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RESUMO

LOPES, Agatha Merilin de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2014. Liberagao controlada de complexo de cobre (ll) com EDTA
de matrizes de quitosana e de agar. Orientador: André Fernando de Oliveira.
Coorientadores: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz e Anténio Augusto
Neves.

A liberagdo controlada do complexo de cobre (lI) com EDTA em matrizes
poliméricas € desejavel pois permite a manutengao da concentragao desse metal
em uma faixa 6tima por tempo prolongado, a partir de uma unica aplicagéo. Isso
possibilita a absor¢do mais eficiente desse metal por plantas (sem os problemas
do excesso de ligante no meio). No presente trabalho foi realizado um estudo da
liberagdo controlada do complexo [CUEDTA]?>, em matrizes de agar e de
quitosana. A matriz contendo 1% de agar, com arestas dos pellets de 5 mm em
solugdo, sem o ajuste de forga idnica, apresentou uma liberacédo de 97% em
processo difusional explicado pelo modelo de Noyes-Whitney, que foi
selecionado por analise dos residuos. Através do planejamento fatorial 2°* com
ponto central, determinou que ha uma influéncia significativa do teor de agar
sobre a concentragdo de saturagcdo e do tamanho do pellets de agar sobre a
cinética de liberacao e nao ha influéncia da forga i6nica. Na liberacao de Cu (ll)-
EDTA a partir de matriz de quitosana foi determinado o grau médio de reticulagao
por titulagdo potenciométrica e pelo consumo de glutaraldeido determinado por
espectrofotometria molecular. Além disso foi proposto um método semi-
quantitativo por infravermelho (FT-IR), sendo a concentragao de glutaraldeido de
630 mmol L' capaz de bloquear cerca de 80% dos grupos aminos disponiveis
na quitosana. Foi verificada a influéncia do pH na adsor¢céo e em solugao, grau
de reticulagao e a forga idnica externa sobre a liberagédo de Cu (I1)-EDTA a partir
da matriz quitosana através de um planejamento fatorial 2 com ponto central. A
concentracdo de saturagao foi significativamente influenciada pelo pH da
solugdo e da adsorc¢ao, forga ibnica na solugao, além da interagdo entre o grau
de reticulacdo da quitosana e pH de adsorcéo e entre a forga ibnica e o pH de

solugéo.
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ABSTRACT

LOPES, Agatha Merilin de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2015. Controlled release of copper (ll) complex with EDTA from
matrices chitosan and agar. Adviser: André Fernando de Oliveira. Co-advisers:
Maria Eliana Ribeiro Lopes de Queiroz and Antdnio Augusto Neves.

The release of copper (II) complex with EDTA in polymeric matrices is desirable
because it can allow the concentration’s maintenance of this metal in an optimum
range for a long time from a single application, enabling more efficient absorption
of this metal by plants, without the problems of excess ligands in the system. In
this present work, the Controlled release of copper (II) complex [CUEDTA]?> was
studied in matrices of agar and chitosan. The matrix containing 1% of agar with
pellets edges of 5 mm in solution, without the presence of ionic strength, showed
97% of release in diffusional process, explained in the Noyes-Whitney model that
was selected by analysis of the waste. Through 2 factorial design with center
point, it was determined that there is a significant influence of the agar content on
the saturation concentration and the size of the pellets agar on the kinetics of
release and there is no influence of ionic strength. In the Cu (lI)-EDTA release
from chitosan matrix, the average degree of reticulation was determined by
potentiometric titration and the consumer glutaraldehyde was determined by
molecular spectrophotometry, and it was proposed a semi-quantitative method
using infrared (FT-IR). The glutaraldehyde concentration was 630 mmol L-'. This
concentration is capable to block about 80% of the available amino groups in
chitosan. It was also verified the influence of pH on the adsorption and in solution,
the degree of reticulation and the external ionic strength on the release of Cu (lI)-
EDTA from the chitosan matrix through a 24 factorial design with central point.
The concentration of saturation was significantly influenced by the pH of the
solution and the adsorption, by ionic strength in solution, and by the interaction
between the degree of reticulation of chitosan and pH of adsorption and the ionic
strength and pH release.
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CAPITULO 1. INTRODUGAO GERAL

1. Introdugao
Os metais, principalmente aqueles de transicdo, sdo bons eletrdfilos,
formando complexos com ligantes que apresentam grupos nucleofilos, tais como
carboxilatos e grupos aminicos, que, por sua vez atuam como pontos de
coordenacao.
Os metais podem estar na planta até uma concentragao limite, a partir da
qual a planta tem seus processos metabdlicos prejudicados, podendo leva-la a
morte. Diferente do que ocorre com a matéria organica, os metais ndo se
decompdem se acumulam em niveis tréficos ameagando a saude de plantas e
animais (SHENG et al,, 2004). Quando os metais essenciais (nutrientes e
micronutrientes) se encontram abaixo de uma faixa de concentragao 6tima,
caracteriza-se uma deficiéncia do metal na planta, que pode influenciar nos
processos metabdlicos. Acima da concentragao limite esse metal torna-se téxico.
Aproximadamente 1% do corpo de um ser humano adulto é composto de
micronutrientes, entre esses estdo os elementos tragos que correspondem a
quantidades menores que 0,01% da composi¢ao corporal (COZZOLINO, 1997;
LIMA et al., 2006).

O cobre é considerado um metal pesado (BAIRD, 1999, ainda que seja um
termo em desuso atualmente), sendo reconhecido como micronutriente
essencial desde 1928 quando foi comprovado sua importancia, quando junto ao
ferro, na prevengédo da anemia (HART et al.,, 1928). A importancia bioldgica,
funcional e estrutural do cobre em animais e humanos esta relacionada com as
funcdes metabdlicas de enzimas cobre-dependentes - cuproenzimas, como por
exemplo: citocromo ¢ oxidase, superoxido dismutase citosolica, lisil oxidase,
tirosinase, ceruloplasmina e dopamina B-hidroxilase (PEDROSA & COZZOLINO,
1999). A ceruloplasmina, por exemplo, € uma proteina que age na complexagao
de ferro (lll) antes de sua incorporagao na hemoglobina (HARRIS, 1994). Assim,
na caréncia de cobre, a ceruloplasmina tem sua atividade significantemente
diminuida, levando a anemia (HILL, 1970).

A influéncia mutua entre cobre e zinco é estudada devido a utilidade no

tratamento de pacientes com doenca de Wilson, pois 0 excesso de zinco diminui
1



a absorgao do cobre (BREWER, 1990). O zinco também faz parte da estrutura
das metaloenzimas, operando como cofator enzimatico. Estas metaloenzimas
estdo envolvidas em diversas fungdes metabolicas (CHACON et al., 1998). O
excesso de zinco aumenta a sintese da metalotioneina, uma proteina que se liga
a minerais, protegendo o organismo dos possiveis efeitos tdxicos dos mesmos
(COUSINS, 1994.). A metalotioneina forma complexo mais estaveis com cadmio
e cobre e menos com zinco, regulando a absorg&o de zinco ao nivel do enterdcito
(COZZOLINO, 1997).

Os seres humanos sao normalmente expostos ao cobre ao ingerir agua e
alimentos ou através do contato da pele com compostos contendo cobre
(MOHAMMADIA et al., 2009). Em grandes quantidades o cobre pode ser
prejudicial, causando irritacdo do nariz e garganta, nauseas, vomitos, diarreia,
danos ao figado e rins (YAMINI et al., 2004), além de levar a fraqueza, letargia,
anorexia e lesdo do trato gastrointestinal. Essa toxicidade em seres humanos &
devido a afinidade do cobre com grupo tiol de muitas proteinas e enzimas, sendo
associado a doengas como epilepsia, melanoma e artrite reumatoide, bem como
a perda de paladar (SARGENTELLI, 1996). O teor maximo de cobre no qual ha
risco para a saude humana e para o0 meio ambiente varia muito e depende da
legislacdo de cada pais (SEIDEL et al., 2009).

De acordo com Decreto-Lei n.° 306/2007 do Ministério do Ambiente para a
qualidade da agua potavel, o limite para o teor de cobre na agua potavel é de 2
ppm (BRASIL, 2007). A Agéncia Americana de Protecéo ao Meio Ambiente (US
Enviromental Protection Agency) define a concentragcdo maxima de cobre na
agua potavel como 1,3 mg L' (GUINESI et al.,, 2007). As Dietary Reference
Intakes (DRI) na mais recente revisdo dos valores de recomendacdo de
nutrientes e energia, adotados pelos Estados Unidos da América e Canada,
estabeleceu uma recomendacéo diaria ideal para o cobre de 1,0 a 1,6 mg dia-"
(PADOVANI et al., 2006), sendo toleravel até 10 mg dia”’' (ANDRADE et
al.,2004).

Nas plantas o cobre € um metal essencial envolvido em muitos processos
fisiologicos, podendo existir como Cu (1) e Cu (ll), fazendo parte da estrutura das
proteinas reguladoras, participando do transporte fotossintético de elétrons, na



respiragcao mitocondrial, nas respostas ao estresse oxidativo, no metabolismo da

parede celular e na sinalizagao hormonal (RAVEN et al., 1999).

Apesar de ser classificado como micronutriente para as plantas (SODRE
et al., 2001) altas concentragbes de cobre podem apresentar carater toxico
(PEZZAROSSA et al, 1990), causando clorose e necrose, nanismo,
descoloragao das folhas e inibicdo do crescimento da raiz (YRUELA, 2005), além
de causar a deficiéncia de outros nutrientes essenciais através de interacbes
antagobnicas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1992).

A alface (Latuva sativa), por exemplo, é altamente sensivel a condi¢coes
de baixos niveis de cobre disponivel (HAVLIN et al., 1999; PUGA et al., 2010),
suas folhas ficam compridas e com as bordas cloréticas, o crescimento é
diminuido ocorrendo ma-formacao da cabeca (FERREIRA et al., 2001). Ja o
excesso afeta varios processos bioquimicos e ocasiona disturbios do
metabolismo, resultando em inibicdo do crescimento, ou desenvolvimento
anormal (FERNANDES & HENRIQUES, 1991). Para o cultivo hidropénico, a
recomendacao de cobre na solug¢ao nutritiva para hortaligcas folhosas € de 20 a
50 ug L' (FURLANI, 1998).

No solo, o cobre pode estar complexado com a fracdo organica e a
inorganica; podendo haver uma grande variedade de espécies quimicos com
esse metal, assim como compostos pouco soluveis. Assim, usualmente, a
concentracdo na solucdo do solo é determinada pelo equilibrio de precipitacao
do composto menos soluvel presente no sistema (SILVEIRA et al., 1999).
Atividades industriais, agricolas e a disposicdo de rejeitos domeésticos
contribuem para a liberacdo de metais, como cobre, no meio ambiente
(SPINELLI et al., 2005). A retencdo do cobre(ll) também pode ocorrer por
processos de adsorg¢ao envolvendo troca-ibnica ou complexagéo (com a matéria
organica e oxidos ou minerais presente no solo. A biodisponibilidade, portanto,
€ influenciada, além das condi¢des para retengcao do cobre (ll) na fase solida,
também das condi¢des da solucdo do solo, tais como o pH ou a presenca de
ligantes soluveis (CASALI, 2008; NOWACK, 2002).

A concentragdo média de cobre geralmente presente no solo é de 20 g g™’
com variagdes na faixa de 6 a 80 ug g' (TAVARES & CARVALHO, 1992). Acima
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do limite maximo da faixa de 60 a 125 ug g no solo e de 20 a 100 ug g ' nas
plantas sdo consideradas criticas (KABATA-PENDIAS & PENDIAS, 1992).

O uso de quelantes sintéticos para melhorar a absorgao de metais pela planta
€ conhecido a muitas décadas, porém concentracdes elevadas destes no meio
pode apresentar efeitos deletérios(BRADY, 1979).

O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) pode solubilizar metais,
aumentando sua mobilidade no ambiente por facilitar sua solubilizacdo. O EDTA
€ o representante mais conhecido e estudado entre os ligantes polidentados,

sendo um ligante hexadentado, com 2 grupos aminicos e 4 grupos carboxilicos

(Figura 1).
Ho. /°
HO
72 .
0 HN
NH—" HOH
0
OH
\
0

Figura 1. Estrutura quimica do EDTA na forma totalmente protonada (HsEDTAZ2*)

A forma completamente desprotonada (EDTA%) que age com ligante
polidentado e, devido a presenca dos grupos carboxilatos e aminas e ao efeito
quelante, forma complexos muito estaveis com todos metais, a excegao dos
metais alcalinos. A estrutura espacial do complexo de cobre(ll) com EDTA é

apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura do complexo Cu-EDTA (SKOOG et al., 1996, MODIFICADA).

O EDTA apresenta comportamento acido-base de Bronsted (sendo o
grupo mais acido considerado forte (pK1<1), e apresenta até pKs (igual a 10,34).
Ainda que o EDTA* (descrita pela fragdo de equilibrio as) predomine em
solugdes com pH acima de 10,34 (os > 0,5), mesmo em fragdes de equilibrio
menores no meio, em valores de pH abaixo de 10,34, a espécie totalmente
protonada ainda forma complexos bastante estaveis com diversos metais.
(OLIVEIRA, 2009).

fragéo de equilibrio ( o)
log fragéo de equilibrio ( o)

Figura 3. Diagrama de distribuicdo de espécies para EDTA (A), destacando a forma logaritmica
da fragdo de equilibrio (B). (H) ao, (O) a1, (A) az, (V) as, (¢) as, (®)as, ((1)as.



A adsor¢ao de metais por plantas utilizando-se complexos de EDTA tem sido
bastante estudada, como, Rodrigues et al. (1997), que observou que a corregéo
da deficiéncia de zinco em feijoeiro por aplicagao foliar foi mais efetiva com
aplicagdo do zinco na forma complexada. Mattos Jr. et al. (2010) mostraram que
houve toxicidade do cobre para mudas de limao cravo e que o excesso de cobre
reduziu a absor¢do de manganés pelas mudas de tangerina Sunki quando foram
utilizadas doses do complexo de Cu(ll)-EDTA maiores que 5 mg L-'. A aplicagéo
de cobre complexado também aumentou significativamente o teor do metal
disponivel no solo e na planta. (SILVA et al. 2014)

A liberagdo controlada de insumos agricolas a partir de veiculos
biodegradaveis se destaca no campo de pesquisa voltada para o agronegocio
(ISIKLAN, 2007). O principal beneficio do sistema de liberagao controlada é
aumentar a eficiéncia funcional de insumos sintetizados quimicamente
(nutrientes, herbicidas, inseticidas e parasiticidas) ou de natureza biologica
(microrganismos com atividade especifica contra uma praga-alvo), diminuindo
custos, bem como aumentando a seguranga no manuseio desses produtos,
reduzindo riscos de toxidez para o homem (AOUADA et al., 2008).

A utilizacdo de sistemas matriciais, constituidos por diversos tipos de
polimeros, € uma opc¢ao interessante de liberagdo modificada devido as
vantagens inerentes a estes sistemas, como versatilidade, eficacia, baixo custo
e producao que recorre a equipamentos e técnicas convencionais (LOPES et al.,
2005). O revestimento pelo polimero, como na encapsulagéo, aumenta a barreira
de contengao do composto de interesse, diminuindo sua difusao e assim a taxa
de liberagdo (HARUSH-FRENKEL et al., 2007). Um exemplo € a quitosana, um
biopolimero derivado da quitina, possui a habilidade de interagir quimicamente
com metais de transigdo devido a presenga de grupos amino da unidade 2-
amino-2-desoxi-D-glicose (VALENTINI et al., 2000; CORONA-RIVERA et al.,
2007)

Quanto as propriedades fisico-quimicas, a quitosana € insoluvel em agua,
bases e solventes organicos, sendo completamente soluvel em solugdes de
alguns acidos organicos, como acido acético em valores de pH menores que 6,
devido a protonagéo dos grupos aminos, tornando a estrutura catidénica. Alguns

acidos inorganicos diluidos, tais como acido nitrico e cloridrico, necessitam de
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um longo tempo de agitagcdo e aquecimento para solubilizar a quitosana
(JANEGITZ et al., 2007).

A quitosana em sua forma original n&o € adequada para um uso mais pratico,
devido a baixa resisténcia mecéanica e reatividade dos grupos aminos. A
reticulagcao da estrutura polimérica gerando ligagdes cruzadas entre as cadeias
lineares do polimero (crosslinking) desenvolvendo uma rede tridimensional torna
a quitosana quimicamente mais inerte e resistente ao meio acido (quando as
ligacdes cruzadas sao realizadas com os grupos aminos), além de melhorar
algumas caracteristicas fisicas da como a porosidade e resisténcia mecanica
(BEPPU et al., 1999; WANG & CHEN, 2014; ATIA, 2005). Por exemplo, pode ser
realizada reticulagdo com aldeidos atacando grupos os aminos, formando iminas
(reacao de Schiff), (GONSALVES et al., 2011).

2. Justificativa

O desenvolvimento de formulagcdes que permitam a liberacdo controlada de
substancias quimicas em sitios especificos, visando maior eficacia e diminuigéo
de efeitos toxicos, tem recebido grande atencdo nos Uultimos anos
(JACOBOWSKI et al., 2013). A ideia principal envolvida é o controle da
quantidade de composto liberada e o prolongamento do tempo em que essa
concentragcao 6tima € mantida no meio. Além do uso farmacéutico, a liberagao
de nutrientes e pesticidas também tem sido aplicada na agricultura, como por
exemplo, na liberagao de amoénio e potassio (AOUADA et al, 2008).

A quitosana e o agar tém caracteristicas interessantes para o uso como
matriz polimérica para liberagdo de nutrientes para plantas. Sendo que esses
nutrientes tem a adsor¢cdo mais eficaz na forma complexos polidentados
(quelatos), pois eles sao geralmente bastante soluveis e aniénicos, e diferente
dos sais simples, dissociam-se muito pouco em solugdo, permitindo que o
micronutriente permaneca disponivel para planta inibindo a adsorgao no solo por
troca catidnica (LANA et al., 2014).



3. Objetivos

Objetivo geral

Estudo da liberacdo controlada do complexo de cobre (Il)-EDTA

empregando as matrizes poliméricas agar e quitosana.

Objetivos especificos

. Estudo da liberagado do complexo de cobre (I1)-EDTA a partir da matriz
agar,;
. Avaliar a influéncia das variaveis forga ibnica, teor de agar e tamanho

dos pellets na liberagdo do complexo de cobre (I1)-EDTA utilizando-se

de planejamento fatorial;

. Estudo da liberagao do complexo de cobre (I1)-EDTA a partir da matriz
quitosana;
. Desenvolvimento de método para determinagao do grau de reticulagao

da quitosana por infravermelho e comparagdo com o método da
titulacdo potenciométrica e por consumo de glutaraldeido;

. Avaliar o efeito do grau de reticulacdo da quitosana no processo de
adsor¢cao e na liberagdo controlada de complexo cobre(ll)-EDTA

utilizando-se de planejamento fatorial.



CAPITULO 2. LIBERAGAO CONTROLADA DE Cu(ll)-EDTA A PARTIR DA
MATRIZ AGAR

1. Introdugao

Sistemas de liberacdo controlada sao aqueles que liberaram a espécie
quimica de interesse gradualmente, mantendo a concentragdo no meio que a
recebe em niveis desejados, por periodo de tempo prolongado (COSTA & LOBO,
1999.). O objetivo dessas matrizes € manter a concentragcido da substancia ativa
em uma faixa 6tima por tempo prolongado a partir de uma unica aplicagao. A
faixa de concentracao da substancia ativa € aquela acima da concentragcao que
€ ineficaz e abaixo da concentracdo em que substancia ativa é tdéxica
(superdosagem) (AOUADA et al., 2008). Usualmente a concentragdo se mantém
dentro de uma faixa adequada devido similaridade entre a taxa de liberacao e a
taxa de degradagéo ou de absorgao da espécie.

Esses sistemas permitem que novas adi¢gbes da substancia sejam realizadas
como menor frequéncia, comparadas aos sistemas convencionais e assim
reduzam as oscilagbes na concentracdo. No caso da administragdo de um
medicamento, busca-se manter a concentragao terapéutica no sangue, evitando
niveis subterapéuticos ou téxicos (PEZZINI et al., 2007). A formulagao 6tima
depende de varios fatores, tais como as propriedades fisico-quimicas da droga
e a natureza da matriz (BAYOMI et al., 1998; FREIBERG & ZHU, 2004).

Nos sistemas de liberacdo controlada, a matriz pode ser definida como o
sistema que controla a liberacido de substancias ativas, com as moléculas
dispersas ou dissolvidas num suporte resistente a desintegracdo durante um
tempo minimo (LOPES et al., 2005).

Na industria alimenticia, sistemas de liberagao controlada sdo parte de uma
categoria que traz novos conceitos de embalagem de alimentos conhecidos
como ‘materiais de embalagem ativa’. Esses sdo baseados na incorporacéo de
substancias antimicrobianas na estrutura da embalagem de alimentos, a fim de
controlar o crescimento de micro-organismos indesejaveis na superficie dos
alimenticios (TURBIANI et al., 2011), atendendo assim ao atual perfil de
consumidor, que procura por alimentos livres de conservantes. Como o

antimicrobiano € liberado da embalagem ao longo do tempo, a cinética de
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crescimento microbiano e a atividade antimicrobiana na superficie do produto
podem ser equilibradas, garantindo a seguranga durante a distribuicdo dos
alimentos (SOARES et al., 2009).

A liberacido controlada também sido utilizada com herbicidas usados
atualmente, pois exibem diversos problemas relacionados a estabilidade
quimica, além da potencial contaminagdo ambiental, tais como a a transferéncia
para os sistemas aquaticos através da lixiviagdo (MANOLIKAR & SAWANT,
2003; SILVA et al, 2010). Outra aplicagao da liberagdo controlada é a liberagao
de feromoénios de insetos tém sido amplamente empregados o monitoramento
ou captura de insetos prejudiciais a lavoura. Nesse casos podem ser utilizados
elementos porosos nos quais os compostos sdo embebidos e adequadamente
acomodados em armadilhas ou em recipientes de liberagdo unidirecional
(TAKAHASHI & ASSIS, 2008).

Para examinar o0 mecanismo que controla o processo de
adsorcao/dessorcao, como transferéncia de matéria na solugao e interagdes
quimicas, varios modelos cinéticos tém sido propostos. Quando € observado um
bom ajuste de um modelo aos dados cinéticos, infere-se que o mecanismo
envolvido pode ser explicado por esse modelo (SPINELLI et al., 2005). Os
modelos cinéticos auxiliam na compreensdo do comportamento de sistemas de
liberagao controlada, na simulagao do efeito de algumas variaveis e a diminuigéo
do numero de experimentos em outros estudos (LYRA et al., 2007).

Dentre os modelos cinéticos usualmente utilizados para explicar o
comportamento dos sistemas de liberacao controlada podem ser citados: pseudo
primeira-ordem, pseudo segunda-ordem, difusdo intraparticula, modelo de
Elovich, modelo de Noyes-Whitney, relacdo Adam-Bohart-Thomas e equacgao de
Ritchie (GAUTAMQ et al., 2014). Com a evolugdo da computagdo, varios
softwares podem ser usados para se ajustar aos modelos de regresséo nao-
linear aos dados experimentais, fornecendo estimativas mais confiaveis dos
parametros dos modelos do que o uso dos modelos cinéticos da forma
linearizada (FARIAS et al., 2009). O uso de modelos de regressao nao-lineares
tem sido utilizado, por exemplo, por Martins et al. (2015) no estudo cinético da
adsorcao de tetraciclina utilizando carvao ativado produzido a partir cascas de

nozes de macadamia; por Pezoti Jr et al. (2014) em adsorcéo de azul de metileno
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em carvao ativado produzido a partir da casca de buriti e por Ozdemir et al.
(2011) na adsorcéo de Cr (VI) em carvéao ativado.
A equacéao de pseudo primeira-ordem na forma diferencial € apresentada

pela Equacéao 1.

dcC,
;i=kﬂ@—ca Eq.(1)
t

Onde k1 € a constante de velocidade de pseudo primeira-ordem.
O modelo na forma integrada (no intervalo de tempo de 0 a t, e de

concentracéo adsorvida, de 0 a Ct) é apresentada na Equacéo 2.
C, = C, (1—ekut) Eq.(2)

O modelo cinético de pseudo segunda-ordem descreve o processo de
dessorgao como uma quimiossorgao, ou seja, formacgao de ligagao covalente ou
idbnica entre o adsorvente e o adsorvato (VARGAS et al., 2011). A equacgao na

forma diferencial de pseudo segunda-ordem pode ser expressa pela Equacgao 3.

dc
— = k(€= C)? Eq.(3)

onde k2 € a constante de velocidade de segunda ordem. A forma integrada, nos
mesmos intervalos que a equacgéo de pseudo primeira-ordem pode ser expressa

na forma apresentada na Equacgao 4.

kot Ea. (4
ET 14 kGt q-(4)
O modelo de difusao intraparticula (Eq.5) considera que a adsorgéao €&
cineticamente controlada dentro da particula por processo de difusdo. O
processo ocorre em etapas; inicialmente ha a migragéo do adsorvato da solugao

para a superficie do adsorvente; depois a difusao do adsorvato através dos poros
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do material e a finalmente a adsorcdo do adsorvato na camada interna da
superficie do adsorvente (WANG et al.; 2009).

C,=ft/ Eq.(5)

A equagdo de Noyes-Whitney (Eq. 6) é analoga a lei de Fick, que
caracteriza a velocidade de difusdo de um sélido por uma membrana
(PIETROLUONGO, 2005). A cinética de liberagcdo € descrita por modelos

similares a cinética de dissolugao.
C, = C,efat Eq.(6)

Onde k1 € o constante cinética, que é fungédo do coeficiente de difuséo e area
superficial (MANADAS et al., 2002; MARQUES, 2011).

O agar (ou agar-agar) foi descoberto no Japdo em 1658 e € o mais antigo
ficocoldide (polissacarideos extraidos de algas), e seu uso na microbiologia
ocorre desde 1912 na Europa e sua producgéo e utilizagdo em meados da década
de 30 nos Estados Unidos (ARMISEN, 1991). E produzido e armazenado em
uma estrutura denominada agarocito, presente em algumas macroalgas
vermelhas, principalmente das ordens Gracilariales e Gelidiales como as mais
exploradas mundialmente (ALISTE, 2006; BORAL & BOHIDAR, 2009;
GONZALEZ-LEIJA et al., 2009).

O &gar é empregado na area como suporte de meio de cultura em
microbiologia (por possuir uma alta resisténcia ao ataque de micro-organismos),
na producao de alimentos, em cosméticos e na producado de farmacos, dentre
outros usos. Também €& muito empregado em orquidarios, onde 0s géis sao
utilizados como substrato para o desenvolvimento de plantulas (OLIVEIRA et al.,
1992).

Pode-se definir o agar como uma mistura complexa de polissacarideos,
onde destaca-se em sua estrutura quimica (Figura 7), junto ao polimero neutro
agarose, a agaropectina, que € um polissacarideo sulfatado composto de
agarose e percentuais variados de éster sulfato e outros substituintes. Sendo

que o agar destinado a fins alimenticios tem como indicativo de qualidade o baixo
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teor de sulfatos (SANTOS, 2011; GOMEZ-MASCARAQUE et al, 2014). O agar
€ extraido de macroalgas da divisdo Rhodophyta, principalmente das ordens
Gelidiales (Gelidium spp., Pterocladiella spp. e Gelidiella spp.) e Gracilariales
(Gracilaria spp. e Hydropuntia spp.) (PEREIRA-PACHECO et al., 2007).

CH,OH CH,OH HoH
OH H OH H
\ H H
o o} 0o
H OH H OH H H
| Agarose ‘ | Agarcpectina

Figura 4. Estrutura quimica da agar: constituido principalmente por agarose e a agaropectina
(SANTOS, 2001)

A agarose é um polimero capaz de formar gel, com caracteristicas
vantajosas, como hidrofilicidade e macroporosidade (ZHAO et al., 2014). Permite
que duas estruturas moleculares se unam formando hélices duplas em cadeia
com conformacgédo helicoidal, formando uma rede tridimensional capaz de
aprisionar um consideravel numero de moléculas de agua nas fissuras. (SAITO,
1997; BUILDERS et al., 2008).

2. Materiais e métodos
Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico (p.A.)

e nao foram submetidos a nenhuma etapa prévia de purificagao.

2.1. Solugodes
Todas as solugdes foram preparadas em agua destilada. Foram utilizadas

micropipetas de volume variavel de 100 yL a 10 mL (LabMate Soft).

2.1.1. Solugdo do complexo de Cu (lI)-EDTA
O ion complexo de cobre (II) e EDTA foi preparado pela mistura direta na
relagcédo molar de 1:1 de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H20, Impex) e
do sal dissddico de EDTA (Naz2H2EDTA, Vetec) com a solugao estoque 63,5 mg
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Cu L. As demais solu¢des com diferentes concentragdes foram preparadas por

diluicao.

2.1.2. Solugdo Tampa&o Acetato 0,001 mol L
Foram diluidos 58 uL de acido acético em 900 mL de agua destilada,
ajustando-se o pH com NaOH 0,1 mol L, para pH 4 e 5,8. O volume foi
completado para 1000 mL.
Para o estudo simultadneo do pH e forga i6nica houve a diluicdo de 58,5 g
de cloreto de sd6dio em 1000 mL de solugéo tampéao, ocorrendo posterior ajuste
de pH. Esses procedimentos foram realizados mais de uma vez, ocorrendo a

mistura das solu¢cdes em béquer de 5 L.

2.1.3. Solugdo Tampéo TRIS 0,001 mol L-1
Foram diluidos 0,1210 g de Tris(hidroximetil)Jaminometano em 900 mL de
agua destilada, o pH foi ajustado para 7,5 com HCI 0,1 mol L' e o volume
completado para 1000 mL. Para o estudo simultaneo do pH e forca ibnica houve
a diluicdo de 58,5 g de cloreto de sédio em 1 L de solugdo tampéao, ocorrendo
posterior ajuste de pH. Esses procedimentos foram realizados mais de uma vez,

ocorrendo a mistura das solu¢des em béquer de 5 L.

2.2. Pellets de agar

Em balbes volumétricos contendo 100 mL de solugdes de complexo de
cobre (I1)-EDTA 63 mg Cu L' foram retirados e descartados, com auxilio de uma
micropipeta de 1 mL, os volumes de 1, 3 e 5 mL. Os volumes restantes de 99
mL, 97 mL e 95 mL foram transferidos para um béquer de 500 mL, juntamente
com, respectivamente, 1,0; 3,0 e 5,0 g de agar, pesados em balanga analitica
(Shimadzu AUY220). As misturas foram ao agitadas e aquecidas (agitador
magnético Nova FEtica 114) até homogeneizagdo, obtendo-se matrizes
poliméricas com 1, 3 e 5% de agar. Ainda quente e com aspecto viscoso, a
mistura foi transferida para formas de acrilico e resfriadas a 4°C em geladeira,
até se tornarem firmes. Os pellets foram entdo cortados com o auxilio de um

estilete e um paquimetro digital (Mitotoyo), no formato de cubos com arestas de
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5, 10 e 15 mm, sendo os mesmos mantidos a 4° C até o uso, sem exceder o

periodo de 3 dias entre a producéo e o uso.

2.3. Liberagao controlada do complexo complexo de Cu (ll)-EDTA a
partir de pellets de agar
A liberagao de complexo de Cu (I1)-EDTA a partir dos pellets de agar com
concentragéo de 0,063 mg Cu g™' ocorreu em um recipiente de polietileno de 270
mL com tampa contendo 250 mL de solugao (forga ibnica ajustada para 0; 0,5 e
1 mol L-' com NaCl (Dinamica) sob agitagdo em mesa agitadora (Tecnal TE 420)
com a presenga de 9 g de pellets de agar. O tempo foi marcado (com auxilio de
um crondmetro) a partir do momento da colocacgao dos pellets na solugao, sendo
que aliquotas de 5 mL foram retirados com auxilio de uma micropipeta de 10 mL
nos tempos 0, 5, 10, 20, 45, 75, 120 a 240 minutos; sendo realizada analise em
FAAS.

2.4. Determinacdo de cobre por Espectrofotometria de Absorgao
Atoémica

O cobre foi determinado com um espectrdmetro de absorcdo atdbmica

(VARIAN, modelo SpectrAA-40FS), com uma lampada mono-elementar de

catodo oco de cobre. Na Tabela 1 sdo apresentados os parametros instrumentais

selecionados para analise de cobre por FAAS.

Tabela 1. Parametros instrumentais utilizados na analise para determinagao de
Cu por FAAS

Método Cu (chama)
Comprimento de onda 324,8 nm
Abertura da fenda 0,5 nm
Correcgao de Background Desligada
Tempo de leitura 15s
Tempo de pré-leitura 3s
Tipo de chama Ar-acetileno
Fluxo de ar 13,5 L min™’!
Fluxo de acetileno 2,00 L min-"’
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2.5. Tratamento dos Dados
Os resultados foram tratados com auxilio dos softwares Microsoft Excel
2013, OriginLab Origin 8.0 e StatSoft Inc Statistica 8.0.

3. Resultados e discussao
3.1. Determinagao de complexo Cu (ll)-EDTA por espectrofotometria
de absorcao atémica
Com o objetivo de avaliar a determinacao de cobre por espectrofotometria
de absorgao atdbmica na forma complexo com EDTA sem uma etapa prévia de
mineralizagdo, a sensibilidade analitica de curvas analiticas de solugdes
contendo o complexo foi comparada aquela de solugbes de cobre (ll) livre em
meio de acido nitrico 0,014 mol L.
A Figura 5 apresenta a curva analitica obtida para as solugdes de Cu (ll),

em meio acido, sem adigdo de acido forte e do complexo Cu (II)-EDTA.
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Absorbancia

0,05

0,00
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0 1 2 3 4 5

Concentragdo (mg1)

Figura 5. Curvas analiticas para Cu (Il), Cu(Il)acigiicado € Cu (I1)-EDTA para comparagéo da
comportamento da andlise por FAAS (Cu-EDTA, @Cu(ll), ACu(ll)acidificado)

Algumas figuras de mérito das curvas analiticas obtidas estdo

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Figuras de Mérito das curvas analiticas obtidas para solug¢des de
Cu(ll), de Cu(ll) em meio acido e de complexo Cu(ll)-EDTA

Cu (I Cu (I)Acidificado Cu (I)-EDTA
Sensibilidade /(L/mg) 0,0428 + 0,0005 0,0464 + 0,0006 0,0438 + 0,0003
Branco 0,0015+0,0014 0,0014+0,0016 0,0011+0,0003
R? 0,9998 0,9992 0,9994
LOD /(mg L) 0,060 0,115 0,105
LOQ /(mg L") 0,183 0,350 0,318

Para todas as curvas analiticas, os valores do Branco ndo apresentam
diferencga significativa em relagao ao zero, a 95% de confianga (teste t-Student).

Considerando a solugao de cobre (II) em meio acido como o procedimento
de referéncia, as inclinagdes foram comparadas através de testes t-Student
(ZUND & MEIER, 2000). Nao foi observada diferenca significativa entre as
sensibilidades, de maneira que as solugdes de complexos podem ser analisadas
diretamente, sem a necessidade de mineralizacdo e podem ser utilizadas
solugdes padrdao de cobre em meio acido, nado acidificado ou em meio

complexado, pois as respostas analiticas do cobre (ll) sdo similares.

3.2. Estudo da liberacao de complexo Cu (ll)-EDTA a partir da matriz
agar

Na Figura 6 sdo apresentados exemplos dos pellets utilizados.

Figura 6. Pellets de &gar com arestas de 10 mm com teor de agar 3% (m/m).
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A importancia de forga idnica na solugdo onde houve a liberagdo do
complexo, dos tamanhos dos pellets e dos seus teores de agar no processo de
liberagdo controlada foi avaliada através de um planejamento fatorial 2 com
ponto central. Nas Tabela 3 e Tabela 4 sdo apresentados os experimentos com

os niveis codificados, e os valores das variaveis, respectivamente.

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial 2* com ponto central em triplicata

aplicada a liberagao de Cu (l)-EDTA a partir da matriz agar

Ensaio Teor de Tamanho Forca lénica
agar dos pellets Externa
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + - -
6 + - +
7 + + -
8 + + +
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 4. Valores das variaveis utilizadas no planejamento fatorial 23 da

liberagao de Cu (I1)-EDTA a partir da matriz agar

Niveis Teor de agar- Tamanho dos Forca l6nica
agar /% pellets /mm Externa /(mol/L)
Superior (+) 5 15
Inferior (-) 1 5 0
Central (0) 3 10 0,5
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O planejamento dos experimentos foi avaliado considerando as
constantes dos modelos cinéticos. Para isso foi realizado ajustes dos modelos
nao-lineares de pseudo primeira-ordem, difusdo intra-particula, Noyes-Whitney
e pseudo segunda-ordem (Figura 7).

C(mgL?

T T T T T T
T T T T 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 "
Tempo (min)
Tempo (min)

(A) (B)

200

150

100 A

. -1,
t/C (min L mg’)

50 -

T T T T T
T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 % 100 1% 20 20
Tempo (min)
Tempo /min

(C) (D)

Figura 7. Curvas de liberagédo de Cu (lI)-EDTA a partir da matriz &gar. Ajuste dos modelos cinéticos:
(A) pseudo primeira-ordem; (B) difus&o intraparticula; (C) Noyes-Whitney; (D) forma linearizada
pseudo segunda-ordem. Experimentos: (H) 1, (A) 2, (O) 3, (<) 4, (<€) 5, (@) 6, (O) 7, (A) 8, (#) 9,
(<) 10, (@) 11.

Para decidir qual modelo cinético explica melhor os dados experimentais,

foi utilizada a analise do grafico dos residuos dos modelos de regressao
(DRAPER & SMITH, 1980).

Os residuos (ri) representam uma parte dos valores dos dados que nao é

explicada pelo modelo de regressdo e compreendem tanto a variabilidade
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natural, os erros experimentais como a falta de ajuste do modelo aos dados
experimentais.

Os modelos de regressédo simples sdo obtidos considerando-se que os
residuos devem apresentar uma distribuicao normal com média zero e variancia
constante (homocedasticidade) (DRAPER & SMITH,1980; ZUND & MEYER,
1993; RIBEIRO et al., 2008). A Figura 8 ilustra os diferentes tipos de residuos
apos o ajuste de um modelo de regressao (linear ou n&o-linear). A Figura 8a
apresenta um exemplo tipico de falta de ajuste do modelo, enquanto que nas
Figuras 8b e 8d, exemplo de presencga de outlier (pontos que n&o pertencem a
populagcdo estudada, ou erros “grosseiros” n&o identificados durante o
procedimento experimental e coleta de dados). Na Figura 8e pode-se observar
um grafico de residuo “adequado” ou bem-comportado, ou seja, com bom ajuste
do modelo. Verifica-se que nuvem de residuos é bem distribuida ao redor do
zero. A dispersao observada esta associada a variabilidade dos dados (incluindo
os erros aleatorios experimentais). A Figura 8c mostra um caso de
heterocedasticidade, ou seja, a varidncia ndo é constante entre os diferentes
niveis da variavel independente, exigindo o uso de modelos de regressao mais

sofisticados (por exemplo, modelo de regresséo ponderado).
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Figura 8. Principais padrboes observados em Grafico dos Residuos (a) falta de ajuste do
modelo, (b) presenca de outlier, (c) presenca de heterocedastidade, (d) falta de ajuste do
modelo (e) comportamento adequado (homocedastidade e distribuicao normal) (adaptado de
RIBEIRO et al., 2008).

20



O modelo cinético de Noyes-Whitney foi selecionado por apresentar uma
menor variagdo dos residuos e assim, apresentou um melhor ajuste (Equacéo
6). Na Figura 9 como exemplo da analise, sdo apresentados os diferentes
residuos dos quatro modelos cinéticos aplicados para o experimento 3. Em
ensaios de liberagdo controlada sao esperadas faltas de ajuste no inicio da
liberagdo pois podem estar relacionados a outro comportamento, ou seja, a
dissolucdo direta do analito na superficie dos pellets e portanto, ndo sao
explicados pelo mesmo modelo que explica o comportamento da liberagao

controlada.

0,5 1

0,0 1

C/(mgL™)

-0,5 4

T T T T
0 50 100 150 200 250
Tempo (min)

Figura 9. Comparacgao dos residuos entre os modelos cinéticos para o experimento 3. (O)

Difuséo intra-particula, (V) Noyes-Whitney, (A) Pseudo segunda-ordem.

O ajuste do modelo de Noyes-Whitney aos dados experimentais sugere
que o complexo difunde-se da matriz polimérica para o0 meio aquoso sem
nenhum tipo de interagdo com a matriz polimérica, como é esperado, uma vez
que o agar apresenta uma superficie neutra (agarose) ou anibnica, que néo
favorecem a interagdo com o complexo Cu (I)-EDTA, que € anidnico. Na Figura
10 sdo apresentados os residuos observados para esse modelo para os

experimentos de 1 a 11.
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Figura 10. Graficos de Residuo do modelo cinético de Noyes-Whitney para os experimentos do
planejamento fatorial 23. Experimentos (H) 1, (A)2, (O)3, ()4, (€)5, (@)6, (O) 7, (A)8, (#) 9,
(<10, (#)11

A partir da selegdo do modelo cinético, as respostas do planejamento
fatorial 23 foram os parédmetros do modelo de Noyes-Whitney, ou seja, a
constante de velocidade k1 e a concentragao no equilibrio, Ceq (0u concentragao
maxima). Na Figura 11 é apresentado o Grafico de Pareto com os efeitos que

influenciaram a concentracido no equilibrio do complexo.

T T T T T T T T

(1)Teor de dgar | ;-4.59801

(2)Tamarho dos pellets -4.57715
3} 8666431
12} 793669
z3} 3398657

@)FI l,uasasgg

=005
Valor absoluto det

Figura 11. Gréfico de Pareto dos efeitos o planejamento fatorial 2° para liberagdo de Cu-EDTA

a partir da matriz agar sobre a concentragédo de equilibrio.
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Apenas o teor de agar no pellet influenciou significativamente a
concentracédo de equilibrio (95% de confianga), aumentando com a diminui¢cao
do teor de agar. O fato possivelmente esta relacionado com o bloqueio de alguns
poros por onde o complexo de Cu (II)-EDTA difunde dentro dos pellets,
aprisionando-o. Como exemplo dessa relacdo, a concentracdo de equilibrio
variou, para pellets com 1% agar para 5% de agar, de cerca de 2,4 mg Cu L'
(liberacao de cerca de 95% da quantidade total de complexo nos pellets) para
cerca de 1,4 mg Cu L ' (cerca de 66% de liberagdo). A Tabela 5 mostra a
concentracdo de equilibrio e a porcentagem de liberagdo para todos as

condigdes experimentais.

Tabela 5. Concentracbes de saturagao referente a liberacdo de Cu (I1)-EDTA a

partir da matriz agar

Teorde  Arestas dos Forca ibnica Concentragao de

agar /% pellets/ mm externa/(mol L-')  saturagdo /(mg L") Libe/(r)zgéo
1 5 0 2,55 075
1 ° 1 2,28 90,2
1 15 0 2,33 80,6
1 15 1 2,26 87.0
5 5 0 1,64 62.7
° ° | 1.81 68,4
5 15 0 1,22 43.9
5 15 1 1,38 49,4
3 10 0,5 2,27 88.1
> ' 0.0 429 86,2
3 10 0,5 2,28 85.8

A constante de velocidade, k1, por outro lado, foi influenciada apenas pelo
tamanho dos pellets (Figura 12), aumentando com a diminui¢do do tamanhos
dos pellets. Como essa constante esta relacionada com a constante de difusao
e com a area superficial, 0 aumento da area (com a diminui¢do das arestas dos
pellets, mantendo-se a massa total de pellets constantes), favorece o aumento
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da constante e portanto a liberagdao mais rapida do complexo para a solugao

externa.
{2)Tamanho dos pelleis | ;;-3_5459? .
(1)Teor de dgar-agar - -2 53191
12 2481391
23 -1, 54027
(3)Forca lénica 1,533834
13 -1,47049
p=0.,056 .
Valor absoluto de t

Figura 12. Grafico de Pareto de efeitos e significancias para o planejamento fatorial 22 para

liberacdo de Cu (I1)-EDTA a partir da matriz agar relacionado a constante cinética (k).

A constante cinética k1 variou de 0,0567 e 0,0242 mg L' min-! para pellets
com arestas de 5 mm para 0,0110 e 0,0107 mg L' min-" pellets com arestas de
15 mm, para teor de agar de 1 e 5%, respectivamente.

O tempo de meia-vida, que é o tempo necessario para liberacdo da
metade da concentracado de saturacao foi calculado de acordo com Equacéo 7.
Esse parametro variou desde valores abaixo de 28 min para pellets de 5 mm

para cerca de 103 min, para pellets de 15 mm.

_de_dl4A-a-B)e™]

dt dt

L2
k \(a—b)

=—(a—b)e™ Eq. (7)

fa

e, portanto, proporcional ao tamanho do pellet. A Tabela 6 mostra os
valores da constante cinética k e tempo de meia-vida para todos os
experimentos. O tempo de meio-vida, sendo assim, sera inversamente

proporcional ao fator k
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Tabela 6. Valores de k e tempo de meia-vida para os ensaios de liberacao de
Cu (I)-EDTA a partir da matriz agar

Teor de agar  Arestas dos Forga ibnica k Tempo de
I(Y%om/v) pellets /mm  externa /(mol L') /(mg min') meia-vida/min
1 5 0 0,0566 27,7
1 5 1 0,1443 10,5
1 15 0 0,0110 105,0
1 15 1 0,0121 108,7
5 5 0 0,0242 38,2
5 5 1 0,0273 30,0
5 15 0 0,0107 69,0
5 15 1 0,0094 47,5
3 10 0,5 0,0159 75,8
3 10 0,5 0,0153 63,4
3 10 0,5 0,0190 52,3

4. Conclusao

O comportamento de liberagado de Cu (II)-EDTA a partir da matriz agar foi
bem representado pelo modelo cinético difusional de Noyes-Whitney. Onde a
concentragdo no equilibrio foi influenciada pelo teor de agar e a constante
cinética influenciada pelo tamanho dos pellets, sendo que o processo apresentou
uma liberagdo maxima de 97% e nao foi influenciada pela forga ibnica da

solugao.
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CAPITULO 3. DETERMINAGAO DO GRAU DE RETICULAGAO DE
QUITOSANA

1. Introdugao

Biopolimeros isolados de organismos marinhos sdo uma classe
relativamente recente de adsorventes de baixo custo e benignos ao meio
ambiente. Dentre esses, o principal € a quitosana, obtida a partir da quitina, um
carboidrato polimérico semelhante a celulose, com a hidroxila na posi¢cao C-2
substituida por um grupo acetamido (VALENTINI et al., 2000).

A quitina esta presente no exoesqueleto de crustaceos, como caranguejos,
siris, lagostas e camardes, sendo uma fonte importante de biomassa nas regioes
litoraneas (TAJIK et al., 2008). Ela também existe em insetos, fungos, cogumelos
e minhocas (FRANCHETTI & MARCONATO, 2006); e €& o segundo
polissacarideo mais abundante na Terra, depois apenas da celulose (WEI et al.,
2008).

Embora haja um grande potencial na produgao pelo beneficiamento a partir
de subprodutos da industrializagdo de varios crustaceos que ocorre em grande
volume no litoral brasileiro, a quitina continua a ser um recurso subutilizado. A
quitina ndo tem interesse industrial devido a sua solubilizagdo em quase todos
solventes comuns (PILLAI et al., 2009; GONCALVES JUNIOR et al., 2010) e a
pela dificuldade em utilizar-se de modificagdes quimicas na sua molécula devido
a estrutura altamente cristalina, com fortes interagcdes por ligagdes de hidrogénio
intra e intermoleculares (SHIGEMASA et al., 1999).

A desacetilacdo alcalina da quitina, produz a quitosana (SPINELLI et al.,
2005). Durante esse processo, alguns grupamentos acetamido sé&o
transformados em grupos amino ao longo da cadeia polimérica (MARQUES
NETO, 2010). Ainda que a desacetilagdo também ocorra em meio acida, a forma
basica apresenta maior rendimento da desacetilagdo e a menor formacao de
subprodutos, sendo, entao, o processo mais utilizada (SPINELLI, 2005).

Os grupos funcionais hidroxila presentes no mondmero possibilita varias
reagdes, como O-acetilagcdo (RINAUDO, 2006) enquanto que a presenga de

grupos aminos na quitosana (Figura 13) é responsavel pela grande versatilidade
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da quitosana, pois possibilita varias modificagdes quimicas (WEI et al, 2008;
OYRTON et al, 1999). Devido ao comportamento acido-base de Bronsted desse
grupo (com pKa médio proximo a 6,5), a forma quimica protonada é catibnica, e
assim a quitosana é classificada como um polieletrdlito catidénico, um tipo de
polimero pouco encontrado nos polissacarideos naturais (WANG & CHEN;
2014).

OH OH OH

HO % Qo O--...

NH; NH, NHCOCH;

Figura 13. Estrutura quimica da quitosana (BEPPU et al., 1999).

A presencga dos grupos aminos protonados e ndo-protonados aumentam
a capacidade e a seletividade de adsorgao (LIU et al., 2002; JUSTI, 2006; ZHOU
et al, 2010; SPINELLI et al., 2005), por processos de troca-ibnica ou de
complexacao, respectivamente. De uma forma geral, a quitosana possui uma
grande capacidade de fixar moléculas, tais como os pesticidas, proteinas, metais
de transicao e outros compostos naturais (RHSXI et al, 2002).

A quitosana nao é tdxica para seres humanos e tem sido propostas
inumeras aplicacbes em varios campos, incluindo biomédicos, farmacéuticos e
microbiolégicos (WANG & CHEN, 2014). Propriedades como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, viscosidade, dentre outros, permite seu uso em varias
aplicagées como matriz polimérica (FELT, 1999; ZHOUA et al., 2009; WEI et al.,
2008; WANG & CHEN, 2014). Também tem sido; sendo utilizado como
membranas de didlise e anticoagulantes de sangue e em programas de perda
de peso (FRANCHETTI & MARCONATO, 2006; COSTA JR et al., 2009; GENTA
etal., 1998; JAMEELA & JAYAKRISHNAN, 1995).

Além disso, os processos de adsorcao utilizando adsorventes naturais €
uma forma promissora, economicamente viavel e apresenta bons resultados,
oferecendo uma alternativa de aproveitamento destes materiais e reduzindo o

impacto ambiental de seu descarte (LUCENA et al., 2012).
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Uma forma de utilizagdo para quitosana é na forma de granulos ou
microesferas, devido a area superficial, resisténcia mecanica e porosidade
(VARMA et al., 2004). A preparacao de microesferas € uma estratégia para
aumentar a capacidade de adsorgao da quitosana, uma vez que as microesferas
possuem uma area superficial cerca de 100 vezes maior do que a quitosana em
flocos, além de apresentar cinéticas de adsor¢gao mais rapidas (AZEVEDO et al.,
2007). Essas microparticulas sdo amplamente utilizadas em liberagdo de drogas,
principalmente quando é do interesse uma liberagdo prolongada do farmaco
(KYOKO et al., 2005; SHU et al., 2001; VASCONCELLOS et al., 2011). O uso
também €& motivado pelo fato de que os grupos amino da quitosana sao
facilmente degradada em produtos nao-toxicos por enzimas (BAYOMI et al.,
1998; GUPTA & JABRAIL, 2006), tornando-a um polimero inerte como a celulose
ou amido.

A utilizagao de ligagao cruzada em polimeros (crosslinking) € um dos
métodos mais comuns e bem-sucedidos para adequar as propriedades desses
polimeros a necessidades especificas. Reticulantes sdo moléculas de massa
molar muito menor que o da cadeia principal polimérica e possuem, no minimo,
dois grupos funcionais reativos que possibilita a formagao das liga¢des cruzadas
entre as cadeias (KLUG et al., 1998; WU et al., 2004).

Na quitosana, a reticulacao pode ser realizada com diferentes compostos
através dos grupos funcionais presentes em sua estrutura, tais como o
glutaraldeido (VASCONCELLOS et al., 2011), glioxal (YANG et al., 2005) e
citrato (SHU et al., 2001) através do grupos aminos; e epicloridrina (TORRES et
al., 2005) e carbodiimida (OLIVEIRA & VIEIRA, 2006) através dos grupos
hidroxilas. O glutaraldeido e o glioxal, por apresentarem dois grupos aldeidos,
fazem a reticulagao pela formacao de bases de Schiff, por uma reagao simples
e barata e conveniente para ligantes sensiveis a pH alcalino (BEPPU et al.,
2007). Além disso, a formagao de ligacdo covalente entre o grupo amino da
quitosana e o grupo aldeido terminal do glutaraldeido é irreversivel e resiste a
extremos de pH e temperatura (GONSALVES et al., 2011).

Na Figura 14 é apresentado um trecho de duas cadeias; de quitosana
reticuladas pelo glutaraldeido. (ATIA, 2005; BERGER et al., 2004; BEPPU et al.,
1999; GENTA et al., 1998).
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Figura 14. Reticulagéo entre duas cadeias de quitosana usando glutaraldeido. (VIEIRA, 2008).

E muito importante o controle da reticulacdo, pois, como ja descrito, varias
propriedade da quitosana sdo fungao do seu grau de reticulagdo, como por
exemplo, resisténcia mecanica, porosidade, capacidade de troca i6nica ou de
complexacao, etc.

Existem diversas metodologias empregadas para se determinar o numero de
grupos aminos disponiveis, como RMN (JANEGITZ et al., 2007; ALVARENGA
et al.,, 2010), titulagdo condutométrica (GINANI et al., 1999, LAUS et al., 2006;
GONCALVES Jr. et al., 2010), titulacdo turbidimétrica (SHU et al, 2001),
titulacao potenciométrica (GUPTA & JABRAIL, 2007; VALENTINI et al., 2000,
VIEIRA & BEPPU, 2006), consumo de glutaraldeido (JUANG et al., 2007). O uso
da espectroscopia no infravermelho (MONTEIRO JR. & AIROLDI, 1999) tem sido
feita apenas como método qualitativo para observar a formacao de ligagdes
cruzadas.

Assim, o objetivo dessa etapa do trabalho foi o desenvolvimento de um
método quantitativo para determinacdo do grau de reticulagdo a partir da

espectrofotometria no infravermelho médio, usando a estratégia proposta por
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SANTOS, 2006. Para comparagéo, o grau de reticulagdo também foi
determinado por titulagdo potenciométrica (JANEGITZ et al., 2007), e pelo
consumo de glutaraldeido (JUANG et al., 2007).

2. Materiais e métodos
2.1. Solugoes
Todas as solugdes foram preparadas em agua destilada. Foram utilizadas

micropipetas de volume variavel de 100 yL a 10 mL (LabMate Soft).

2.1.1. Solugéo acido acético
As solugdes estoque de acido acético 5% (v/v) foram preparadas a partir
do acido acético glacial (Isofar) e padronizadas com NaOH (Sigma) previamente

padronizado. As solug¢des foram armazenadas em frasco de vidro ambar.

2.1.2. Solugéo hidroxido de sodio

A solugao estoque de NaOH (Sigma) 0,01 mol L foi preparada a partir da
dissolugao de 0,1 g de NaOH em agua, completando-se o volume para 250 mL.
A solugdo estoque de NaOH 1 mol L' foi preparada a partir da dissolugdo de 40
g de NaOH em agua, completando-se o volume para 1000 mL.

As solugdes foi padronizadas com ftalato acido de potassio (Vetec). O
ftalato acido de potassio foi previamente seco a 105 ° C por 2 h e mantido em
dessecador até o momento de uso. A solucdo de hidroxido de sodio foi

armazenada em frasco de plastico e mantida a temperatura ambiente.

2.1.3. Solugéo acido cloridrico
A solugéo estoque de HCI (Sigma 36,5 %) 0,02 mol L' foi preparada a
partir da dissolugao de 0,42 mL de HCI em agua, completando-se o volume para
250 mL. A solugdo foi padronizada com hidréxido de sédio (previamente
padronizado ftalato acido de potassio). A solugdo de acido cloridrico foi

armazenada em frasco de plastico e mantida a temperatura ambiente.
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2.1.4. Solugbes de glutaraldeido

As solugdes de glutaraldeido (Aldrich 25%) de 12,6; 31,5; 63; 315 e 630 mmol
L-' foram preparada a partir da dissolugéo de 6,3.10%; 0,13; 0,25; 1,26; 2,52 mL
de glutaraldeido em agua, completando-se o volume para 100 mL. As demais

concentragdes foram feitas pela diluigdo da solugdo de 630 mmol L.

2.2. Esferas de quitosana

As esferas de quitosana foram preparadas conforme a descrito por
MARQUES NETO et al. (2013) a partir de uma solugao de quitosana 4% (m/v).
Sendo assim, 10 g de quitosana comercial (Aldrich) foram dissolvidos em 240 ml
de acido acético (Isofar, 18 mol L-') 5 % (v/v). O gel formado ficou em repouso
por 48 horas a 4°C. Ap0s este periodo a mistura foi gotejada, com auxilio de uma
bomba peristaltica (Ismatec, IPC8), na vazédo de 0,5 mL min-' sobre 500 mL de
solugdo de NaOH (Vetec) 1 mol L' sob agitagdo, ocorrendo a formagdo das
esferas. As esferas permaneceram em contato por 30 minutos com a solugéo de
NaOH apds o gotejamento. Decorrido este tempo as esferas foram lavadas com
agua destilada até a agua de lavagem apresentar um valor de pH de

aproximadamente 7,0; medido com auxilio de pHmetro (Digimed).

2.3. Reticulagao das esferas de quitosana com glutaraldeido
O processo de reticulacdo foi realizado com 100 mL de solugcdo de
glutaraldeido em concentragées de 12,6; 31,5; 63; 315 e 630 mmol L', na
presenca de quitosana umida (referente a 4 g de quitosana seca) mantida em
agitacdo mecanica em frascos de polietileno de 250 mL a 200 rpm por 1 hora.
As esferas produzidas foram lavadas com agua destiladas e levadas a estuda a
60° C por 5 horas.

2.4. Determinacdo do grau de reticulagdo por titulagao
potenciométrica

A determinagéo do grau de reticulagéo foi realizada através de titulagéo

potenciométrica, empregando um pHmetro (Digimed/ DN20). O pHmetro com

eletrodo combinado de vidro (utilizando KCI 3,0 mol L' como ponte salina) foi
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calibrado semanalmente com solug¢des padrao de pH (Digimed) em valores de
4,0 e de 7,0.

Adicionou-se 50 mL de solugdo de HCI (0,02 mol L") a 100 mg de
quitosana seca e triturada (com auxilio de pistilo e graal de agata), deixando em
repouso por 48 horas. Em seguida, titulou-se com auxilio de micropipetas de 10
e 1 mL a solugao resultante com NaOH (0,01 mol L") padronizado, com intervalo
de tempo de 2 minutos (BEPPU et al., 2007).

1.1. Determinagado do grau de reticulagao baseado no consumo de

glutaraldeido

Foi obtido um espectro de absor¢ao para a solugao de glutaraldeido, na
faixa de comprimento de onda de 200-700 nm, utilizando um espectrofotdmetro
diode array Agilent 8453. Aliquotas de solucao de glutaraldeido foram analisadas
antes e apos a reticulagao das esferas de quitosana em um espectrofotdmetro
de feixe duplo (Cirrus 80ST, Femto), para determinagdo do consumo de

glutaraldeido.

2.5. Determinagao semiquantitativa do grau de reticulagao por FT-IR
Para produgcao das pastilhas de massa aproximada de 200 mg, foram
pesadas 2 mg de quitosana e misturada a 198 mg de KBr, sendo o processo
realizado o mais rapido possivel. O KBr foi mantido no dessecador até o uso. A
espessura das pastilhas foi determinada com auxilio de um paquimetro digital
(Mitoyo). Para as medidas espectrofotométricas no infravermelho, utilizou-se o
espectrofotdmetro de infravermelho Varian 660 — IR, no modo de transmissao,

na regido de 400 a 4000 cm- ', com 16 varreduras e resolugéo 4 cm'.

3. Resultados e discussao

3.1. Titulagao Potenciométrica
A adigdo um numero de mols conhecido de acido cloridrico a solugéo
contendo as esferas de quitosana trituradas permitiu a protonacao total dos
grupos aminicos da quitosana, apos 48 horas de repouso. Assim, na curva de

titulagcao potenciométrica, o primeiro volume de equivaléncia se refere ao numero
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de mols de protons livres e a diferenga de volume entre o primeiro e segundo
ponto de inflexdo é proporcional ao numero de protons dos grupos aminicos

consumidos da quitosana.
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Figura 15. Curva de titulagdo de 100,0 £ 0,5 mg de quitosana com NaOH 8,8 mmol L-".

Esferas de quitosana (A) sem reticulagéo e (B) com reticulagéo por glutaraldeido 31,5 mmol L.

Para obter os pontos de equivaléncia, foi aplicado um modelo de
regressao nao-linear de Lorentz apds aplicar a primeira derivada numeérica da
curva de titulacdo, conforme mostrado na Figura 16. Foi utilizado o valor central
do pico de Lorentz, estimado pelo modelo (OLIVEIRA et al., 2015; LELES, 1992).
Esse procedimento auxilia na determinacdo mais precisa do volume de

equivaléncia.

Derivada primeira
Derivada primeira

] 20 40 a0 80 100 120 140 160

T T
] 20 ] B0 100 120 140 160
Volume médio /mL

Volume médio /ml

Figura 16. Determinagdo do ponto de equivaléncia pelo método da 1° derivada com ajuste de
Lorentz para: (A) quitosana ndo reticulada e (B), com quitosana reticulada com concentragéo

de glutaraldeido de 63 mmol L'
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A Tabela 7 mostra os volumes de NaOH do primeiro e segundo pontos de
equivaléncia, obtidos para as titulacbes de quitosana reticuladas com diferentes

concentragdes de glutaraldeido.

Tabela 7. Volumes de equivaléncia (V1 e V2) na titulagdo potenciométrica de
100,0 + 0,5 mg de esferas de quitosana com NaOH 8,8 mmol L', obtido pelo
modelo de Lorentz, a diferenga nos volumes do 1° e 2° pontos de equivaléncia

(AV) e a dosagem de grupos aminos livres (-NH2) por massa de quitosana.

Concentragao de V1 V2 AV  Dosagem - NH;
Glutaraldeido /mmol L"  /mL  /mL  /mL /(mmol/g)

0 50,6 113,11 62,5 5,50
12,6 78,5 102,0 23,5 2,07
31,5 72,7 87,8 17,7 1,56

63 67,7 854 151 1,33
315 76,8 90,3 13,5 1,19
630 66,4 80,4 14,0 1,23

E esperado que, quanto maior o grau de reticulacdo da esfera de
quitosana menor sera o volume de NaOH consumido, isso ocorre devido a
formacao das bases Schiff na presencga de glutaraldeido, formando pontes entre
as cadeias de quitosana, bloqueando os grupos aminos protonaveis.

Além disso, a quitosana nao reticulada contém grupos amidicos (aminas
acetiladas) residuais do processo de desacetilagdo da quitina. Considerando que
a quitosana totalmente desacetilada seria formada apenas por monémeros
contendo um grupo amino (sendo a massa molar do monémero igual a 161,16
g mol"), haveriam 6,20 mmol de grupos aminos por grama de quitosana
totalmente desacetilada e portanto, a partir do numero de mols de amina na
quitosana nao-reticulada, determinada pela titulagao potenciométrica (Tabela 2),
0 seu grau de desacetilacdo (GD) é igual a 88,6%. Costa Jr. et al. (2008)
encontrou o valor de 76% para o GD utilizando do mesmo procedimento.

Uma vez que o grau médio de reticulagdo (GR) é definido como o numero
de grupos amino em relagao as bases de Schiff da cadeia polimérica formadas
com a reticulacao, seu valor foi calculado a partir da Equagao 11, que considera
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a relacao entre o numero de mols de grupos amino determinados na quitosana
reticulada e na nao-reticulada, e que representa o numero de mol maximo de

grupos aminos livres.

(AVVR — AVR)
= AVNR

GR .100 Eq.(8)

Onde AVNRe AVR é o volume de NaOH gasto entre a primeira e a segunda
inflexdo da curva de titulagdo para, respectivamente, as esferas de quitosana
nao reticulada e reticulada em determinada concentragao de glutaraldeido.

Na Figura 17 sédo apresentados o grau de reticulagdo das esferas em
funcdo da concentragdao de glutaraldeido utilizando para a reagao de Schiff.
Pode—se observar que o grau de reticulagdo aumenta gradualmente até
estabilizar em cerca de 80% de reticulagdo, a partir da concentracado 63,0
mol L-".

Este resultado sugere que ha impedimentos estéricos para a formacgao de
mais ligacbes cruzadas nas esferas. Baseado na estequiometria entre o
glutaraldeido e os grupos aminos da quitosana, e no numero de mols de grupos
aminos na quitosana nao-reticulada (Tabela 2) seriam necessarios 2,75 mmol de
glutaraldeido para cada grama de quitosana, e portanto, a concentragcdo de
glutaraldeido em 100 mL de solugao necessaria para reticular 4g de quitosana

seria igual a 110 mmol L.
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Figura 17. Grau de reticulagdo das esferas de quitosana determinado por titulagéo
potenciométrica em func¢éo da concentracéo de glutaraldeido adicionado.
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O aspecto das esferas de quitosana, nao reticuladas e reticuladas com
glutaraldeido 12,6 e 630 mmol L', vistas a olho nu sdo apresentadas na Figura
18.

(A) (B) ()
Figura 18. Aspecto das esferas imidas de quitosana. (A) ndo reticulada e reticulada em

concentragdes de glutaraldeido: (B) 12,6 mmol L' e (C) 630 mmol L.

A cor de substancias organicas ¢é atribuida as ligacdes insaturadas, sendo a
estrutura quimica da molécula que determina a cor de um composto. (LINS,
2012). A variagéo da cor, evidencia a modificagcado estrutural acontecida com a
reticulacdo, onde as esferas apresentam uma coloracdo amarronzada, com o

aumento do grau de reticulagao.

3.2. Determinagao de glutaraldeido

A fim de confirmar o grau de reticulagdo da quitosana, foi determinada a
concentracao do glutaraldeido antes e apds a reticulagdo da quitosana. Para
tanto, foi utilizado um método espectrofotométrico direto, uma vez que o
glutaraldeido apresenta absortividade molar suficiente.

Os espectros de absorg¢ao nas regides do ultravioleta e do visivel (UV-Vis)
das solugbes de glutaraldeido em concentragées de 1 a 100 mmol L', sdo

apresentados na Figura 19, sendo o pH mantido em cerca de 3,8.
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Figura 19. Espectros de absorgdo molecular no UV-visivel de solu¢des de glutaraldeido. A seta

mostra o sentido do aumento da concentragéo de glutaraldeido.

O comprimento de onda de maxima absorbancia para o glutaraldeido foi 234
nm. Esse valor também foi obtido por JUANG et al. (2002), ao verificar a
reticulacdo de glutaraldeido no equilibrio em esferas de quitosana. As curvas
analiticas foram construidas em dois comprimentos de onda, em 234 e 298 nm.

A curva analitica para o glutaraldeido, obtida em 234 nm para a faixa de

concentragdo até 25 mmol L' é apresentada na Figura 20.
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Figura 20. Curva analitica para o glutaraldeido obtida em 234 nm.
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O modelo de regressao linear obtido para a curva analitica em 234 nm é
apresentado na Equacéo 9. O coeficiente de determinagéo (R?) obtido foi 0,9990

e o desvio padrao do residuo igual a 0,025.
A = (0,011 + 0,019) + (0,0881 + 0,0012).c/(mmol L")  Eq.(9)
Os limites de detecgdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram calculados a

partir do estimativa do desvio padrdao do branco (sb) e da sensibilidade (S),

obtidos pelo modelo de regresséo linear (Eq. 9).

Sp
LD = 3,3—
S
Sp
LD =10—
S

Os valores obtidos foram 0,70 e 2,10 mmol L', respectivamente. Dessa
maneira, a curva analitica nesse comprimento de onda apresentou uma faixa
analitica de 2,1 a 25 mmol L.

Entretanto, houve a necessidade de troca de equipamento, com isso foi
utilizado o comprimento de onda de 298 nm, utilizando o espectrofotdmetro

Cirrus Femto. A curva analitica no comprimento de onda de 298 nm (Figura 21).
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Figura 21. Curva analitica para o glutaraldeido obtida em 298 nm.
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O modelo de regressao linear obtido para a curva analitica em 234 nm é
apresentado na Equagdo 10. O coeficiente de determinagdo (R?) obtido foi

0,9982 e o desvio padrao dos residuos igual a 0,011.

A = (=0,011 + 0,0054) + (0,0081 + 0,00013).c/(mmol L™Y)  Eq.(10)

Os valores de LOD e LOQ foram iguais a 2,0 mmol L' e 6,6 mmol L,
respectivamente e a faixa analitica foi de 6,6 mmol L' a 25 mmol L.

Segundo GUPTA & JABRAIL (2006) a reticulagdo da quitosana € dependente
do pH sendo a reacdo de formacado das bases de Schiff favorecida em pH
levemente acido ou neutro, para evitar a protonagdo da amina presente na
estrutura da quitosana. Os valores da absorbancia e da concentragao anterior e
posterior a reticulagdo, bem como os valores do pH da solug¢ao de glutaraldeido

na concentragdo de 12,6 a 630 mmol L-! sdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Absorbancia e concentragédo de glutaraldeido antes (Ca) e apds (Cp)

a reticulacao de 4 g de esferas de quitosana

C glutaraldeido pH C (antes) C (depois) %GR
/(mmol L) /(mmol L) / (mmol L)
12,6 4,5 9,2 2,2 6,4
31,5 4,2 24,9 19,3 51
63 3,9 59,1 48,4 9,7
315 3,4 467,5 338,2 118
630 3,3 719,8 491,3 208

Para o calculo do grau de reticulagao médio (GR) foi utilizada a Equacao 11:

(¢ —¢C).v.2

GR = Eq.(11)

Ntesrico

Onde GR ¢ o grau de reticulacao, Cré a concentracao final de glutaraldeido apos
a reticulagao, Ci a concentracao inicial de glutaraldeido antes da reticulagao, V é
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0 volume da solug¢ado de glutaraldeido usado na reticulagéo e niesrico € 0 NUMero
de mols de glutaraldeido que reagiria se a condi¢do estequiométrica fosse
atingida e foi calculado a partir do numero de mols de grupos aminicos presentes

na quitosana, obtido pela titulagdo da quitosana nao reticulada (Equagao 12).

NR
_AVNR Crgon o (12
Ntesrico = -mreticulagéo CI-( )
mtitula;éo

A Figura 22 mostra os diferentes graus de reticulacdo das esferas de
quitosana de acordo com a concentracdo de glutaraldeido. Observa-se que
acima de 63 mmol L' de glutaraldeido no meio, o consumo de glutaraldeido foi
muito superior ao valor tedrico necessario para a reticulacéo total da quitosana,
sugerindo ou sua degradacgao ou adsorgao na quitosana. Dessa maneira, 0 Uso
da concentracéao residual de glutaraldeido nao foi adequado para a avaliacéo da

reticulacdo da quitosana.
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Figura 22. Grau de reticulacdo das esferas de quitosana baseado no consumo de glutaraldeido.
TORRES et al. (2005) ressalta que com um alto grau de reticulagédo as
moléculas bifuncionais do glutaraldeido ndo tém necessariamente ambos os

grupos aldeidicos ligados a quitosana e aldeidos podem estar disponiveis na

matriz final reticulada.
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3.3. Método semiquantitativo por espectrofotometria no

infravermelho

Foi estudada a possibilidade de determinar o grau de reticulagdo nas esferas
de quitosana utilizando a espectrofotometria FT-IR. Em tese, isso € possivel,
devido a Lei de Beer-Lambert-Bouger (ou Lei de Beer). Entretanto essa técnica
tem sido aplicada apenas para identicar a presenca de grupos funcionais
(SANTOS. 2007).

Na Figura 23 sao apresentados os espectros puros de absorgdo no FT-IR de
massas de quitosana reticuladas com diferentes quantidades de glutaraldeido e
dispersas em brometo de potassio, ou seja, sem nenhum tratamento matematico
além daquele usualmente realizado durante a coleta dos espectros no

instrumento analitico.

I Ommol L™

— 12fmmell”

100

31,5 mmol L™

63 mmol L™

315 mmol L
630 mmol L™

80 -

Transmitancia

0
! T ! T ! T ! T T T ! T ! T
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Numero de onda /cm-!
Figura 23. Espectros de FT-IR de transmitancia de quitosana com diferentes graus de

reticulagéo.

Observa-se uma grande variagao na linha de base, dificultando observar
os comprimentos de onda em que tenha havido variacdo na absorcéo devido a

variagao no grau de reticulagado da quitosana.
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Considerando que, em cada numero de onda possa ser considerada a
aditividade da absorbancia, assim como a Lei de Beer, pode-se considerar a

Equacao 13 valida.

Al = S)Lbe + (Bl + Ll) Eq (13)

onde & € absortividade molar em um dado comprimento de onda (), b, o
caminho Optico, que, neste método € a espessura da pastilha, medida com
paquimetro e ¢, a concentragao de grupos presentes na quitosana reticulada e
f, um fator de dilui¢do, que considera a razdo entre as massas de quitosana e de
brometo de potassio utilizados no preparo das pastilhas. O termo B; se refere ao
branco devido a absor¢éo de outras ligagdes naquele comprimento de onda,
enquanto que L. se refere a elevagdo da linha de base devido a fatores
vinculados ao instrumento analitico.

Entretanto, no caso da espectrofotometria inversa, ou seja, quando ha a
diminuicdo da concentragdo de um grupo absorvedor da radiagéo, a Equagao 19

pode ser reescrita (Eq. 14),

Ay =¢&(c, —ro)bf + (B3 +L3) =
A= (—&rbf)c+ (By+ L) Eq.(14)

onde ¢, é a concentragéo inicial do grupo absorvedor e r, a razdo molar entre a
concentracao de glutaraldeido e o grupo absorvedor de radiacdo. Observar-se
que a equacao geral se mantém, porém a sensibilidade analitica € negativa para
0 caso da espectrofotometria inversa.

Assim, a partir da Equacédo 14, obteve-se uma absorbéancia corrigida

(Azcom), que expressa a absortividade molar e a concentragao (Eq. 15).

Ay =2 —1og(%T)

Ay - 1L B
AT == = st Eq. (15)

42



Os valores da linha base (L.) foram arbitrariamente selecionados,
considerando-se principalmente os vales observados nos espectros. Na Figura
24 é apresentado a familia de espectros para a linha base corrigida (L)

utilizando-se a absorbancia no niumero de onda igual a 853,7 cm™.
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Figura 24. Comportamento da Absorbancia corrigida no FT-IR para quitosana, com diferentes
graus de reticulagédo, em fungdo do nimero de onda, usando o nimero de onda 853,7 cm™"

como referéncia.

Através da Figura 24 observar-se a diminuicdo da intensidade da banda
da amina alifatica na regido de 1100 cm, indicando uma ligagdo com
glutaraldeido, formando uma imina, que é caracterizada pelo pico em 1655 cm-
1, assim como é visto em TORRES et al. (2005) na caracterizagdo de quitosana
modificada quimicamente com glutaraldeido. O alargamento na banda de 3200
a 3600 cm™ ¢ atribuida ao estiramento do OH (hidroxila) (COSTA JR et al, 2008).

Para avaliar o numero de onda mais adequado para a determinagcdo do
grau de reticulacao, foi aplicado um modelo de regressao linear da absortividade
corrigida e o grau de reticulagdo, obtendo-se assim uma curva analitica para
cada numero de onda. O comportamento da sensibilidade analitica €

apresentado na Figura 25. A existéncia de sensibilidade analitica negativa indica
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a diminuicdo da presenga de um grupo quimico a medida que aumenta a
concentragcdo de um reagente qualquer, portanto, uma espectrofotometria
inversa. A reticulagdo quimica da quitosana com o glutaraldeido ocorre entre o
nitrogénio do grupo amino (-NH2) com o carbono do aldeido, o qual desloca o
oxigénio do aldeido levando a perda da molécula de agua formando assim a
ligacao C=N, base de Schiff ROKHADE et al, 2007).
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Figura 25. Comportamento da sensibilidade analitica para cada niumero de onda

Os valores absolutos mais elevados de sensibilidade analitica sao, a
priori, mais convenientes para o desenvolvimento de um método analitico.
Entretanto, a qualidade do ajuste do modelo de regressao pode ser considerado
ainda mais importante. Para a avaliagdo da qualidade do ajuste do modelo
considerando todos os numeros de onda, foi considerado e também o maior valor

para a fungédo N9 (Equacao 16).

N9 = —log(1 — R?) Eq.(16)

A funcdo N9 permite avaliar melhor o numero de onda onde ha melhor
ajuste do modelo linear. Como os valores de R? considerados adequados estdo

acima de 0,9, é usual descrevé-los em relagcado ao “numero de noves” existentes
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no R2. Assim, para R? igual a 0,99, ha dois noves, em 0,9999, quatro noves, etc.
A funcéo N9 fornece o “nimero de noves” do coeficiente de determinacéo. E
importante lembrar que o desvio padrao dos residuos também permitiria a avaliar
ess parametro adequadamente.

Ainda que a maior sensibilidade analitica seja observada em 1071,6 cm-’
(N9 igual a 2,48, ou seja, R? igual a 0,996), em 1085 cm™' ha o maior nimero de
noves (fungdo N9 igual a 3,41, ou seja R? igual a 0,9996), como se vé na Figura
26. Vale lembrar que as aminas alifaticas apresentam pico inverso na regiao de
1070 a 1100 cm™! (BEPPU et al., 1999)

fungdo N9
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Figura 26. Comportamento da fungdo N9 para cada nimero de onda

Na Figura 27 sao apresentadas as curvas analiticas para os dois numeros
de onda. Pode-se observar o melhor ajuste em 1085 cm™' pelos graficos de
residuos apresentados no inserto da Figura 27. O modelo de regressao da curva

analitica é apresentado na Equagao 17.
AT = (105,6 + 1,2) — (0,99 + 0,018). %GR Eq(17)

O desvio padrao dos residuos foi igual a 1,0%, o LOD, igual a 3,2% de
reticulagdo e LOQ igual a 10,4% de reticulagdo. Assim, a faixa analitica deve

estar entre 10,4% e 80,0%.
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Figura 27. Curva analitica do grau de reticulacdo pelo método semiquantitativo FT-IR no
ndmero de onda (A) 1085 cm'e (O) 1078 cm-'.

Com o procedimento, foi possivel obter um método quantitativo para a
determinacao do grau de reticulagédo da quitosana, sendo muito pratico, uma vez
que esse valor € obtido a partir da medida de absorbancia no FT-IR a partir de

uma pastilha de brometo de potassio contendo a amostra.

4. Conclusao

Foi proposto um método para determinagcdo do grau de reticulagao pelo
método quantitativo por infravermelho (FT-IR). O método apresentou uma curva
analitica linear entre 10,8 e 80% de reticulagdo, com um desvio padrao relativo

de 1% de reticulacao.

A quantificagao direta de glutaraldeido residual ndo apresentou correlagao
com o método potenciométrico, podendo estar havendo também a adsor¢éo do
glutaraldeido na matriz de quitosana, ou mesmo sua degradacgao.

O grau médio de reticulagao das esferas de quitosana para concentragoes
de concentragdo de glutaraldeido de superiores a 63,0 mmol L foi possivel

bloquear mais de 80% dos grupos aminos disponiveis na quitosana.
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CAPITULO 4. LIBERAGAO CONTROLADA DE Cu(ll)-EDTA A PARTIR DA
MATRIZ QUITOSANA

1. Introdugao

A adsorc¢ao € uma interagcado que envolve o contato de um soluto presente
em uma fase liquida ou gasosa (adsorvato) com a superficie de uma fase sélida
(adsorvente), com o objetivo de reter (usualmente de maneira seletiva) uma ou
mais espécies de adsorvatos (VIEIRA et al., 1999). De uma forma geral os
mecanismos de interagao adsorvato/adsorvente pode ser quimicos ou fisicos
(VOLESKY, 2001). A energia da interacdo adsorvato/adsorvente alta indica uma
quimiossorgéo, prevalecendo mecanismos como complexacdo e formacao de
ligagcbes covalentes. Por outro lado, energia de ligagao menor indica interagbes
intermoleculares, tais como interacao eletrostatica ou forca de van der Waals
(JORDAO et al., 2000). A adsorcdo se difere da absorgdo, pois na absorcéo
acontece um acumulo da substéncia absorvida em todo o volume do absorvente
enquanto que na adsor¢cao o fenbmeno ocorre na superficie do adsorvente
(PINO, 2005) (Figura 28)

Sorvente
Absorvato O O
: O O Sorvato
Absorvente Adsorvato Adsorvente

Figura 28. Diagrama esquematico da diferenca entre os processos de absorgéo e de

adsorcao.

Devido ao alto custo de adsorventes como carvao ativado, ha um
empenho em encontrar materiais de baixo custo, que estejam disponiveis em

grandes quantidades e nas proximidades do local em que sera aplicado, que
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possua a capacidade de interagir com o adsorvato em solugao aquosa (BRASIL
etal., 2007). Assim o uso de adsorventes naturais é considerado uma alternativa
promissora ao uso de adsorventes sintéticos (BAILEY et al., 1999). Por exempilo,
Zimmermann et al. (2010) trabalhou com adsor¢do de Cr (VI) utilizando
quitosana reticulado com Fe; Cetinus et al. (2009) adsorveu Cu (Il) em esferas
de quitosana reticuladas com glutaraldeido, enquanto LAUS et al. (2006) utilizou
esferas de quitosana reticuladas com ftripolifosfato na adsorgcéo de Fe (lll) E
Mn(ll).

Os processos de adsorg¢ao e dessor¢ao sao influenciados por diversos
fatores tais como temperatura, pH, forca ibnica, concentracdo inicial do
adsorvato, massa do adsorvente e area superficial do adsorvente (BAILEY et al.,
1999). Sendo assim, o estudo do efeito desses fatores no processo de adsorgao
€ importante para uma melhor compreensao do mecanismo de remogao da
substancia de interesse por um adsorvente. A taxa de remoc¢ao do adsorvato da
solucdo depende da transferéncia de matéria e da velocidade que o sistema
atinge o equilibrio (AKSU & KUTSAL, 1998; SINHA et al., 2004).

Um outro fator importante € que o material que compde as particulas
produza metabolicos ndo-tdxicos e seja degradado facilmente, favorecendo o
uso de formulagdes obtidas a partir de polimeros biodegradaveis. Eles tém sido
extensivamente aplicados nas industrias alimenticia e farmacéutica para a
liberacdo de substancias ativas, como nutrientes, farmacos, aromas, dentre
outros (SILVA et al, 2010).

Embora o termo ‘encapsulacao’ tenha sido usado como sindnimo para a
formacgao de microcapsulas quanto de microesferas (DEPYPERE et al., 2003), a
microencapsulacdo é uma tecnologia de empacotamento com finas coberturas
poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso,
formando pequenas particulas denominadas microcapsulas, que podem liberar
seu conteudo sob velocidade e condicbes especificas (REBELLO, 2009). As
microesferas diferem das microcapsulas por apresentarem a mesma estrutura
interna e na superficie, o que nao acontece na encapsulagao. As esferas podem
ser divididas em dois grupos: aquelas nas quais o nucleo é nitidamente concen-

trado na regiao central, circundado por um filme definido e continuo do material
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de parede (ARSHADY, 1993), e aquelas nas quais o0 nucleo é uniformemente
disperso em uma matriz (REBELLO, 2009).

Em nutricdo de plantas, uma técnica alternativa de fertilizagdo consiste no
emprego de adubos com liberagdao controlada, principalmente para fontes de
nitrogénio, atingindo o sistema radicial das plantas mais lentamente (BOCKMAN
& OLFS, 1998). Essa caracteristica pode garantir a manutengdo de um
sincronismo entre a liberagéo de nutrientes ao longo do tempo e as necessidades
nutricionais, favorecendo o crescimento e desenvolvimento das plantas
(SERRANO et al., 2006).

A reticulagdo da matriz polimérica pode auxiliar no controle da liberagéo
controlada (SHU et al., 2001). A reticulagdo tem sido realizada com diversos
reagentes, tais como poli(acido acrilico) (JOSUE et al., 2000), epicloridrina
(OLIVEIRA & VIEIRA, 2006), glioxal (YANG et al., 2005), tripolifosfato (LAUS et
al., 2006) e glutaraldeido (JAMEELA & JAYAKRISHNAN, 1995; JUANG et al.,
2002; MARQUES NETO et al., 2013; LINS et al., 2014).

2. Materiais e Métodos
2.1. Solugoes
Todas as solugdes foram preparadas em agua destilada. Foram utilizadas

micropipetas de volume variavel de 100 yL a 10 mL (LabMate Soft).

2.1.1. Solugédo complexo de Cu (Il)-EDTA
O ion complexo de cobre (II) e EDTA foi preparado pela mistura direta na
relacdo molar de 1:1 de sulfato de cobre pentahidratado (CuS0O4.5H20, Impex) e
do sal dissddico de EDTA (Naz2H2EDTA, Vetec) com a solugdo estoque 63,5 mg
Cu L. As demais solugdes com diferentes concentragdes foram preparadas por

diluicao.

2.1.2. Solugdo Tampao Acetato 0,001 mol L
Foram diluidos 58 uL de acido acético em 900 mL de agua destilada,
ajustando-se o pH com NaOH 0,1 mol L, para pH 4 e 5,8. O volume foi

completado para 1000 mL.
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Para o estudo simultaneo do pH e forga ibnica houve a diluicdo de 58,5 g
de cloreto de sédio em 1000 mL de solugéo tampao, ocorrendo posterior ajuste
de pH. Esses procedimentos foram realizados mais de uma vez, ocorrendo a

mistura das solugdes em béquer de 5 L.

2.1.3. Solugdo Tampéo TRIS 0,001 mol L
Foram diluidos 0,1210 g de Tris(hidroximetil)aminometano em 900 mL de
agua destilada, o pH foi ajustado para 7,5 com HCI 0,1 mol L' e o volume
completado para 1000 mL. Para o estudo simultaneo do pH e forga ibnica houve
a diluicdo de 58,5 g de cloreto de sédio em 1 L de solugéo tamp&o, ocorrendo
posterior ajuste de pH. Esses procedimentos foram realizados mais de uma vez,

ocorrendo a mistura das solugdes em béquer de 5 L.

2.2. Liberagao controlada Cu (lI)-EDTA a partir de esferas de
quitosana

O estudo da liberagao do complexo foi realizado com a suspensao de 100

mg de esferas de quitosana (produzidas no item 2.2) em recipiente plastico com

100 mL de solugédo tamponada em pH 4; 5,8 e 7,5 com forga idnica 5, 75 e 150

mmol L' sob agitagdo mecanica de 200 rpm em mesa agitadora (Tecnal TE 420).

Aliquotas de 3 mL foram retiradas nos tempos 3, 24, 48, 60, 72 e 96 horas para

o estudo cinético e determinagao do tempo de equilibrio.

3. Resultados e discussao
3.1. Liberagao controlada de Cu (ll)-EDTA a partir da matriz quitosana
A influéncia de diversos parametros sobre a liberagao controlada do Cu
(IN-EDTA a partir da matriz da quitosana foi estudada com um planejamento
fatorial 24, com ponto central, para as variaveis forga i6nica e pH da solugao,
grau de reticulacado das esferas de quitosana e pH de adsorcéo. As condi¢oes

experimentais estdo descritas na Tabela 9.
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Tabela 9. Condigdes experimentais do Planejamento 24 para estudo da liberagao

de Cu (II)-EDTA a partir da matriz quitosana

Experimentos  Reticulagao pH Forca I6nica pH
/(mmol L) Adsorcdao Externa /(mmol L")  Externo
1 3,15 4 5 4,0
2 3,15 4 5 7,5
3 3,15 4 150 4,0
4 3,15 4 150 75
5 3,15 4 75 5,8
6 3,15 7,5 5 4,0
7 3,15 7,5 5 75
8 3,15 7,5 150 4,0
9 3,15 7,5 150 7,5
10 3,15 7,5 75 5,8
11 31,5 4 5 4,0
12 31,5 4 5 75
13 31,5 4 150 4,0
14 31,5 4 150 7,5
15 31,5 4 75 5,8
16 31,5 7,5 5 4,0
17 31,5 7,5 5 7,5
18 31,5 7,5 150 4,0
19 31,5 7,5 150 7,5
20 31,5 7,5 75 5,8

21 12,6 5,8 5 4,0
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22 12,6 5,8 5 7,5

23 12,6 5,8 150 4,0
24 12,6 5,8 150 7,5
25 12,6 5,8 75 5,8

Na Figura 29 s&o apresentados alguns perfis de liberagdo do complexo a
partir da quitosana. O valor inicial esta associado a uma quantidade de complexo
nao-adsorvido ou adsorvido na superficie externa, apresentando uma cinética
mais rapida que o complexo adsorvido. Esse periodo inicial € também chamado
de “burst’ (ZIMMERMANN et al., 2010)

5.0
4.5—-
40
3.5—-
3AO—-
2.5—-
2.0—-
1A5—.

1.0_' _\/

0.54

concentragdo /(mg Cu L '1)

0.0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Tempo/ h

Figura 29. Exemplos de perfis de liberagdo do complexo Cu (II)-EDTA a partir de quitosana
Experimentos ()1 (O)2 (A) 3 (V) 4 (4)5)

Pode-se também observar que em alguns experimentos, ha um intervalo
de tempo onde ndo ha liberagcdo aparente da espécie de interesse, chamado
tempo de retardo (ou lag-time) (LEITE, 2004). O perfil de liberagao apresenta um
padrao sigmoide, caracterizado por um tempo de retardamento seguido por uma
liberacao relativamente rapida da substancia (ZHANG et al., 2003). Na verdade,

esse periodo surge devido as baixas concentragdes no tempos de iniciais de
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liberagdo, comparadas ao LOQ do método de determinagao da concentracao de

cobre (Il) na solugéo.

Dessa maneira, foi feito um ajuste empirico de uma fungéao sigméide de
Boltzmann (Equacédo 19), que permite modelar o intervalo de tempo inicial (/ag-
time) e a concentragdo no equilibrio, Ceq, além de fornecer um parametro

associado a constante de velocidade, o fator p.

A — Ay

Al +_1 + 10(x0_x)p Eq(lg)

y:

Onde os termos A1, A2, Xo € p sdo parametros ajustaveis pelo modelo de
regressao nao-linear (obtido pelo OriginLab Origin 8.0). O termo Az é uma

estimativa da concentragao no equilibrio.

Para estimar o lag-time (tag) € 0 tempo para atingir o equilibrio (teq) foi
considerada a extrapolagdo de reta que passa pela regido de aumento da
concentragcéo de complexo no meio. O /lag-time se refere ao ponto de cruzamento
com patamar inferior (A1) e o tempo de equilibrio, o cruzamento com o patamar
superior (A2). Na Figura 30 é apresentada uma curva hipotética e as retas

utilizadas para o calculo do tiag € teq.

0.5
fcg =_‘h.',:_——5
0.5

Onde:

_ (08-102)

(%pg — Xp2)

1— oy
xi:P-EGQ( o )_xu
1

onde a1 € igual 0,2 para xo,2 € 0,8 para xo,s
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Figura 30. Curva hipotética do perfil observado para a liberagdo do complexo

O planejamento fatorial foi avaliado usando o lag-time como resposta.
Quanto maior o valor desse parametro, menor a velocidade de liberacdo do
complexo. Pelo Grafico de Pareto (Figura 31), o pH e a forga ibnica da solugéo
influenciam significativamente (a 95% de confianga), inclusive com um termo de
interagdo entre ambos. A diminuigdo desses parametros aumenta o lag-time.

Esse resultado sugere a troca idbnica como processo de imobilizagado do
complexo na superficie, pois com a diminui¢do do pH, aumenta a quantidade de
cargas da quitosana, que age como uma trocador anionico fraco. Além disso, o
aumento da forga ibnica, ou seja, aumento da concentragcao de eletrélitos na
solugdo, permite a troca-ibnica do complexo ligado a quitosana pelo cloreto.
Ainda que esses sejam processos de equilibrio, o sistema deve ser controlado
pela difusao dos prétons e cloretos a superficie da quitosana e do complexo para

a solugéo.
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Figura 31. Grafico de Pareto de efeitos e significAncias das variaveis estudadas no
planejamento fatorial 24 sobre o lag-time da liberagdo controlada do complexo Cu (Il)-EDTA a

partir da matriz quitosana.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura envolvendo liberacéo de
micronutrientes para plantas, contudo estudos que envolve liberagao controlada
de medicamentos a partir de matrizes poliméricas tem apresentado /ag-time.
Argin et al. (2014) estudou o uso do compadsito quitosana-xantana para liberagao
controlada de bactérias probidticas em condigbes gastrointestinais simuladas
(pH acido) e observou um /ag-time de 72 horas em agua deionizada e de 8 horas
para fluido intestinal simulado, destacando a importancia do estudo do pH para
o entendimento do fato ocorrido. Nunthanid et al. (2008) estudou o efeito do pH
na liberagdo de farmacos a partir de compdsitos de HPMC (Hidroxipropil
Metilcelulose) e quitosana-acetato, e observou o aumento do /ag-time com o

aumento do pH relacionando o ocorrido com a solubilidade da quitosana.

O tempo de equilibrio como resposta do planejamento fatorial ndo foi
significativamente influenciado, ao nivel de 95% de confianga, por nenhuma das

variaveis estudadas (Figura 32)

55



34 p -216641

{1}Reticulacio

-1,67616

{2)pH adsor¢do

1,470

(3F | -1.37605

14 b B44AT22

24 F -B7f2319

(4)pH Liberacio 460888

Z3F A129656

T2t 037764

13 F -100053

p=005

Valor estimadode t

Figura 32. Gréfico de Pareto de efeitos e significancias para o planejamento fatorial 24 para

liberagao de Cu (I1)-EDTA a partir da matriz quitosana relacionado ao tempo equilibrio.

Ao considerar a concentracdo no equilibrio como resposta do
planejamento fatorial, pode-se observar a influéncia principalmente do pH de
adsorcao, mas também da forga ibnica e do pH do meio (Figura 33). Além disso,
foram observados os efeitos sinérgico entre o pH de adsor¢do e o grau de
reticulagdo da quitosana e antagdnico entre o pH e forga ibnica do meio. Esse
efeito antagdnico entre o pH e a forga ibnica diminuiu os efeitos principais desses

parametros.

Esse planejamento mostrou a importancia do pH no processo de
adsorgao, pois, com a diminuigdo do pH, ha uma maior protonagédo dos grupos
amino, favorecendo o comportamento de trocador anidnico fraco da quitosana e

assim, permitindo a retengao de uma quantidade maior de complexo nas esferas.

O efeito observado do pH e da forga ibnica do meio corrobora o
comportamento observado em relagdo ao lag-time. Com o aumento do pH do
meio, diminui a quantidade de grupos catidnicos na quitosana, liberando uma

quantidade equivalente de complexo. Além disso, o aumento da concentragao
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de cloreto no meio permite uma maior troca ibnica com os complexos ainda

ligados a quitosana.

(2)pH adsorgao 1—15,1668 .
(Gl b 5,057387 ]
(4)pH Liberagédo } 4.328807
1*2 3,800574
3*4 -3,17523
23 t -2,43625
2%4 ¢ -2,43277
(1)Reticulagdo 21019618
1%4 1,346511
1*3 ¢ - 165739
p-ZU,DS

Valor Estimado de t

Figura 33. Grafico de Pareto de efeitos e significAncias para o planejamento fatorial 24
para liberagédo de Cu (l)-EDTA a partir da matriz quitosana relacionado a capacidade maxima

de liberagéo.

A relacdo entre o pH de adsorgéo e a reticulagéo sugere que a diminui¢ao
da reticulagdo também favorece a maior adsorcdo, pois mantém um numero
maior de grupos aminos, que so serao importantes na retengdo do complexo se
forem protonados. Como ocorrido em Juang et al. (2001), onde houve uma
diminuicdo da capacidade de adsorgao de cobre (II) em esferas de quitosana a

medida que aumentou o grau de reticulagdo com glutaraldeido.

4. Conclusao
A liberacdo do complexo Cu (II)-EDTA a partir da matriz quitosana
apresentou um /ag-time, que foi influenciado pelo pH e a forga ibnica da solugao,

e a interacao entre ambos. A saturacdo do meio foi influenciada pela forga i6nica
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externa, o pH durante a adsorcao do complexo e o pH durante a sua liberacéo,
bem como a interagéo entre o grau de reticulagédo da quitosana e pH de adsorc¢ao

e também a interac&o da forga ibnica e o pH de liberacgao.
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CAPITULO 5. CONCLUSAO GERAL E SUGESTOES PARA ETAPAS
FUTURAS

CONCLUSAO GERAL

Foi realizado o estudo da liberagdo do complexo de cobre (lI)-EDTA a partir
da matriz agar; avaliando a influéncia das variaveis forca ibnica, teor de agar e
tamanho dos pellets na liberagdo do complexo de cobre (I1)-EDTA utilizando-se
de planejamento fatorial. O modelo cinético que explicou a liberagdo do
complexo foi aquele de Noyes-Whitney, sugerindo um processo difusional.

A concentragao no equilibrio foi influenciada pelo teor de agar nos pellets e
a constante cinética influenciada pelo tamanho dos mesmos, sendo que o
processo apresentou uma liberagdo maxima de 97% e nao foi influenciada pela

forga ibnica da solugao.

Foi proposto um método para determinagdo do grau de reticulagdo da
quitosana no infravermelho médio com faixa analitica de 11% a 80%. Observou-
se também que a determinacdo do glutaraldeido residual ndo apresenta
correlagdo com o grau de reticulagdo podendo haver adsorgdo desse reagente
sobre a quitosana ou sua degradacéo.

A liberagdo do complexo de cobre (I1)-EDTA a partir da matriz quitosana
foi estudada com auxilio de um planejamento fatorial 24. Observou-se um lag-
time, que foi influenciado pelo pH e a forga iGnica da solugdo enquanto que a
concentracao de equilibrio do complexo foi influenciada pela forga ibnica externa,
pelo pH durante a adsorcao do complexo e o pH durante a sua liberacdo, bem
como a interagao entre o grau de reticulagéo da quitosana e pH de adsorgao e
também a interagao da forga ibnica e o pH de liberacéo.

Com base nos resultados encontrados, conclui-se que as matrizes
poliméricas agar e quitosana apresentam potencial na aplicagdo da liberagao

controlada do complexo de Cu(ll)-EDTA.
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SUGESTOES PARA ETAPAS FUTURAS

Para efetiva utilidade na aplicagdo em nutricao de plantas necessita ainda de
mais estudos que possibilitem verificar o emprego das matrizes poliméricas agar
e quitosana para disponibilizar cobre na quantidade necessaria para planta. Com

isso, destaca-se:

e Avaliar o comportamento do glutaraldeido residual na quitosana, visando
verificar a possivel adsorcéo e seu efeito sobre a adsor¢do dos adsorbatos
de interesse.

e Avaliagio da exatidao e repetibilidade do método de determinacéo de grau
de reticulagao por espectrofotometria no infravermelho médio.

o Estudo das estruturas das matrizes poliméricas com auxilio da microscopia
de varredura de elétrons visando explicar as alteragdes na liberagdo ao
modificar o teor de agar dos pellets e o grau de reticulacdo nas esferas de

quitosana.

e Estudo cinético e de equilibrio da adsorcdo de Cu-EDTA na matriz

quitosana a compreender mecanismo de adsorg¢ao.

e Aplicagdo das matrizes poliméricas contendo Cu-EDTA em ensaios de
crescimento de alface em hidroponia, visando verificar a absor¢cao de cobre

pela planta.
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