;, GleNHR ¢ GleNHAc), 4,51 (t, 0,12H,
—CHCH,Ph), 4,74 (t, 0,10H, H-2 de GlcNHAc), 4,99-5.19 (m, 0,83H-1 de GlcNHAc¢, GleNH; e GlcNHR), 5,40 (d, 0,12H,
H-1 de GlcNH, unidade hidrolisada), 5,59 (d, 0,05H de GlcNHR unidade hidrolisada), 7,39 (m, 0,62H, H grupo fenilo de
GlcNHR).

Os integrais dos sinais dos espectros de 'H-RMN foram obtidos considerando como padréo
todos os sinais dos protdes H-1 (GlcNH,, GIcNHR e GlcNHAc).

O GA foi calculado com base no integral de ressondncia dos sinais dos protdes do grupo
metilo de unidades de GIcNHAc (2,52 ppm), ou a partir do sinal de ressondncia dos protdes
H-2 de unidades GlcNHAc, que neste espectro aparece a 4,74 ppm, ndo se encontrando
sobrepostos ao dos protdes do anel de D-glucosamina. Para este calculo foi utilizada a
equagdo 3.2. Também neste caso o GA foi de 0,10, valor ja esperado dado o baixo pH a que

foi realizada a reacgdo.
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O GS foi calculado utilizando a equagdo 3.2, sendo y obtido a partir do integral do sinal de
ressondncia dos protdes -CH,CH,CONH-, -CHCH,Ph, -CHCH,Ph, ou de protdes do grupo
fenilo de unidades GIcNHR.

3.2.5.2-Analise elementar

Na tabela 3.3 sdo apresentados os resultados obtidos por AE para o quitosano e seu derivado

QuitBAlacPhe. O GS foi calculado a partir destes dados, utilizado a equagao:

ACH\J’

GS = :
Yor,y —12x My, )x (1- GA)

(3.10)

Nesta expressdo, Acy € a diferenga da raziio C/N no quitosano e no derivado QuitfAlaaPhe,
M,y € arazio das massas molares C/N e GA o grau de acetilagdo do derivado, para o qual foi

utilizado o valor obtido por 'H-RMN (0,10).

Neste caso, foi também encontrada uma boa correlagdo relativamente ao resultado obtido por
'H-RMN.

3.2.6- Propriedades acido-base

O comportamento 4cido-base dos derivados QuitBAlaaGly ¢ QuitpAlacPhe foi estudado a
partir de titulagdes potenciométricas com eléctrodo selectivo ao catidio H'. As curvas obtidas
pH vs a sdo apresentadas na figura 3.28. No grafico, a corresponde ao grau de neutralizagio,
definido do mesmo modo como o apresentado na sec¢do 3.1.1.3.

As curvas de titulagdo obtidas para estes dois derivados permitiram calcular as constantes de

protonag¢do. Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 3.3.
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Figura 3.28: Curvas de titulagdo pH vs a (grau de neutralizagiio) de solugdes de quitosano ¢ derivados QuitBAlaaGly e
QuitpAlaaPhe. Na figura (1)-Quitosano, (2)- QuitpAlaaPhe ¢ (3)- QuitpAlaaGly.

Devido a diferenga entre o GS dos dois polimeros, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo

directa entre os valores encontrados e o tipo de substituinte introduzido na cadeia polimérica.

Todavia, introduzindo nesta discussdo o derivado CEQ1 (GS 0,27, logKlH 6,80 + 0,01;
log K2 2,85+ 0,02), com um GS semelhante ao obtido para o QuitBAlaaGly, verificamos

que ocorreu uma ligeira diminuigdo do caracter basico dos grupos amino para o derivado
QuitpAlacGly. Isso podera ser devido ao facto dos grupos substituintes no derivado peptidico
serem maiores, o que da origem a efeitos estéricos que dificultam o acesso ao protdo pelos

grupos amino. Esta observagio explica também o menor caracter basico dos grupos amino

nos derivados QuitBAlaoPhe.
Para os derivados peptidicos ndo foi calculado o GS a partir dos resultados das titulagdes

potenciométricas, devido ao facto das amostras conterem HCI que ndo foi totalmente

removido durante a dialise.
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o Capitulo 4

4- Estudos de Complexac¢ao com Cobre (II)

Os estudos da complexagdo do catido cobre (II) com os derivados do quitosano sintetizados,
pode ser realizado indirectamente a partir dos efeitos dos ides metalicos no equilibrio
acido-base. O catido cobre (II) é considerado um candidato ideal para este fim, devido ao
facto dos grupos —NH, presentes nas unidades monoméricas dos derivados terem forte
afinidade para coordenar com este ifio metalico. Foram, por isso, realizadas titulagdes
acido-base de solugbes acidas dos derivados CEQ1, CEQ3, CEQ4, QuitpAlacGly e
QuitBAlacPhe com cobre (II), utilizando diferentes razdes molares Cu(Il)/derivado. As

curvas de titulagéo obtidas sdo apresentadas nas figuras 4.1 a 4.5.

2+t e e e e e e
-1,5 A -0,5 0 0,5 1 15 =

Figura 4.1: Curvas de titulagdo pH vs o (grau de neutralizagio) de solugdes de CEQI na presenga de catifio
cobre (IT) em diferentes razdes molares [Cu(11)|/[CEQL]: (1)-[Cu(ID}/[CEQI] = 0; (2)-[Cu(ID)/[CEQI] = 0,25;
(3)-[Cu(ID)[CEQ1] = 0,5; (4)-[Cu(ID]/[CEQ1] = 1 & (5)-[Cu(ID}/|[CEQ1] = 2.
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Figura 4.2: Curvas de titulagdo pH vs a (grau de neutralizagfio) de solugdes de CEQ3 na presenga de catiéio
cobre (IT) em diferentes razées molares [Cu(11))/[CEQ3]: (1)-[Cu(ID})/[CEQ3] = 0; (2)-[Cu(ID)}/[CEQ3] = 0,25,
(3)-[Cu(IDV/[CEQ3] = 0,5; (4)-[Cu(ID)/[CEQ3] = 1 & (5)-[Cu(IT))/[CEQ3] = 2.

-1 -0,5 0 05 ¢ 1 1,5 2

Figura 4.3: Curvas de titulagdo pH vs a (grau de neutralizagio) de solugdes de CEQ4 na presenga de catifio
cobre (1) em diferentes razdes molares [Cu(1l) [/[CEQ4]: (1)-[Cu(ID)/[CEQ4] = 0; (2)-|Cu(Il) |/[CEQ4| = 0,25;
(3)-[Cu(ID)/[CEQ4] = 0,5; (4)-[Cu(I)/[CEQ4] = 1 ¢ (5)-[Cu(I)/[CEQ4] = 2.
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Figura 4.4: Curvas de titulagdo pH vs a (grau de neutralizagiio) de solugdes de QuitpAlacGly na presenga de
catifio cobre (II) em diferentes razdes molares [Cu(ID])/[QuitpAlaaGly]: (1)-[Cu(11))/[QuitBAlaaGly] = 0;
(2)-[Cu(ID)/[QuitBAlacGly| = 0,5 (3)-[Cu(ID)[/[QuitpAlacGly]|= 1 e (4)-|Cu(1l)}/[QuitBAlaaGly] = 1,5.

12 1
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Figura 4.5: Curvas de titulagio pH vs « (grau de neutralizagio) de solugdes de QuitBAlacPhe na presenca de
catifio cobre (II) em diferentes razées molares |Cu(1l)]/[QuitBAlaccPhe] (1)-[Cu(1)}/[QuitpAlacPhe] = 0:
(2)-[Cu(ID)[/[QuitpAlaccPhe] = 0,5; (3)- [Cu(1)}/[QuitBAlacPhe]= 1 e (4)-[Cu(ID)}/[QuitpAlacPhe] = 1.5.
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A valores de pH inferiores a 4, as curvas de titulagdo dos derivados do quitosano na presenga
de ido cobre (I1) apresentam um comportamento semelhante as realizadas na aus€ncia do
metal. Este comportamento deve-se ao facto dos grupos amino e carboxilico se encontrarem
sob a forma protonada, ndo sendo significativa a competi¢do do ido metalico pelos sitios de
coordenagdo. A valores de pH superiores, observam-se alteragdes importantes nestas curvas
de titulagdo, sugerindo a formag@o de complexos envolvendo os ides cobre (II) € 0s grupos de
coordenacdio presentes nas unidades monoméricas dos derivados. Quando as titulagdes
atingiam valores de pH proximos de 7, iniciava-se a precipitagdo dos polimeros. Este
comportamento foi mais nitido quanto maior a razdo Cu(Il)/derivado utilizada, principalmente
no caso dos derivados CEQ devido a maior concentragdo de polimero empregue nas
titulagdes. Esta precipitagdo teve uma interferéncia significativa sobre a resposta do eléctrodo,
reflectida no tempo de estabilizagdo e reprodutibilidade dos valores de pl, evidente nas

curvas de titulagdo apresentadas.

Os dados experimentais, limitados a primeira regido tampédo (pH < 7), foram utilizados para a
determinagdo das espécies que caracterizavam o sistema em estudo e respectivas constantes

de estabilidade, de acordo com a notagdo geral 3, , traduzida pela equagéo:

[Cu,L,H,(OH),]
[Ca™ Y x[LI X [H' T <[(OH )Y

B =

(4.1)

correspondendo a equagdo quimica geral:

pCu** + gL+ rH'+ SO === Cu,L.H(OH); 3

em que L representa a forma desprotonada das unidades nomonéricas dos derivados. Para
estes estudos, recorreu-se ao programa HYPERQUAD, para o qual foram fixadas as
constantes de formagido dos hidroxocomplexos de cobre (Il)m’ A logBior = 6,0;
log Biooz = 12.8; log Bions = 15,7; log Bioes = 16,6 € log Bapoz = 17,5. Foram também fixados
os valores de pKw = 13,86, correspondente a autoprotolise da agua e das constantes de
protonagdo dos derivados do quitosano, determinadas experimentalmente neste trabalho

(tabelas 3.1 € 3.3).
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A determinagdo das constantes de estabilidade dos complexos formados foi iniciada,
considerando a possibilidade de formagdo, na zona de pH escolhida, de vérias espécies
envolvendo a participagdo do catido cobre (II), de unidades monoméricas dos derivados e de
anides hidroxido em diferentes proporgdes estequiométricas. Este modelo inicial foi aplicado
para todas as titulagdes, sendo refinado até a obten¢dio de resultados que apresentassem
pardmetros estatisticos satisfatorios e fossem reprodutiveis para as curvas de titulagdo com

diferentes proporgdes Cu(Il)/derivado.

Na tabela 4.1 sdo apresentadas as espécies resultantes do melhor ajuste as curvas de titulagio
€ as respectivas constantes de estabilidade. Os diagramas de distribui¢do destas espécies no

sistema em estudo sdo apresentados nas figuras 4.6 ¢ 4.7.

Tabela 4.1: Composigdo, nolagfio ¢ constantes de formagéo obtidas para os varios complexos

Cu(IT)-quitosano e Cu(ll)-derivados do quitosano.

. Espécie -
Ligando GS Férmula logB,.rs
g (pgrs) 2854
CEQI1 0,27 1200 Cul, 9,30 + 0,03
CEQ3 0,56 1200 Cul, 11,09 + 0,06
CEQ4 0,84 1200 Cul; 12,20 + 0,05
QuitBAlaaPhe 0,13 1101 CuLOH | 15,19+ 0,10
QuitBAlaaGly 0,26 1101 CuLOH 16,15 + 0,06
; % ) 1102 CuL(OH), | 5,47
\Jaktosang 1202 | Culn(OH), | 8.09

Nos trés sistemas Cu(II)-CEQ estudados, apenas o modelo que tomava em consideragio a
formagdo exclusiva da espéciec Cul, produziu um ajuste satisfatorio relativamente aos
resultados experimentais. No caso dos derivados peptidicos QuitpAlaoPhe e QuitBAlaaGly,
também um Ginico modelo resultou num ajuste satisfatorio, correspondendo a espécie CuLOH.
Estes modelos, CulL, e CuLOH, foram diferentes dos propostos por Rhazi et al. 2 em estudos
com 0 quitosano, nos quais apontava para a formagio das espécies CuL(OH), e CuL,(OH),
(figura 1.16). Este facto evidencia a influéncia dos grupos substituintes na formacgdo dos
complexos envolvendo o ido cobre (II) € os derivados do quitosano estudados. Considerando
s



Estudos de complexagio com cobre (II)

os dois modelos de complexag¢do do quitosano mais conhecidos, pode-se propor 0 modelo em
ponte (“bridge model™) correspondente a espécie Cul,;, como o modelo de coordenagéo
predominante para os derivados CEQ, e 0 modelo pendente (“pendant model”) como modelo
predominante no caso dos derivados peptidicos do quitosano.

1, 1

09
08 1
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5067
2 05+
§0,4 ]
E

03]

fracgao molar

02}
017
0]
2 3 4 o 5 6
Cu(I)-CEQ1 Cu(I-CEQ3

cgao molar

fra

Cu(11)-CEQ4

Figura 4.6: Diagramas de distribuigdo de espécies para os sistemas Cu(II)-CEQ1, Cu(ID-CEQ3 ¢ Cu(II)-CEQ4, em fungio
do pH. As condigdes utilizadas foram [Cu(II)]=[GlcNR,|= 8 x 10°M, T=250°C,1=0,1 M KNO;.
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fracgdo molar

Cu(II)-QuitBAlaaGly Cu(II)-QuitpAlaaPhe

Figura 4.7: Diagramas de distribuigdo de espécies para os sistemas Cu(I1)-QuitpAlacGly e Cu(II)-QuitpAlacPhe em funcio
do pH. As condigdes utilizadas foram [Cu(I)]=[GlcNR,]=3 x 10 M, T =25,0°C, I=0,1 M KNO;.

As constantes de estabilidade obtidas para os sistemas Cu(I1)-CEQ sdo superiores as obtidas
para o sistema Cu(lI)-quitosano, indicando uma maior estabilidade dos complexos formados
com os derivados CEQ. Este facto estard relacionado com o aumento da basicidade dos
grupos amino € com a presenga dos grupos quelantes carboxietilo no polimero, que deverdo
participar nos complexos formados com o metal. A comparagdo entre as constantes de
estabilidade obtidas para os trés sistemas Cu(IT)-CEQ permite verificar que a estabilidade dos
complexos formados aumenta com o GS (CEQ1 < CEQ3 < CEQ4), o que podera estar
relacionado com a maior possibilidade de formagéo de quelatos devido ao aumento de grupos
complexantes nas unidades monoméricas dos derivados. Esta observagio ¢ corroborada pelos
diagramas de distribuigdo das espécies na figura 4.6, onde se pode verificar a tendéncia da
formagéio dos complexos a menores valores de pH, com o aumento do GS dos derivados
CEQ.

Relativamente, aos sistemas Cu(I)-QuitBAlacPhe e Cu(Il)-QuitBAlaaGly, os valores
superiores obtidos para as constantes de estabilidade ddo indicagdo da formagdo de espécies

mais estdveis que as anteriormente descritas, envolvendo o iAo cobre (II) e os grupos

coordenantes destes derivados. Esta afirmagdo é corroborada pelos diagramas de distribuigio
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das espécies obtidos para os sistemas Cu(ll)-QuitBAlacPhe e Cu(Il)-QuitBAlaaGly, onde se
observa a formagdo dos complexos a valores de pH ainda inferiores aos observados para os
derivados CEQ. Além disso, se tivermos em conta apenas o caracter basico dos grupos amino
dos derivados peptidicos do quitosano, ndo seria de esperar a obten¢do de constantes de
estabilidade superiores as observadas para os derivados CEQ. O resultado obtido refor¢a a
hipétese de participagdo dos grupos substituintes dos derivados peptidicos na formagdo dos

complexos com ides cobre (II).

Embora nio se possa excluir completamente, nos modelos utilizados para o calculo
computacional com 0 HYPERQUAD, néo foi considerada a interacgdo entre o ides cobre (II)
e os grupos OH do carbono C3 devido a desfavoravel posigéo trans destes relativamente aos

1 ; . , . ..
125,126 & 1o caso dos derivados estudados, também devido aos efeitos estéricos

grupos amino
provocados pelos grupos substituintes. Também ndo foi considerada a interacgdo do ido
metalico com o grupo amida das unidades N-acetiladas dos derivados, devido ao baixo grau
de acetilagdo dos polimeros (GA = 0,10) e a fraca habilidade complexante destes grupos para

os ides cobre (II) em solugdo aquosa'?’.

Apesar dos céalculos com 0 HYPERQUAD néo indicarem a existéncia de outros complexos
envolvendo o ido cobre (II) e os derivados CEQ, podera ser considerada a possibilidade de se
formarem espécies com constantes de estabilidade muito baixas (formando-se em quantidades
muito pequenas), de tal modo que a analise potenciométrica, por si s6, ndo foi suficientemente

sensivel para as detectar.
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5- Conclusoes

Foram sintetizados e caracterizados dois tipos de derivados do quitosano: os derivados
N-(2-carboxietil)quitosano e os derivados peptidicos do quitosano. A sintese dos derivados
N-(2-carboxietil)quitosano, resultou em produtos com diferentes GS que variaram entre 0,27 e
1,00, obtidos por alquilagdo do quitosano com o acido 3-bromopropanodico em condigdes
alcalinas moderadas. Quanto aos derivados peptidicos, sintetizaram-se dois derivados, o
QuitBAlaaGly (GS 0,26) e QuifAlaaPhe (GS 0,13), através da reac¢do do quitosano com o
N-(3-bromopropanoil)glicina em meio neutro, ou com o N-(3-brompropanoil )fenilalanina em
meio acido fraco, respectivamente. Estes derivados foram caracterizados recorrendo as
técnicas de 'H-RMN, AE e PESH, as quais permitiram quantificar a substituigdo na estrutura
polimérica em termos de GS e verificar a introdugdo regiosselectiva dos substituintes nos
grupos amino. Estas técnicas permitiram também verificar que, sob as condigdes de reacgio

utilizadas, ndo ha alteragfo do grau de acetilagdo do polimero.

Para a sintese dos derivados peptidicos, foi necessario efectuar previamente a sintese do
N-(3-bromopropanoil)glicinato de terc-butilo (q 71%) e do N-(3-bromopropanoil)
fenilalaninato de terc-butilo (n 78%), que por acidolise deram origem aos produtos N-(3-
bromopropanoil)glicina  (n  86%) e N-(3-brompropanoil)fenilalanina (q  78%),
respectivamente, posteriormente utilizados na derivatizagdo do quitosano. Estes quatro

produtos foram caracterizados por 'H-RMN e “C-RMN.

Os estudos de CDV dos derivados CEQ revelaram a presenga de um evento térmico, que ndo
se observa para o quitosano, e que parece estar relacionado com o GS dos derivados CEQ.
Estes resultados permitem propor que este evento térmico seja resultante da decomposigio
endotérmica do substituinte carboxietilo, resultando na formagdo de dacido acrilico.
A confirmagio desta afirmagio esta dependente de novos estudos, onde sejam introduzidos

novos derivados, para cobrir uma gama mais alargada de GS.

Das titulagdes potenciométricas acido-base, verificou-se a influéncia dos grupos substituintes
no caracter basico dos grupos amino presentes nos derivados. No caso dos derivados CEQ o

aumento do GS conduzia a uma aumento do caracter basico destes grupos, sendo encontrada
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uma boa correlagio entre logK” e o GS (logK/"=0,978:GS + 6,45). Para os derivados

peptidicos, observou-se uma ligeira diminuigdo do caracter basico dos grupos amino,
principalmente para o derivado QuitBAlacPhe. Este comportamento pode ser resultado do

aumento de impedimentos estéricos provocados pelo maior tamanho do substituinte.

A partir dos estudos de complexagdo com cobre (II), foram propostos os modelos de
coordenagiio em ponte [Cu(GlcNR,);] para os derivados CEQ estudados e o0 modelo pendente
[CuGleNR,OH] para os derivados peptidicos. As constantes de estabilidade determinadas
para estas espécies mostram uma maior estabilidade dos complexos formados com os
derivados CEQ e peptidicos, relativamente aos formados com o quitosano, sugerindo a
participagdo dos substituintes nos complexos formados entre os derivados € os ides cobre (II).
Os complexos formados eram insoluveis, o que aliado as propriedades quelantes vantajosas,
possibilita a utilizagdo destes materiais para a remogdo de metais de transi¢do de aguas

residuais.

Relativamente aos derivados peptidicos do quitosano, o método de sintese adoptado pode ser
considerado como uma alternativa para a introdugdo de péptidos com propriedades
farmacoldgicas na estrutura do quitosano. O método proposto demonstrou ser eficaz para a
ancoragem regiosselectiva de aminoacidos proteinogénicos. Tal abre novas perspectivas para
futuros métodos de ligagdo covalente ao quitosano de péptidos, proteinas € outros farmacos
ou pré-farmacos contendo aminoacidos ou oligopéptidos. Estes produtos podem ser utilizados
em aplicagdes biomédicas, como por exemplo na veiculagdo de farmacos e melhoramento das
suas caracteristicas de solubilidade e biodisponibilidade. Foram ja publicados alguns
trabalhos onde se ligaram aminoacidos e dipéptidos a farmacos, obtendo-se novos compostos

128,12 Estando ja desbravado o primeiro passo de

promissores do ponto de vista terapéutico
ligagdo de um aminoécido ao quitosano, o passo seguinte serd, naturalmente, a ligago directa

desses derivados peptidicos ao polimero.
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