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complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA, por 200 mg de esferas de QTS-R em
fUNGAO0 dO tEMPO @ 25 C. .

Figura 3.3. Residuos dos modelos cinéticos de adsorcdo em diferentes
concentracdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA em esferas de QTS-R, Os
pontos foram unidos por linhas apenas para faciltar a
VISUBIIZAGAOD. ...ttt

Figura 3.4. Tempo para atingir 95% do equilibrio em funcdo da
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RESUMO

ANDRADE, Carlos Eduardo Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2016. Encapsulamento de ligantes e complexos em matrizes
poliméricas visando a liberagdo controlada. Orientador: André Fernando de
Oliveira. Coorientadores: Antbnio Augusto Neves e Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz.

O objetivo deste trabalho foi estudar o encapsulamento do complexo Fe(lll)-
0,0-EDDHMA e do ligante EDTA em matrizes poliméricas visando a liberacéo
controlada. Neste caso, haver4d um ganho ambiental devido a menor liberagéo
do ligante ou complexo no ambiente que poderiam ser lixiviados ao ser
adicionado ao solo. Para estes estudos foi necessario primeiramente
desenvolver e validar métodos analiticos para a quantificacdo do Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA e do EDTA. No complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA o método
otimizado apresentou uma resposta linear na faixa de 0,21 a 250,0 mmol L™,
um coeficiente de determinacédo de 0,9997, e um limite de deteccédo de 0,063
mmol L. Para a quantificacdo do EDTA foi proposto um método baseado na
formacdo do complexo Mn(lll)-EDTA apds oxidagdo do Mn(Il)-EDTA por PbO,
imobilizadas em esferas de cianoacrilato. Um planejamento experimental
(DOE), com base na matriz de Doehlert, foi usado para determinar as
condi¢cbes otimas do método. A influéncia das variaveis foi avaliada utilizando
um modelo de regressao linear multipla (RLM). O método otimizado apresentou
uma resposta linear na faixa de 0,77 a 100,0 pmol L*, com sensibilidade
analitica de 7,7 x 10% L mol™*, um coeficiente de determinacéo de 0,999, e um
limite de deteccdo de 0,23 mmol L. Este método foi aplicado em amostras
fortificadas em diferentes niveis de concentracdo e o0s valores das
recuperacg0Oes ficaram na faixa de 97,0 a 104,9%. O modelo cinético de Noyes-
Whitney foi o que melhor se ajustou ao processo de liberacdo do complexo
Fe(ll)-o,0-EDDHMA da matriz polimérica de &gar-agar e da quitosana
resticulada com glutaraldeido (QTS-R). O mesmo ajuste foi observado na
liberacdo do ligante EDTA a partir das matrizes poliméricas de &gar-agar e
gelatina. Estes resultados apontam que em todas as condi¢cdes estudadas de
liberacdo, o processo envolvido na liberacdo era o de difusdo. Nos estudos
com a matriz de 4gar-dgar mostraram que o teor da matriz polimérica no

intervalo de 1% a 7% né&o influencia a liberacdo do complexo e quanto maior a



superficie de contato, maior foi a velocidade de liberacdo. Em relacdo aos
ensaios de adsor¢cao do complexo em quitosana, este apresentou resultados
semelhantes nos modelos estudados, apresentando melhor ajuste nos modelos
de Sips e Freundlich. Pelo modelo de Sips observa-se que o parametro gms que
indica a quantidade de saturacao da esfera é de 8,7 mmol do complexo Fe(lll)-
0,0-EDDHMA por cada grama da esfera. As adsor¢cdes do complexo pelas
esferas de QTS-R foram favorecidas em pH acido, pois a quitosana fica mais
protonada e desta forma absorvem maior quantidade do complexo por este
apresentar carga negativa. Em concentracdes inferiores de glutaraldeido
também favorece adsor¢cdo do complexo, pois a quitosana ter& um maior
namero de grupos aminos disponiveis. Para o estudo de liberagdo controlada
do complexo da quitosana foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2*
! o qual verificou-se que a forca iénica, assim como a o pH de adsorcédo e a
concentragdo de glutaraldeido foram significativos ao nivel de 95% de
confianga (p < 0,05). Resalta-se que no pH de desorcdo do meio onde se

encontrava as esferas de QTS-R nao foi significativo.
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ABSTRACT

ANDRADE, Carlos Eduardo Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2016. Encapsulating Ligands in Complex in Polymer Matrice S
Aimed at Controlled Release. Adviser: André Fernando de Oliveira. Co-
advisers: Antonio Augusto Neves and Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

The objective of this work was to study the encapsulation of the complex Fe(lll)-
0, 0-EDDHMA and of the EDTA ligand in polymer matrices aiming the controlled
release. In this case, there will be an environmental gain due to the lower
release of a complex or complex no environment that has been leached at the
same time added to the soil. For these studies it was first necessary to develop
and validate analytical methods to quantify the Fe(lll)-0,0-EDDHMA and EDTA.
In the complex of Fe(lll)-0,0-EDDHMA optimized method showed a linear
response in the range from 0.021 to 250.0 mmol L™, a coefficient of
determination of 0.9997 and a detection limit of 0.063 mmol L™ For the
quantification of the EDTA, a method based on the formation of the complex
Mn(lll)-EDTA upon oxidation of the Mn(ll)-EDTA by PbO, cyanoacrylate
immobilized on beads. An experimental design (DOE), based on Doehlert
matrix was used to determine the optimum conditions of the method. The
influence of the variables was assessed using a multiple linear regression
model (MLR). The optimized method showed a linear response in the range of
0.77 to 100.0 mmol L™ with analytical sensitivity of 7.7 x 10® L mol™, a
determination coefficient of 0.999, and a detection threshold 0.23 mmol L™. This
method was applied in fortified samples at different concentration levels and the
recoveries values were in the range of 97.0 to 104.9%. The Noyes-Whitney
kinetic model was the best fit for the complex release process. (lll) -o, EDDHMA
from the polymer matrix of agar and the glutaraldehyde-reshaped chitosan
(QTS-R). The same adjustment was observed in the release of the binder.
These results indicate that in all the studied conditions of release, the process
involved is that of diffusion. Studies with agar showed that the matrix content in
the range of 1% to 7% does not influence the release complex and the larger
the contact surface, the greater the release rate. In relation to the adsorption
assays of the complex in chitosan, this model presents results in the studied
models, presenting better fit the Sips and Freundlich models. From the Sips
model it is observed that the parameter gms indicating a saturation amount of

the sphere is 8.7 mmol of the Fe(lll)-0,0-DDHMA complex per gram of the
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sphere. As the adsorptions of the complex by QTS-R beads were favored at
acid pH, as chitosan is more protonated and thus absorbs more of the complex
by this negative charge model. At lower concentrations of glutaraldehyde also
favors the adsorption of the complex, since a chitosan has a greater number of
amine groups available. For the controlled release study of the chitosan
complex, a fractional factorial design was performed 2**, which showed that the
ionic strength, as well as the adsorption pH and the glutaraldehyde
concentration were significant at the 95% confidence level (p < 0.05). It is
emphasized that no desorption pH of the medium was found as QTS-R beads

was not significant.
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CAPITULO 1

Capitulo 1: Reviséo Bibliografica

1.1. Fitorremediacéao

A fitorremediacdo consiste no uso da capacidade natural de algumas
espécies de plantas em acumular altas quantidades de metais. Estas plantas
sdo usadas para remover, transformar ou estabilizar contaminantes, incluindo
poluentes organicos e metais toxicos de aguas, sedimentos ou solos. E o
processo mais simples e barato para tornar os elementos do solo menos
disponiveis [1,2]. Dai seu nome, unido do termo ‘fito’, associado a planta e
‘remediacdo’, associado aos verbos remediar, corrigir, atenuar.

Segundo Salt et al. (1998)° a fitorremediacdo pode ser dividida nas
areas (Figura 1.1): fitoextracdo, fitoestabilizacdo, fitodegradacao,
fitovolatilizacdo e rizofiltracdo. Plantas aptas a fitoextracdo possuem a
habilidade de translocar o contaminante das raizes para a biomassa aérea;
plantas fitoestabilizadoras possuem a capacidade de reduzir a
biodisponibilidade do poluente no meio ambiente; plantas fitodegradadoras
produzem substancias organicas que estimulam o crescimento da biota do
solo, a qual degrada compostos organicos perigosos; plantas volatilizadoras
absorvem metais com esta caracteristica e os volatilizam nas folhas; plantas
rizofiltradoras absorvem grande quantidade de metais na raiz, principalmente

de rios e efluentes [4,5].

FITORREMEDIAGCAO
Extragdo / Degradagdo Imobilizagdo in situ
FITODESCONTAMINACAO FITOESTABILIZACAO
Processos de precipitacao,
Fitoextracdo Fitodegradacao complexaggo, humificacao, etc.
Fitovolatilizacdo Fitoestimulacao

Figura 1.1. Processos de fitorremediacdo do solo. Fonte: Accioly e Siqueira,
2000°.



CAPITULO 1

A fitorremediacdo tem como principal objetivo a remocdo de grande
quantidade de contaminante do solo ou do meio aquatico e transferi-lo para o
tecido da planta, o qual é eliminado apés colheita. Para a remocédo dos
poluentes sdo usadas plantas hiperacumuladoras, que apresentam as
seguintes caracteristicas: acumulo de quantidades elevadas do poluente no
tecido da parte aérea, mesmo em baixa concentragdo do contaminante no
ambiente a ser remediado; capacidade de acumulo concomitante de diversos
contaminantes; alta taxa de crescimento e producéo de biomassa, resisténcia a
pragas e doencas; capacidade de adsorcdo e concentracdo, bem como de
tolerancia ao contaminante [6,7]. Estas plantas apresentam crescimento lento,
devido a deficiéncia de nutrientes e com isto necessitam de um longo periodo
de tempo para a descontaminacao [8].

Dependendo da concentracdo dos metais presentes no solo, estes
podem ser téxicos, nutrientes ou inertes para as plantas [8]. Isso por que,
mesmo metais nutrientes, acima de uma concentracdo critica, tornam-se
toxicos, levando a prejuizos ao desenvolvimento das plantas.

Em muitos casos, a biodisponibilidade dos metais para fitorremediacéo é
limitada. Assim, uma pratica muito estudada e apropriada para reforcar a
fitorremediacdo € a adicdo de agentes quelantes que visa ampliar o potencial
de fitoextracdo de nutrientes pelas raizes das plantas [9-11]. Vérios estudos
tém relatado o uso do EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), também dos
compostos biodegradaveis EDDS (acido etilenodiaminodisuccinico), ou NTA
(acido nitrilotriacético), EDDHA (acido etilenodiamino di[o-hidroxifenil acético]),
e outros ligantes poliaminocarboxilatos como agentes quelantes adequados
para ampliar a extracdo de metais a partir de substratos contaminados ou
absorcdo do metal por diferentes espécies de plantas [12]. Esses agentes
aumentam a disponibilidade dos metais na solucdo do solo devido a
complexacdo e assim, elevam a mobilizacdo dos mesmos nas fracdes
trocaveis [11]. O uso de agentes quelantes deve ser criterioso e é aconselhavel
a sua aplicacdo quando a planta apresenta uma alta taxa de crescimento, para
evitar risco de lixiviagdo dos metais complexados e dos ligantes dissolvidos na
solucéo do solo, que neste caso podem afetar o lencol freatico, aquiferos, etc.
[13].
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1.2. Complexo de Ferro na nutricdo de plantas

A deficiéncia de ferro € um problema comum para muitas plantas
cultivadas em solos alcalinos e calcarios, em que se usa o cloreto de ferro para
tratar da deficiéncia deste ion [14, 15]. O problema est4 associado a baixa
solubilidade do seu hidroxocomplexo neutro, conforme pode-se observar nas
equacoes quimicas dos sistemas ferro (lll), sob a perspectiva de um sistema
acido-base de Bronsted [16, 17].

FeCls) > Fe**(aq) + 3Cl (ag)

Fe*"(aq) + HaOq) 5 FEOH (5q) + H'(og) pKs = 2,19
FeOH™ o) + H20p 5 Fe(OH)," ) + H' aq) pK, = 348
Fe(OH);" (aq) + H20() S Fe(OH)3iaq) + H'(aq) pKs = 5,69
Fe(OH)3(aq) + H20() S Fe(OH)4 (aq) + H'(aq) K, = 11,84
Fe(OH)s(s) = Fe(OH)3(aq) -log s, = 8,16
ou Fe(OH)s) 5 Fe*(aq) + 30H aq) pKs = 388

além de complexos polinuclerares nao apresentados.

Apenas abaixo de pH 3,0 ha mais de 90% do aquocomplexo de ferro(lll)
em solucéo (Fe3+(aq)). Em valores de pH acima de 5,5, h4 menos de 1,0.10%%
dessa espécie quimica.

Dessa maneira, no solo, o ferro(lll) soluvel esta presente na forma de
complexos com sideréforos (ligantes polidentados produzidos por bactérias e
fungos na rizosfera); fitosideréforos (poliaminocarboxilatos produzidos pelas
plantas) e acidos organicos de baixa massa molar presentes na solucdo do
solo.

Para auxilar no aumento da disponibilidade de ions ferro(lll) para
absorcdo por plantas, a introducdo de outros complexos de ferro sé&o
amplamente utilizados em fertilizacdo, devido a sua elevada estabilidade e
solubilidade. Os complexos de Fe (lll) com os acidos poliamino-carboxilico com
grupos fendlicos (ver Fig. 1.2), sdo os mais usados como fertilizantes, tais
como EDDHA (acido etilenodiamino di[o-hidrofenilacético]), o EDDHMA (acido
etilenodiamino-N, N-bis[2-hidroxi-4-metilfenilacético]) e o EDDHSA (&cido
etilenodiamino-N,N'-di[(2-hidroxi-5-sulfofenil) acético]), por serem o0s mais

eficazes [18].
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COOH COOH
EDDHA R,e R, = H
R VRN Ro
NH NH EDDHMA R;=CH;eR,=H
Ry OH HO Ry EDDHSA R;=HeR,=HSO;

Figura 1.2: Estrutura molecular dos ligantes de Fe(lll) usados como

fertilizantes.

Estudo comparativo sobre a eficacia dos complexos Fe(lll)-EDDHMA,
Fe(lI)-EDDHA, Fe(lll)-EDTA, Fe(lll)-DTPA e Fe(lll)-HEDTA e sais de cloreto de
ferro (lll) e sulfato de ferro(ll) na nutricdo de plantas citricas por fertirrigacao,
mostrou que o uso do complexo Fe(ll)-EDDHMA deixou as plantas com menor
deficéncia de ferro em relacdo ao uso do sulfato de ferro(ll). O uso deste
complexo bem como o do Fe(lll)-EDDHA favoreceram um maior crescimento
das plantas em comparagdo com o0 uso dos outros compexos [19]. Esses
resultados corroboram a explicacdo prévia para a solubilizacdo do ferro (Ill) na
forma de quelatos [20], comparado com ligantes fracos, tais como o cloreto ou
sulfato.

Esses tipos de ligantes polidentados também tém sido utilizados em
fertilizantes para evitar a deficiéncia de ferro em vegetais cultivados em solos
calcareos. Nestes solos, os fertilizantes férricos Fe,y(SO4); e Fe(ll)-EDTA
apresentam baixa eficiéncia de correcdo de deficiéncia [19]. No entanto, o
custo de aplicagcdo de quelatos mais estaveis como Fe-EDDHMA é elevado, o
gue justifica uma busca por fontes mais baratas de ferro em substratos com pH
mais baixo (onde a fracdo no equilibrio do aquocomplexo é maior) ou uso de

sistemas que liberem de forma controlada o complexo.

1.3. EDTA

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), na forma totalmente
desprotonada € um forte agente quelante que pode aumentar a solubilidade de
metais (na forma de complexo 1:1), aumentando assim a mobilidade dos
metais no ambiente. Dentre os ligantes polidentados, o EDTA* é o mais
conhecido e estudado, sendo um ligante hexadentado, com 2 grupos aminicos

e 4 grupos carboxilicos (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Estrutura quimica do EDTA na forma totalmente protonada
(HEEDTA.

O EDTA apresenta comportamento &cido-base de Bronsted, sendo
hexaprotonado e simbolizado por HEEDTA?". A forma totalmente protonada é
considerada um acido forte (pK;<1). Seu maior pKa (pKe) € igual a 10,34,

conforme pode-se observar nas equagdes quimicas abaixo.

HeEDTA* (1) + H20() S HsEDTA 5g) + H' (g pKy = 00
HsEDTA"(aq) + H20() S H4EDTA (o) + H' (aq) pK; = 15
HaEDTAaq) + H20() = H3EDTA (ag) + H' (ag) pK3 = 2,00
H3EDTA (aq) + H20() S H2EDTA” (1) + H'(ag) pKy = 2,68
H,EDTA% (4g) + H20p) S HEDTA (1) + H' (ag) pKs = 6,16
HEDTA® (a) + H20( 5 EDTA (g) + H' (o) pKs = 10,34

Os primeiros quatro valores de pK correspondem aos protons da
carboxila, e os dois ultimos correspondem aos protons dos grupos amonio.
A estrutura espacial do complexo do EDTA com um metal com numero

de coordenacéo igual a seis € apresentada na Figura 1.4.
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Figura 1.4. Estrutura do complexo [M-EDTA]™, considerando M, um metal com

ndmero de coordenacdo igual a seis. (FONTE: Skoog, 2006)*

Na Figura 1.5 A é apresentado o diagrama de distribuicdo de espécies
do EDTA* e na Figura 1.5.B, o diagrama na forma logaritmica.

Pode-se observar que a fracdo de equilibrio do EDTA* (as) predomina
em solu¢des, quando o pH esta acima de 10,34 (0 > 0,5). Entretanto, devido
as elevadas constantes de estabilidade de complexos, mesmo quando sua
fracdo de equilibrio for baixa, a complexacdo ainda ocorre de maneira
significativa, como € demonstrado pela constante condicional de estabilidade,
que compensa o efeito do pH (Eq. 1.1). Assim, por exemplo, embora a
constante de estabilidade do complexo Fe(lll)-EDTA seja alta (log B = 25,1; p =
0,1 mol L™, o valor da constante condicional entre o pH 5,5 e 7,0 (log ™)
varia entre 14,0 e 12,1, respectivamente, 0s quais sdo valores ainda bastante
elevados.

log g™ = log B + log a,(Metal) +log ag(EDTA) (1.1)

E interessante ressaltar que embora alguns autores consideram que
outras espécies protonadas desse ligante podem formar complexos bastante
estaveis com diversos metais, essa afirmacdo ndo € suportada pelas

constantes de equilibrio determinadas experimentalmente [16].
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O EDTA é amplamente utilizado em diversos produtos comerciais, como
por exemplo em shampoos, devido a sua capacidade de formar complexos
estaveis e soluveis com ions metalicos [17,22 e 23]. Assim, grandes
guantidades de EDTA séo descartados no meio aquatico acarretando fortes

impactos ambientais, ndo s6 devido ao aumento da concentracdo dessa
7
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substancia que € recalcitrante e toxica [24-26], como também em funcéo do
aumento da mobilizac&o (dissolucdo) de metais do solo e de sedimentos. Em
funcdo disto, ha um aumento da concentragdo de metais em aguas e

consequentemente um aumento da absorcéo desses pelas plantas [27].

1.4. Liberagao Controlada

Os estudos de liberacdo controlada de insumos agricolas ou farmacos
tém como objetivo manter os compostos dentro de uma faixa de concentracao
eficaz. E desejado que a liberagéo alcance a faixa de concentracéo eficaz de
forma rapida, que o processo nao seja sensivel, que nao seja bloqueado por
fatores ambientais, ou que utiliza varios mecanismos [28,29]. Durante o
processo de aplicacédo de farmacos, micronutrientes ou insumos agricolas pode
ocorrer perda do material de interesse. Em funcdo disto tem-se estudado
extensivamente diferentes propostas para diminuir as perdas com base,
principalmente, em suportes para estes produtos quimicos [30]

Por exemplo, a liberagcédo controlada de farmacos implica na associacao,
quimica ou fisica, dos farmacos com materiais biocompativeis em sistemas
que, quando administrados in vivo, tenham a capacidade de controlar a taxa de
libertacdo do farmaco a partir desse mesmo sistema, e/ou conduzir o farmaco
até o sitio especifico em que este deve atuar. Estes sistemas sdo designados
assim por sistemas de libertacdo controlada (SLC) de farmacos [28]. Diversas
técnicas tém sido estudadas com a finalidade de se obter uma barreira que
seja eficaz para a liberacdo. Dentre elas, as que tém demonstrado serem
promissoras sao lipossomas, micelas, emulsdes, nanoesferas e sistemas
poliméricos [28,31].

Assim, uma vantagem na liberacdo controlada € cinética de
disponibilizacdo prolongada, em funcdo da transferéncia regulada por
permeacdo de um ingrediente ativo de um reservatorio para uma superficie
alvo. O nivel de concentracdo pré-determinada durante um periodo
especificado de tempo deve ser mantido, que levar4 a administracdes menos
frequentes do produto de interesse em relacdo as formas convencionais
(Figura 1.6). E importante ressaltar que na administracdo de medicamentos, a
cinética de liberagdo é controlada também pela cinética de absorcgéo,
degradacdo, e excrecao, obtendo-se um estado estacionario.
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Liberacéo
convencional

/ \ / \ Nivel téxico A
V) Liberacéo Faixa
\/ controlada eficaz
Concentracéo v
D2 D3

minima

Concentracdo do medicamento

D1
Tempo/dosagem administrada

Figura 1.6. Mecanismo de liberacdo convencional e modificada. D1, D2 e D3
representam as doses de medicamentos administradas (Fonte: COSTA,
1999)%*,

A liberacdo controlada de agrotoxicos também € um bom exemplo, uma
vez que a aplicacdo dos agrotoxicos no meio ambiente € um grande problema
ambiental. Resalta-se que apenas 0,1% dos produtos quimicos utilizados na
protecdo das culturas alcancam a praga alvo, enquanto o restante entra no
meio ambiente e pode causar riscos para outros organismos, incluindo os seres
humanos [33].

Uma formulacéo de agrotoxicos ideal deve manter um nivel ddo principio
ativo adequado para controle de pragas, e deixar o minimo de residuos no
meio ambiente. O encapsulamento em uma matriz polimérica (que permite a
liberacdo controlada) pode ajudar a prolongar a atividade [34,35], reduzir as
perdas por evaporacao, degradacéao [36] e lixiviacdo [37] e diminuir a toxicidade
[38]. Quando um pesticida potente tem uma meia-vida curta no ambiente, estas
formulacbes séo especialmente vantajosas [39,40].

Os polimeros biodegradaveis utilizados incluem a quitosana [41,42], o
alginato [43,44], a poliacrilamida e o amido [45,46] e estes tém sido
amplamente investigados para a construcao de transportadores de agrotéxicos
[47].

A liberagdo controlada também vem sendo estudada e aplicada na

fertilizacdo de plantas com o objetivo de reduzir os problemas associados com
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0 uso excessivo de fertilizantes e para isto € necessario reduzir a quantidade e
a frequéncia da sua aplicacéo [48]. A liberacdo controlada é realizada utilizando
uma barreira fisica para reduzir a taxa de dissolugdo dos fertilizantes. Suas
caracteristicas fisicas do reservatorio (ou sistema de matriz), juntamente com o
mecanismo que regula a libertacdo de fertilizantes (difusdo, inchaco ou
degradacdo da matriz polimérica), pode modular o padrdo de liberacdo dos
nutrientes [49,50]. O que se busca com a nova tecnologia de encapsulamento
de fertilizantes € que estes formem uma camada protetora contra 0s agentes
causadores da perda de nutrientes e que esta protecdo ndo interfira na

disponibilizacdo do nutriente para a planta.

1.5. Biopolimeros em Liberagéo controlada

1.5.1- Quitosana

A quitosana é obtida a partir da desacetilacdo da quitina. Esse polimero
natural € muito abundante na natureza, fazendo parte de exoesqueleto
(carapacga) de insetos, crustaceos e parede celular de fungos.

Ela é um polissacarideo de elevada massa molecular, formado por
longas cadeias de (1-2>4) 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose (N-acetil-D-
glicosamina), unidas entre si pelos seus carbonos 1 e 4 em ligacdes
glicosidicas (Figura 1.7). Trata-se de um polimero insolivel em agua e em
diversos solventes organicos, além de ser resistente, flexivel, biodegradavel e
atoxico. Ocorre normalmente em 3 formas diferentes com relacdo a estrutura:

a, B, y-quitina. Industrialmente € obtida a partir de carapaga de crustaceos,

oriundos de residuos de industrias de processamento de frutos do mar [51,52].

OH OH
OH o LO© O_ _OH
O_ LO7HO NH HO NH CH,
— n
NH oy 7 |
CHj O

g

O
Figura 1.7: Estrutura quimica da Quitina. (Fonte: AZEVEDO, 2007)>*
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A vantagem da quitosana sobre a quitina (Figura 1.8), € que sua
solubilidade aumenta consideravelmente com controle do pH, ou seja, é soltvel
em acidos organicos diluidos, tais como &cido acético, acido férmico, acido
lactico, etc. [53-55], possibilidando assim o seu uso em diversos setores. O

grau de desacetilacéo é geralmente maior que 60%.

OH OH
OH o O O _OH \eor
al
O LO"HO NH HO NH CH. >
HOHO J\_ Y 3 desacetilagdo
n
N CHy oF |
CHj 0

L
g
O
OH

OH
OH O /O\goe/OH
O_ | O"HO HO NH,

NH,

HO N
NH, :

Figura 1.8: Obtencédo de quitosana por meio da desacetilagdo de quitina.
Fonte: (Nagireddi et. al., 2016)°°

Sua reatividade estd associada principalmente a presenca de grupos
aminicos. Devido ao comportamento acido-base de Bronsted das aminas (com
pKa médio proximo a 6,5), a forma quimica protonada € catidnica, e assim a
quitosana é classificada como um polieletrélito catidbnico, um tipo de polimero
pouco encontrado nos polissacarideos naturais [56]. A espécie catidnica pode
atuar como trocador aniénico fraco ou como agente de coacervacao. A espécie
neutra, por sua vez, devido a presenca dos grupos aminicos neutros, pode
atuar como nucledfilo e como ligante, de maneira que podem complexar
metais, ou mesmo participar de reacdes tais como acetilacdo, peptizacao, etc.
[57]. Além disso, a quitosana pode ser facilmente modificada e preparada de
diferentes formas fisicas, tais como esferas, microesferas, microcapsulas,
nanoparticulas, membranas, gel, esponjas e fibras ou fibras ocas para
aplicacdo em varios campos da ciéncia, como no tratamento de agua,

biomedicina, industria téxtil, industria de cosméticos, etc [58-65].

11
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Para tornar a quitosana quimicamente mais inerte e resistente ao meio
acido, costuma-se bloquear parte dos grupos aminicos com um reagente para
formacao de ligacdes cruzadas (crosslinking, ou reticulacdo). Esta modificacao
ird prevenir a dissolucdo da quitosana, melhorando certas propriedades, como
tamanho de poros, resisténcia mecanica, estabilidade quimica, hidrofilicidade e
biocompatibilidade, bem como aumentando sua seletividade e capacidade de
adsorcao de varios ions metélicos [59].

Este procedimento € realizado com moléculas de massa molar muito
menor que da cadeia principal da quitosana e que possuem, no minimo, dois
grupos funcionais reativos que possibilitam a formacao das ligacbes cruzadas
entre as cadeias [66,67].

A reticulacdo da quitosana pode envolver 0s grupos aminicos neutros
com bialdeidos glutaraldeido (pentano-1,5-dial) [68] (Figura 1.9) e glioxal [69]
formando bases de Schiff (dupla ligagcdo entre o carbono e o nitrogénio, sem
hidrogénio ligado). A reticulacdo pode ser considerada uma reacgéao irreversivel
e resiste a extremos de pH e temperatura [70]. O citrato [71] pode ser usado na
reticulacdo para formar ligacbes peptidicas (grupo amida), que sdo menos
resistentes a condicfes agressivas. A reticulacdo também pode ser realizada a
partir dos grupos hidroxilas com epicloridrina (1-cloro-2, 3 - epdxi - propano)
[72] para formar éteres (tanto pela reacdo do grupo epoxido quanto pelo grupo
cloreto) [73].

12



CAPITULO 1
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o |o7Ho NH, HO NH,
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Quitosana reticulada com glutaraldel’do
Figura 1.9: Reacdo de reticulagdo da quitosana com glutaraldeido. Fonte:
(Nagireddi et. al., 2016)*

1.5.2. Agar-Agar

O agar-agar, também conhecido simplesmente como agar ou agarose, é
um hidrocoléide (polimeros de carboidratos, formado por mais de um tipo de
monossacarideo) extraido de diversos géneros e espécies de algas marinhas
vermelhas, da classe Rodophyta, principalmente das ordens Gelidiales
(Gelidium spp., Pterocladiella spp. e Gelidiella spp.) e Gracilariales (Gracilaria
spp. e Hydropuntia spp.), onde ocorre como carboidrato estrutural na parede
das células [74].

13
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O &gar é usado como suporte de meio de cultura em microbiologia, na
producdo de alimentos, cosméticos e farmacos, dentre outras aplicagdes. E
empregado em orquidarios, onde os géis sdo utilizados como substrato para o
desenvolvimento de plantulas (embrido vegetal ja desenvolvido e ainda
encerrado na semente ou também, planta recém-nascida) [75].

O &gar tem capacidade de gelificacdo em baixas concentracles, €
estavel em meio acido, ndo apresentando reatividade com proteina. E insolGvel
em agua fria, porém expande-se consideravelmente e absorve uma quantidade
de agua de cerca de vinte vezes a sua propria massa, formando um gel nao-
absorvivel no estbmago nao-fermentavel e com a caracteristica de ser atoxico.
A dissolucdo em agua quente € rapida e pode-se observar a formagdo de um
gel firme a concentracdes tado baixas quanto 0,5% (m/m). Além disso, tem um
custo baixo quando comparado com outros materiais normalmente utilizados
para a imobilizacdo, como por exemplo, quitosana, polietileno e alginato de
sédio [75].

O &gar vem sendo utilizado como agente de liberacdo controlada em
comprimidos, geéis, microesferas e formulacdes topicas [76-78]. Ele ja foi usado
na liberacdo controlada de salbutamol, um medicamento utilizado para o
tratamento da asma [79], e também na liberacdo controlada do metotexato, um

medicamento usado no tratamento do cancer e doencas autoimunes [78].

1.6. Hidroponia

Segundo OSHE et al.,, (2001) [80] o consumo de hortalicas tem
aumentado ndo s6 pelo crescente aumento da populacdo, mas tambéem pela
tendéncia de mudanca no habito alimentar do consumidor, tornando-se
inevitdvel o aumento da producdo. Por outro lado, o consumidor de hortalicas
tem se tornado mais exigente, havendo necessidade de produzi-las em
quantidade e qualidade, bem como manter o seu fornecimento o ano todo.
Gragas a essa exigéncia de mercado, o cultivo hidropdnico em ambientes
protegidos tem aumentado.

O cultivo hidropbnico possui vantagens e desvantagens em relacdo ao
cultivo tradicional a campo aberto e cultivo protegido em solo [81]. Como
vantagens pode-se citar: 0 uso de pequenas areas proximas aos centros
urbanos, a obtencéo de alta produtividade, possibilidade de disponibilizar um
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produto de boa qualidade durante todo o ano, reducdo no uso de defensivos
agricolas, o uso eficiente e econdmico da agua e fertilizantes, menor risco de
contaminacgao por patdgenos, a dispensa da rotacao de culturas e o controle de
plantas daninhas. Como desvantagem pode-se mencionar o0 alto custo de
implantacdo do sistema, acompanhamento permanente do sistema,
dependéncia de energia elétrica, facil disseminagdo de patégenos pelo sistema
e pela propria solucéo nutritiva [82]. Além disso, o cultivo tradicional feito no
solo exige, obviamente, disponibilidade de terras agricultaveis e 0 uso
excessivo do solo pode causar desequilibrios em sua microfauna, aumentando
o nivel de infestacdo de patdégenos de solo, problema frequente em solos sob
estufa. Assim, mesmo em paises tropicais com abundancia de terra como o

Brasil, a hidroponia tem sido utilizada com bastante éxito [83].

1.7. Modelos cinéticos

O estudo da cinética de liberagdo ou adsorcdo de compostos € de
fundamental importancia para avaliacdo dos processos de liberacéo controlada
ou de adsorcdo, de maneira a ser possivel relacionar velocidade (taxa em
funcdo do tempo) de liberacdo ou adsor¢cdo com diversas variaveis, e otimizar
esses processos para um fim especifico.

Desta forma utilizam-se expressfes empiricas que se ajustem aos dados
experimentais para explicar o comportamento dos sistemas de liberacéo.

Devido a variedade de mecanismos tanto de adsorcdo quanto de
liberacdo que podem ocorrer em um sistema, é usual o ajuste de modelos
cinéticos pré-estabelecidos e a partir deles, inferir sobre os mecanismos ou, ao
menos obter equacfes que descrevam o0 comportamento experimental do
sistema. Dessa maneira, o uso de modelos teoricos, semi-empiricos e

empiricos mostra-se uma estratégia interessante.

Modelos Cinéticos de Adsorcgao

Os modelos usualmente avaliados séo: de pseudo primeira ordem [84],
pseudo segunda ordem [85], difusdo intraparticula [86], Elovich [87] e Noyes-
Whitney [88].
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Um modelo cinético de pseudo-primeira ordem, ou seja, em que as
concentracbes de outros reagentes sao altas o suficiente para serem
consideradas constantes, é descrito pela equacéo cinética diferencial 1.2:

4q: _ (1.2)

em que a taxa de aumento da concentracdo do adsorvato no solido (g)) com o
tempo (t), é diretamente proporcional & concentracdo (c;) na solugdo. O k; é a
constante de velocidade de adsor¢céao de pseudo-primeira ordem.

A forma integrada e linearizada da equacéo 1.2 é:

(1.3)

log(q. — q) = log(qe) — k;. 2303

onde ge € g sao as quantidades do analito adsorvidas no equilibrio e no tempo
t, respectivamente; k; € a constante de velocidade de adsorcédo de pseudo-
primeira ordem. A constante k; pode ser calculada a partir da inclinagao da reta

do gréfico log (ge-q) versus t.

A forma linearizada da equacdo da pseudo segunda ordem pode ser

descrita pela Equacao 1.4.

t 1 1 (1.4)
= +—.t
q kz-CIe qe

onde, ge € q sdo as quantidades adsorvidas no equilibrio e no tempo t
(minutos), respectivamente; k, é a constante de velocidade de pseudo-segunda
ordem.

O modelo de difuséo intraparticula € descrito de acordo com a Equacéo 1.5.
q = kt®> (1.5)
onde q é a quantidade adsorvida em mg g™ no tempo t e k é a constante de

transporte intraparticula.

O modelo de Elovick é descrito de acordo com a Equagéo 1.6.
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1
q= Eln(l + abt) (1.6)

onde ‘q’ € a quantidade do analito adsorvida no tempo t, ‘a’ € avelocidade inicial
e ‘b’, a constante de desor¢céo do modelo de Elovick.

O modelo proposto por Noyes e Whitney (1897), Equacao 1.7, é utilizado
para explicar a cinética de dissolucao de sélidos, onde a taxa de dissolucao de
um composto em solucdo € proporcional a diferenga entre a concentragdo da
solugdo num dado tempo e a concentracdo da solugdo no equilibrio.
Posteriormente, esse modelo foi explicado pelas 12 e 22 leis de Fick.

dC DSy (1.7)

—=——(Cs—C
at = vn &0
onde, Cs e C sao as concentractes da espécie dissolvida no equilibrio e no
tempo t (minutos), respectivamente. D, o coeficiente de difusdo da substancia,
Sw, area da superficie exposta do solido, V, o volume da solucdo e a h,
espessura da camada de difuséao.

A forma integrada da equacao 1.7 é:
q=qe— (qe — qo)e™ (1.8)

onde ‘q’ é a quantidade adsorvida do analito no tempo t, ge e qo sdo as
quantidades adsorvidas no equilibrio e no inicio da operacao, respectivamente;
k € a constante cinética de Notes- Whitney.

1.8. Modelos de Isotermas de Adsorcao

Véarios modelos tém sido utilizados para explicar o equilibrio da
adsorcao, relacionado a concentracdo no equilibrio do adsorvato em solucéo e
no solido. Os principais sdo o0 modelo téorio de Langmuir e o modelo empirico
de Freundlich. Os outros modelos usualmente baseam-se em um desses dois,

ou mesmo em ambos, como por exemplo, 0 modelo de Sips.
1.8.1- Modelo de Freundlich

O modelo de isoterma Freundlich (Eq. 1.9) prevé a distribuicéo
17
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exponencial de varios sitios com energias diferentes. O modelo descreve a
sorcdo do adsorbato em multicamadas na superficie heterogénea do
adsorbente [89-91].

1 (1.9)
Qe = Kg.C!

onde Kr é a constante de Freundlich que é relativo a a capacidade sortiva do
adsorbente, Qe € a concentracdo de analito adsorvido, Ce € concentracao de
equilibrio do analito no tempo t e 1/n é um parametro empirico que varia com o
grau de heterogeneidade da superficie do adsorvente e indican uma relacéo

entre a concentracdo do analito na solucéo e a sua adsorcao.
1.8.2. Modelo de Langmuir

O modelo isotérmico de adsorcédo de Langmuir (eq. 1.10) representa o
equilibrio na distribuicdo do adsorbato entre as fases liquida e sdélida. O modelo
assume que a adsorcdo ocorre em monocamada e em um numero finito e
homogéneo de sitios, onde a relacédo é de um adsorbato ocupando um sitio, e
a energia de adsorcdo € constante e independe da ocupacédo dos sitios do
adsorbente [89-91].

g, = dmfule (1.10)
¢ 1+ K..C,

onde g~ € a capacidade maxima de adsorcao e K é a constante de Langmuir.
1.8.3. Modelo de Sips

O modelo de Sips (eq. 1.11) é a combinacdo dos modelos de Freundlich
e Langmuir, e assume que em baixas concentracdes segue-se O
comportamento do modelo de Freundlich, considerando uma adsorcgéo

heterogénea, enquanto que em altas concentracdes segue o modelo de

Langmuir, considerando a existéncia de um ponto de saturacao [91-93].
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Qs Ks. G (1.11)
14 K;.C%S

Qe
onde gqms expressa a capacidade maxima de adsorcdo, Ks € a constante de

Sips, e as € o0 expoente do modelo de Sips, cujo valor pode variar de 0 a 1.
1.9. Planejamento Experimental

Um dos problemas mais comuns que o quimico analitico pode enfrentar
€ a determinacdo da influéncia de uma ou mais variaveis sobre outra variavel
de interesse. O primeiro passo € determinar quais sdo os fatores e as
respostas de interesse para o sistema de estudo, e entdo avaliar a influéncia
tedrica dessas variaveis (ou fatores) sobre a resposta, assim avaliar como
quais faixas de valores levaréo a variacoes significativas da resposta.

As variaveis podem ser tanto qualitativas (como o tipo de catalisador,
tipo de agitagcdo) como quantitativas (como a temperatura, o pH e a
concentracéo). Dependendo do problema, pode haver mais de uma resposta
de interesse. Eventualmente essas respostas também podem ser qualitativas
[95].

O Planejamento de Experimentos (em inglés Design of Experiments,
DOE), em quimica, € um nome usualmente atribuido as técnicas que permitem
determinar simultaneamente os efeitos individuais e das interacdes de muitas
variaveis (ou fatores) que podem influenciar uma resposta em um certo estudo.
Ou seja, que definem quais variaveis, em que quantidade e em que condi¢ctes
devem ser coletadas durante o estudo, buscando, basicamente, satisfazer trés
grandes objetivos: a maior precisdo estatistica possivel na resposta, menor
tempo para obtencéo do resultado e o menor custo. E, portanto, uma técnica
de extrema importancia para a indastria, pois seu emprego permite resultados
mais confiaveis economizando dinheiro e tempo [85]. Entretanto, para trabalhos
cientificos, os dois Uultimos objetivos sdo desejaveis, mas nao podem
comprometer o primeiro.

Com esse objetivo, o planejamento experimental pode ser definido de
uma maneira mais adequada, como o uso de técnicas experimentais
univariaveis (uma variavel € alterada por vez) e multivariaveis (ou multivariada,

termo inadequado, mas muito utilizado) de maneira a obter a maior
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compreensao da importancia das variaveis sobre a resposta, buscando o
menor nimero de experimentos e menor custo.

Assim, o0 planejamento experimental multivaridveis € uma ferramenta
eficaz para maximizar a quantidade de informacBes obtidas a partir de um
estudo, minimizando a quantidade de dados a serem coletados, investigar os
efeitos de muitos fatores diferentes, variando-as simultaneamente em vez de
mudar apenas um fator de cada vez. O efeito entre os fatores ocorre quando ha
alteracdo na resposta, em funcdo de um fator que altera de um nivel baixo para
o nivel alto, dependendo também do nivel de um outro fator. Em outras
palavras, quando uma interacdo est4 presente entre dois fatores, o efeito
combinado entre eles sobre a variavel resposta ndo pode ser previsto a partir
da andlise dos efeitos separados. O efeito dos dois fatores que atuam
combinados pode ser maior (sinergia) ou menor (antagonismo) do que seria
esperado a partir da andlise separada de cada um deles [94]. Geralmente, em
um planejamento experimental, 0os ensaios sdo executados em todas as
combinac¢des dos niveis dos fatores, normalmente dois ou trés [94,95].

Dentre os planejamentos de experimentos utilizados em quimica, 0s
principais sdo o planejamento fatorial e o planejamento baseado na matriz de
Doehlert.

1.9.1. Planejamento Fatorial

O planejamento fatorial, como técnica de otimizacdo, é classificado
como método do tipo simultaneo e geralmente é utilizado para selecionar as
variaveis que realmente apresentam influéncias significativas na resposta.
Também permite saber se uma variavel apresenta um efeito positivo ou
negativo na resposta quando a mesma passa de um nivel para outro e se as
variaveis sdo independentes ou apresentam interacdes. Além disso, 0
planejamento fatorial, em alguns casos favoraveis pode ser usado nao so para
localizar o 6timo, como também para obter a superficie de resposta para o
sistema estudado [94].

Nos experimentos fatoriais, as variaveis séo alteradas de forma
simultanea, onde séo investigadas todas as combinacdes possiveis dos niveis
de cada variavel. O planejamento fatorial pode ser representado de uma
maneira geral por b® que também representa o nimero de experimentos

20



CAPITULO 1

minimos, onde a € o numero de variaveis estudadas e b é o numero de niveis
escolhidos. Podem-se ter, também, variaveis com valores de b diferentes para
cada variavel (fatorial 2! X 3! X 5%, isto &, 2, 3 e 5 s&o0 niveis para as variaveis).
Os fatoriais do tipo 2% sdo os mais comuns de serem estudados em quimica
analitica. Dependendo do numero de variaveis pode-se fazer um planejamento
fatorial completo ou fracionado [94].

Uma grande desvantagem desse planejamento com dois niveis é a
avaliacdo de variaveis com comportamento ndo-monotono, ou seja, o valor da
resposta ndo aumenta (ou diminui) continuamente com a variacdo do fator.
Outra desvantagem é que 0 uso de mais niveis leva a um aumento muito

desfavoravel do nimero de experimentos.

1.9.1.1. Planejamentos fatoriais completos

Para realizar um planejamento fatorial, escolhe-se um numero de
niveis para cada uma das variaveis e efetuam-se experimentos em todas as
combinacgdes possiveis destes niveis selecionados, onde séo investigadas as
influéncias de todas as variaveis experimentais de interesse e os efeitos das
interacdes na resposta. Cada um desses experimentos, em que o sistema €&
submetido a um conjunto de niveis definido, € um ensaio experimental. Como o
nimero minimo de experimentos é dado também por b? quando um nimero
muito grande de variaveis sera investigado aumenta-se consideravelmente o
namero de ensaios do planejamento.

Entretanto, tem sido observado que ha uma probabilidade muito
pequena da existéncia de interacdes entre mais de duas variaveis. Desta
maneira, com um nuamero menor de experimentos, €é possivel obter
informacgdes dos efeitos mais importantes e retirar, na maioria das vezes, as
mesmas conclusdes caso fosse realizado um planejamento fatorial completo.

Para isso € utilizado o planejamento fatorial fracionario.

1.9.1.2. Planejamentos Fatoriais Fracionarios

A maior aplicacdo pratica deste tipo de planejamento fatorial é na
selecdo de varidveis. Nesta aplicacdo, um grande numero de varidveis que
podem influenciar no sistema é considerada. Neste caso, o experimento fatorial
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é fracionado a fim de identificar quais variaveis influenciam no processo e,
posteriormente, realizar um experimento mais detalhado, somente com as
variaveis que o influenciam.

Neste tipo de planejamento temos 2*°, em que k é o nimero de
variaveis e b € o tamanho da fracdo. O tamanho da fracdo influenciara no
namero de efeitos a ser estimado e, consequentemente, no numero de

experimentos necessarios [96].

1.9.2. Matriz Dohelert

O planejamento experimental baseado na Matriz Doehlert € uma
alternativa bastante uti em quimica, comparado aos planejamentos
experimentais fatoriais e mesmo aqueles de segunda ordem. Isso porque ele
permite o uso de diferentes niveis para cada variavel, melhorando a
compreensao das variaveis, sem aumentar excessivamente o numero de
experimentos e permitindo também a construcéo de superficies de respostas.

Em um planejamento de duas variaveis, por exemplo, uma variavel é
estudada em cinco niveis, enquanto a outra é estudada em apenas trés niveis.
Como regra geral, é preferivel escolher a varidvel com o efeito mais
significativo ou mesmo n&do-monétona, como o fator com cinco niveis, a fim de
se obter mais informacgdes do sistema [97,98].

Do ponto de vista matematico, este planejamento descreve um dominio
experimental esférico e com uniformidade no preenchimento do espaco [94].

Para duas variaveis, a Matriz Doehlert consiste de um ponto central e
seis pontos que formam um hexagono regular, e, portanto situadas no

perimetro de um circulo (Figura 1.10).
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Variavel X,
(3 niveis)

1
1
1
1
1
Circulo de raio unitérl
1
1
1

-1 Ponto Central ¢/ +1

Variavel X,
(5 niveis)

Figura 1.10: Matriz de Doehlert para duas variaveis.

Outra vantagem da Matriz de Doehlert é a utilizacdo de um menor
namero de experimentos em relagdo ao planejamentos de segunda ordem,
como o composto central. Por exemplo, para planejamentos com duas
variaveis se tem um total de 7 experimentos e para trés variaveis sao 13
experimentos (Figura 1.11). A distribuicdo espacial destes experimentos estédo
localizados nos vértices de um hexagono (2 variaveis) ou de um cuboctaedro (3
varidveis) e uma caracteristica em comum destes planejamentos é a presenca

de um ponto central [98].

@ (b) s

(0. -0,577,0,816) 05

(0.5, 0,289, 0,816)

Variavel Y
o

(-0.5, -0,289, -0,816)

-15 -1 -05 0 05 1 15

(0.5, -0.289, -0,816)

B8 Variavel X

(0.0,577,-0.816)

Figura 1.11. (a) Representacdo tridimensional da matriz de Doehlert de 3
variaveis e (b) sua projecdo no plano xy. Cada ponto encontra-se na superficie

de uma esfera (ndo apresentada). (FONTE: Escaleira, 2005)%
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Conforme é apresentado na figura 1.12, a matriz de Dohelert devido ao
seu formato geométrico possibilita a expansdo do seu dominio experimental
utilizando poucos pontos experimentais a mais. Por exemplo, com o acréscimo
de trés pontos experimentais é possivel formar um novo hexagono, ja que o
proximo hexagono utiliza pontos experimentais ja explorados pelo hexagono
anterior. Isto permite melhorar os resultados sem elevar muito o nimero de
experimento, quando comparado como outras técnicas de planejamento

experimental [97,100].

Figura 1.12. Planejamento Doehlert para duas variaveis: Hexagono (—) obtido
pelo primeiro planejamento e hexagono (- - -) obtido utilizando pontos

experimentais j& explorados anteriormente. (FONTE: Tedfilo, 2006)%’

A Matriz de Doehlert foi ignorada por alguns livros de referéncia bem
conhecidos [94,101-104], apesar de na ultima década ter ocorrido um aumento
nas publicagcbes sobre as aplicagcbes dessa Matriz (compardveis com o0s
modelos mais tradicionais, tipo os planejamentos fatoriais) [98]. Somente
recentemente os projetos envolvendo Matriz de Doehlert foram reconhecidos
em alguns livros classicos [105-108].

Recentemente artigos cientificos vém utilizando a Matriz de Doehlert,
como por exemplo, na otimizagcado das condi¢des: para degradacdo do Verde
de Metileno por técnicas eletroquimicas com eletrodo de diamante dopado com
boro [109], na determinacdo de neomicina [110], na fabricacdo de um tecido
téxtil emissor de luz com fibra Optica de plastico [111] e na degradacdo do
acido de bromoamina [112], entre outros.
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1.9.3. Selecdo de variaveis baseadas no procedimento stepw ise de

Modelos de Regressao Mdltipla

O procedimento de selecdo de variaveis do tipo stepwise [113] € um
modelo baseado na inclusdo e exclusdo de variaveis através de uma regra de
decisdo. Como muitos dos termos de uma dada regressdo linear mdltipla,
podem nao auxiliar na explicacdo da resposta, utiliza-se o procedimento tipo
stepwise para obter um modelo mais simples e que explique a influéncia das
variaveis sobre a resposta estudada. Os termos que nado diferem
significativamente de zero, avaliado pelo teste t — Student a 95% de confianca
sdo eliminados do modelo e desta forma uma nova regressao linear multipla é
obtida (e assim a variancia do sistema é redistribuida entre os termos de
acordo com o meétodo dos quadrados minimos), até que apenas termos

significativamente diferentes de zero estejam presentes no modelo [113-116].
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Capitulo 2- Liberacdo controlada do complexo Fe(lll  )-o,0-

EDDHMA da matriz polimérica de agar-agar

2.1. INTRODUCAO

O ferro € um micronutriente essencial para o crescimento das plantas. A
deficiéncia de ferro € um problema comum a muitas plantas, quando cultivadas
em solos alcalinos e calcarios, pois causa o sintoma conhecido como clorose
de ferro [14,15]. A eficiéncia das fontes de ferro usadas para corrigir este
problema depende do tipo de solo onde esta sendo aplicado, das propriedades
quimicas e da pureza do produto.

O uso de ligantes polidentados (também chamados de quelatos) é
reconhecido como a forma mais eficaz de prevenir e corrigir a maioria das
caréncias de micronutrientes em uma ampla variedade de culturas. Esses
ligantes formam complexos estaveis com metais, mantendo-0os em solucéo e
apresentando cargas elétricas favoraveis a absor¢do. Entretanto o uso dos
ligantes sintéticos tém sido criticado devido as suas baixas biodegradabilidades
e possibilidade de solubilizar metais pesados na solugdo do solo, que podem
permear através do solo atingindo os lencois freaticos ou aquiferos e
contaminado-os [11,13].

Quelatos de FeEDDHMA, FeEDDHSA e FeEDDHA tém sido utilizados
com sucesso como fontes de ferro para remediagcdo de clorose em solos
alcalinos e calcarios. O problema é que estes quelatos sdo caros. Além disto, o
real teor destes complexos nos produtos comerciais € duvidoso. Varios estudos
tém revelado que apenas cerca da metade do ferro estd presente como
FeEDDHA [117]. A composicéo e especiagao do resto do ferro em grande parte
do produto comercializado é desconhecida, mas tem sido atribuida
possivelmente a isdmeros de posicdo do FEEDDHA [18].

A utilizacdo de biopolimeros para o encapsulmaneto de micronutrientes
vem sendo sugerida devido a facilidade de sua producéo, custo mais baixo e
boa capacidade de separacdo. Além disto, estes materiais oferecem uma nova
estratégia "verde" para o projeto de absorventes com propriedades de sorcéo
ajustaveis.

Os biopolimeros apresentam potencial de uso em razdo das

possibilidades lucrativas para usos industriais, tanto nacional, quanto
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internacional [118]. A capacidade de ligacdo com a agua faz dos carboidratos
0S materiais mais utilizados para encapsulagéo [119]. Microencapsulag¢ao pode
ser definida como um processo de empacotamento de materiais solidos,
liquidos ou gasosos em capsulas, as quais podem liberar o contetudo de forma
controlada e sob condic¢des especificas [120].

Na forma encapsulada, o micronutriente apresenta protecdo contra
condigbes adversas do ambiente como baixos valores de pH, temperatura,
umidade e presenca de oxigénio. Varios mecanismos podem ser utilizados
para desencadear a liberacéo controlada do agente ativo, como a mudanca de
pH, estresse mecanico, temperatura, atividade enzimética, entre outros [121].

Assim, uma grande vantagem na liberacdo controlada é a cinética de
disponibilizacdo prolongada em funcéo da transferéncia regulada. A permeacéo
de um ingrediente ativo de um reservatorio para uma superficie alvo, mantém
um nivel de concentracdo pré-determinada durante um periodo especificado de
tempo. Com isso administragdes menos frequentes do produto de interesse em
relacdo as formas convencionais [30].

Entre os diferentes métodos de imobilizacdo, o uso de géis pode ser
uma das melhores escolha, uma vez que é um processo facil de ser feito e
além disto ndo sao toxicos.

O agar-agar, também conhecido simplesmente como agar ou agarose, é
um hidrocoldide (polimeros de carboidratos, formado por mais de um tipo
monossacarideo) extraido de diversos géneros e espécies de algas marinhas
vermelhas, da classe Rodophyta, principalmente das ordens Gelidiales
(Gelidium spp., Pterocladiella spp. e Gelidiella spp.) e Gracilariales (Gracilaria
spp. e Hydropuntia spp.), ocorre como carboidrato estrutural na parede das
células [74]. Ele tem forte capacidade de gelificacio. E estavel em meio &cido e
ndo apresenta qualquer reatividade. Além disso, 0 seu custo € baixo quando
comparado com outros materiais normalmente utilizados para a imobilizacéo
[75], com quitosana, alginato e a poliacrilamida.

No presente estudo, o complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA foi imobilizado em
gel de agar-agar, e os parametros pH, superficie de contato e teores de agar-
agar foram estudados em funcdo dos parametros do modelo cinético que

melhor se ajustou ao processo de liberagcdo do complexo.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Objetivo geral

> Avaliar a liberacdo controlada do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA
disperso na matriz polimérica de agar-agar.

2.2.2. Objetivos especificos

> Desenvolver um método para a quantificacdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA,

> Avaliar o encapsulamento do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA na matriz
polimérica (agar-agar).

> Analisar a cinética de liberacdo do complexo imobilizado em matriz de
agar-agar avaliando-se os parémetros tais como, pH, superficie de contato e e

teor de agar-agar.
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2.3. MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Equipamentos

Para a determinacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA foi utilizado um
espectrofotometro com arranjo linear de diodos (diode-array, Agilent 8453A),
utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico. Um forno de
micro-ondas Ethos Plus (Milestone) foi utilizado nos processos de digestéao.

2.3.2. Reagentes e Solucbes

Todas as solugfes foram preparadas com os reagentes de grau analitico
e de elevada pureza, em agua tipo 1, obtida com um sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

Solugbes tampédo foram preparadas em diferentes valores de pH na
concentracdo de 1,0 mmol L* pela dissolucdo/diluicdo de quantidade
apropriada de seus reagentes em agua e o valor de pH foi ajustado utilizando-
se solucdes de NaOH 1,0 mol L™ e HCI 1,0 mol L™ e o volume completado em
baldo volumétrico. A solucao tampéao de pH 3,0 e 7,0 foram preparadas a partir
do &cido fosférico (Vetec). A solucdo tampdo em pH 5,0 foi preparada a partir
de &cido acético glacial (Vetec) e em pH 9,0 utilizou-se o acido bérico (Vetec).
Para o estudo do pH 2,0 foi feito a uma diluicio adequada de uma solucéo de
acido cloridrico concentrado (Vetec).

Neste estudo foi utilizado o reagente comercial do Fe(lll)-0,0-EDDHMA
(Ferrilene). A determinacdo da pureza do complexo foi realizada pela
mineralizacao, em forno de micro-ondas Ethos Plus (Milestone) e determinacéao
do teor de ferro total. A mineralizacdo do complexo foi realizada com 100 mg
de amostra e 5 mL de &cido nitrico concentrado (Vetec) em vasos de PTFE de
100 mL. Estes vasos foram colocados em forno de micro-ondas e aquecidas
em duas etapas diferentes, sendo a primeira delas com uma rampa de
aguecimento de 5 minutos até 180 °C e a segunda fixada nesta mesma
temperatuda por 15 minutos. Em ambas as etapas, a poténcia fixada foi de
1000 watts.

Em seguida filtrou-se a solucdo, em papel de filtro Whatman 42,

recolhendo o filtrado em baldo volumétrico de 25,0 mL completando-se o
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volume com agua destilada. O teor de complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA na
amostra comercial foi relacionado com a concentragdo de ferro, a qual foi
determinada em um espectrofotometro de absorgao atbmica (VARIAN, modelo
SpectrAA-200).

2.3.3. Desenvolvimento de método espectrofotométric o para a
determinacao do complexo Fe(lll)-EDDHMA

2.3.3.1. Determinacdo do comprimento de onda de max ima absorcao

Os espectros de absorcao foram obtidos entre 190 a 1100 nm em um
espectrofotbmetro com arranjo linear de diodos (diode-array, Agilent 8453A),
utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho otico. Estes foram
usados para a determinacédo do comprimento de onda de maxima absorcédo da
solugéao do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA a 1% (m/m) (6,0 mmol/L).

No intervalo 190 a 1100 nm, realizou-se a leitura da curva analitica de
0,0 a 100 pmol L™ do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA, sendo esté feita em cada
unidade de comprimento de onda. Com os dados apresenta-se a sensibilidade
analitica do complexo em toda a regido do espectro. Além disto sera possivel
avaliar a qualidade dos resultados, ajustando o modelo de regresséao linear em
funcdo do ‘numero de noves’ (N9) (Equacédo 2.1) [114].

N9 = - log (1- R?) (2.1)
onde R € o coeficiente de determinacéo.

2.3.3.2. Avaliagdo do pH para a quantificacdo do co mplexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA

Para avaliar o efeito do pH na determinacdo do complexo Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA, foram preparadas curvas analiticas do complexo em diferentes
valores de pH. As curvas analiticas do complexo foram preparadas no intervalo
de 10 a 100 pmol L™ e foi utilizado como resposta a sensibilidade analitica da

equacao de regresséao nos pH 2,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 9,0.
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2.3.4. Validacdo do método espectrofotométrico para a determinacao do
complexo Fe(lll)-EDDHMA

As figuras de mérito avaliadas neste estudo para validacdo do método
de determinacao de Fe(lll)-0,0-EDDHMA por espectrofotometria de absorcéo
molecular foram seletividade, linearidade do método, limites de deteccédo e
quantificacdo. Os procedimentos realizados na validagdo do método analitico
proposto foram baseados nas orientacdes do Instituto Nacional de Metrologia,

Normalizacao e Qualidade Industrial [122].

2.3.5- Obtencéo do polimero Agar-Agar/Fe(lll)-0,0-E  DDHMA

2.3.5.1- Polimero de agar-agar em agua

Para o preparo do polimero de agar-agar (Kanten) a 1,0% (m/m), 0,200
g de agar-agar e 0,050 g de complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA foram medidas em
uma balanca analitica (Sartorius BP 2215) e transferidos para um béquer de 50
mL. Foram adicionados de 2,0 mL em 2,0 mL agua destilada a mistura,
deixando-a pastosa até se obter 20,0 g da suspencdo, sempre
homogeneizando com um bastdo de vidro. A suspencéo foi aquecida a 80 °C
em banho-maria. Ap0s 0 aquecimento, a mistura foi transferida para formas
(copo plastico pequeno de 30 mL) e mantidas na geladeira (4 °C) até o
momento do uso.

O mesmo procedimento foi realizado para obtencdo dos polimeros em

0,8%, 2,0%, 5,0% de agar-agar em agua.

2.3.5.2- Polimero de agar-agar em meio tamponado

Foram preparados polimeros de agar-agar em diferentes valores de pH,
mas todos na concentracdo de 2,0 % (m/m) de &gar-agar. Para o preparo
destes polimeros foi realizado o mesmo procedimento do item 2.3.5.1, mas
usando solucdes tampao para a dissolugcéo do agar-agar e do complexo.

Para o preparo destes polimeros, foram usadas solu¢cdes tampéo em pH
5,0; 7,0 e 9,0.
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2.3.6. Liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0 -EDDHMA adsorvido

em agar

Os géis de agar-agar/Fe(lll)-o,0-EDDHMA foram cortados na forma de
cubos de diferentes tamanhos (0,5; 1,0 e 2,0 cm) utilizando dispositivos home-
made, construidos a partir de laminas de estilete colados com resina epoxi
sobre uma superficie plastica, conforme apresentado na Figura 2.1 (A). Os
cubos obtidos (Figura 2.1 (B)) foram armazenados em geladeira (4 °C) até o

momento do uso.

Figura 2.1 — (A) Dispositivos “home-made” utilizados para o corte dos cubos de
agar-agar, espacamento de 2,0 cm e espagamento de 1,0 cm. (B) Pellets
obtidos apds corte da matriz de agar-agar utilizando dispositivos “home-made”.

O estudo da liberagdo do complexo em solugdo ocorreu em um frasco
plastico de 100 mL contendo 50 mL de solugédo (agua ou solugédo tampédo de
acetato, tris ou fosfato), sob agitacdo mecéanica em mesa agitadora (Tecnal TE
420). Em todos os frascos foram adicionados a mesma massa dos cubos da
matriz polimeérica, sendo que estes foram colocados em frascos que continham
a mesma solucdo que foi usada para o preparo do polimero de &gar-agar. No
estudo da superficie de contato, em cada frasco foram adicionados cubos nas
dimensdes de 2 cm (1 cubo), 1 cm (8 cubos) e 0,5 cm (64 cubos), com um area
superficial de 24, 48 e 96 cm?, respectivamente.

O tempo foi marcado (com auxilio de um crondmetro) a partir do
momento da colocacdo do pellet na solucdo. Aliquotas de 2,0 mL foram
retiradas em cada tempo com auxilio de uma micropipeta e o espectro de
absorcdo molecular das solu¢cdes foram obtidos. Apds a obtencdo dos

espectros as aliquotas eram retornadas para o mesmo frasco.
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2.3.7. Avaliacdo do modelo cinético da liberagdo do complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA em agar

Com os dados obtidos da liberacdo controlada do complexo, aplicaram-
se 0s modelos de regressdo nao-linear: difusdo intraparticula, pseudo 12
ordem, pseudo 22 ordem, Elovick e Noyes-Whitney a fim de verificar o modelo
que melhor se ajustaria ao comportamento cinético de liberacdo do complexo

da matriz polimérica para 0 meio em estudo.
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Determinacao da pureza do Fe(lll)-o0,0-EDDHMA

O teor de ferro obtido por espectrofotometria de absorcdo atdomica foi
igual a (3,35 + 0,27) % (m/m), sendo que no rétulo do produto comercial
indicava um teor de 3,5 %.(m/m). A pureza do complexo no material comercial
é de 26,65% (m/m).

2.4.2. Validacao do Método Espectrofotométrico para Fe(lll)-0,0-EDDHMA

Na Figura 2.2(a) € apresentado o espectro da solu¢do de Fe(lll)-o,0-
EDDHMA, tendo o comprimento de onda de maior absortividade molar em 285
nm. Estes resultados estdo de acordo com a Figura 2.2(b), onde esta
apresentada a sensibilidade analitica do complexo em toda a regido do
espectro. Foi possivel avaliar a qualidade dos resultados, ajustando o modelo
de regresséo linear em funcéo do ‘numero de noves’ (N9) [114].

O ‘numero de noves’ (Equacdo 2.2), foi uma funcdo proposta para
facilitar a comparacéo de diferentes modelos de regressado linear de curvas
analiticas, onde os valores de coeficiente de determinacdo sdo usualmente
maiores que 0,99. Essa fungdo expressa o numero de noves existentes no
coeficiente de determinacéo e portanto seu aumento significa melhor ajuste do
modelo.

N9 = - log (1- R?) (2.2)

Para a determinacédo direta do complexo (sem derivatizacdo), o melhor
ajuste e a melhor sensibilidade analitica ocorreram na mesma regido do
espectro e por este motivo foi escolhido o comprimento de onda de 285 nm
para a realizacdo da validacdo do método.

Usualmente comprimentos de onda na regido do visivel séo
selecionados para a determinacdo espectrofotométrica, para diminuir a
probabilidade de interferéncias de espécies quimicas que absorvam em
comprimentos de onda mais energéticos. Tendo em vista a maior sensibilidade
e 0 uso do método em solugdes controladas que nao apresentam absorcéo

nessa faixa de comprimento, o comprimento de onda na regido do ultravioleta
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Figura 2.2: (a) Espectro da solu¢cdo 1% (m/m) de Fe(lll)-0,0-EDDHMA em

agua. (b) Sensibilidade analitica da curva analitica no intervalo de 0,0 a
100 pmol L™ de Fe(lll)-0,0-EDDHMA (curva ---) e N9 (curva ----) em funcdo do

comprimento de onda.

O modelo linear da curva analitica € apresentado na Equacédo 2.3. A
qualidade do ajuste apresentou um coeficiente de determinacdo (R?) igual a
0,9997 e o desvio padrdo dos residuos igual a 0,00076 UA (unidades de
absorbancia), indicando um 6timo ajuste do modelo. A faixa analitica obtida
para o Fe(lll)-0,0-EDDHMA foi de 0,21 a 250,0 mmol L™* em 255nm.

A= (5,600x10° + 0,021x10°°) ¢(Fe(lll)-0,0-EDDHMA)/(mmol L™) - (0,0048 + 0,0027)  (2.3)

O limite de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram,
respectivamente, de 0,063 e 0,21 mmol L. Estes parametros foram calculados
multiplicando-se o desvio padrdo do branco da curva analitica por 3 (no caso
do LOD) e por 10 (no caso do LOQ) e dividindo-se pela sensibilidade analitica.

2.4.2.1. Influéncia do pH na quantificacdo do compl exo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA

Na Figura 2.3 é apresentada a sensibilidade analitica do complexo
Fe(lll)-0,0-EDDHMA nos dois comprimentos de onda com maximo de
absorcdo. A sensibilidade analitica diminui em valores de pH inferiores a 5,0,
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ficando constante até o pH 9,0.

O comportamento similar da sensibilidade analitica em ambos
comprimentos de onda é explicado pelo fato da absorcdo ser devido a uma
mesma espécie quimica. O comportamento da sensibilidade analitica em
funcdo do pH é influenciado tanto pela desprotonacdo do o,0-H,EDDHMA,
quanto na formacao dos hidroxocomplexos de Fe(lll). Assim, o aumento do pH
favorece a desprotonagdo do 0,0-HEDDHMA em meio mais basico enquanto o
ion ferro Il estara disponivel em valores de pH abaixo de 3,0 [16].

Escolheu-se trabalhar em pH 7,0 pois € mais adequado para a

imobilizacdo na matriz polimérica de 4gar-agar.
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Figura 2.3: Sensibilidade analitica da curva analitica no intervalo de 0,0 a 100
umol L ! de Fe(lll)-0,0-EDDHMA em diferentes valores de pH, determinados
em 486 nm (e) 285 nm (m).

Na Figura 2.4 é apresentado graficamente a variacdo da sensibilidade
analitica das solucdes de Fe(lll)-0,0-EDDHMA de 0,0 a 100 pmol L*, em
funcdo do comprimento de onda para as solucbes em diferentes pH. A
sensibilidade analitica do complexo foi obtido em cada unidade do
comprimento de onda na regido do espectro de 190 a 800 nm. N&do houve

diferenca significativa na sensibilidade analitica em toda regido espectral
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analisada, tanto em agua, como nos meios tamponados de pH 5,0 a 9,0. Estes
resultados estdo de acordo com o apresentado na Figura 2.3, em que a
sensibilidade analitica diminui somente em valores de pH inferior a 5,0

2.0x10" A Agua
. ——pH=5,0
’-’g ——pH=7,0
£ —pH=90
— 1.5x10" ’
©
O
E
& 1.0x10"
()
el
©
=
S
% 5.0x10° -
o
0.0,

800

A/ nm

Figura 2.4. Sensibilidade analitica da solucdo do complexo Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA, no intervalo de 0,0 a 100 pmol L™ de Fe(lll)-0,0-EDDHMA em &gua

e na faixa de pH de 5,0 & 9,0 em fun¢é@o do comprimento de onda.

2.4.3. Avaliacdo do modelo cinético de liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-

EDDHMA na matriz polimérica de agar-agar

Foi estudada a cinética de liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA
em agua monitorando o teor do complexo liberado (Figura 2.5a). Um cubo de
agar-agar a 2% (m/m) com 1% (m/m) de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido foi
adicionado em 50,0 mL de &gua, onde o teor de complexo liberado foi
monitorado por espectrofotometria de absorgédo molecular.

Na Figura 2.5b estdo apresentados os residuos dos modelos de
regressdo nao-linear relacionados aos modelos cinéticos de liberacdo
controlada. Considerou-se, pelo principio da Parciménia, que o modelo mais
adequado é aquele que apresenta os residuos mais préximos de zero ao longo
de todo tempo considerado. Dessa maneira, pode-se observar que o modelo

gue melhor se ajustou na liberacdo do complexo da matriz de agar-agar foi de
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Noyes-Whitney. Esse ajuste sugere que a liberacdo ocorre por processos de
difusdo, corroborando com os resultados encontrados por Grillo et al. (2011)

[123], que descreve o mecanismo de liberacdo da ametrina.
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Figura 2.5: (a) Cinética de liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-

EDDHMA a 1% (m/m) adsorvido em uma matriz de agar-agar a 2% (m/m) em
adgua, (b) Residuos dos modelos cinéticos avaliados na liberacdo controlada
do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA. (Os pontos foram ligados para melhor

visualizacao)

O modelo de regresséo nao-linear SWeibulll (Equacgéo 2.4) presente no
software Origin 8.0, (OriginLab) foi utilizado para o ajuste do modelo de
dissolucdo de Noyes-Whitney, considerando-se os fatores de ajuste t, e d
constantes e iguais a zero e um, respectivamente. Assim, foram calculadas as
constantes cinéticas de Noyes-Whitney e quantidade de complexo liberado até
o sistema atingir o equilibrio (R.) para cada condi¢cao experimental. A condic&o
de equilibrio, ou seja, aquela em que ndo ha mais alteracdo macroscopica das
concentracdes das espécies no meio foi considerada a partir do tempo tgsy, OU
seja, aquele necessario para que 95% da concentracdo méxima liberada fosse
atingida (Eg. 2.5).

R = R, (1— ekt-to)My (2.4)
—In(0,08)7 — ¢, (2:5)
k

tosy, =
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2.4.4. CondicOes de estudo da Liberacao controlada

Para avaliar os parametros necessérios para estudar a liberagéo
controlada do complexo, consideraram-se os fatores que poderiam influenciar o
controle da taxa de liberacdo do complexo: i) a permeabilidade da capsula; ii) a
area de superficie em contato com o meio aquoso e iii) a concentracdo do
agente diluido dentro da capsula [124]. Essas variaveis poderiam explicar parte
dos fenbmenos ocorridos durante os experimentos neste trabalho. Segundo
Nascimento et al. (2011) [125] para que ocorra a difusdo do material
encapsulado, o polimero deve se intumescer (por exemplo, com agua), o que
leva ao abaixamento da temperatura de transicao vitrea, tornando o material

mais plastico e desse modo o nucleo pode se difundir para o meio externo.

2.4.4.1. Teor de Agar

Todos os estudos da influéncia do teor de agar-agar na liberacéo
controlada do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA, foram realizados utilizando-se
o modelo cinético de Noyes-Whitney para explicar o comportamento cinético
observado (Figura 2.6).

Em teores de agar-agar inferiores a 0,8% e superiores a 7% néo houve
formacdo de um gel consistente, por este motivo foi feito o estudo somente na
faixa de 0,8% (m/m) até 7% (m/m). Esses resultados estdo de acordo com 0s
experimentos realizados por Bilal e colaboradores (2016) [126], que também
fizeram os seus estudos na mesma faixa de concentracdo de agar-agar.

A variacao no teor de agar-agar na matriz polimerica foi relacionada com
a constante cinética de Noyes-Whitney e observa-se pela Figura 2.6 que a
quantidade &gar nao influenciou na liberagdo do complexo de Fe(lll)-0,0-
EDDHMA, com excec¢ao da matriz com teor de 0,8% (m/m). Testes mostraram
instabilidade do gel em baixa concentracéo, ocorrendo dissolucdo de parte do
material devido a baixa consisténcia do gel, mostrando-se também um grande
desvio padr&o nesta concentragao.

Como o0s valores da constante de proporcionalidade foram
estatisticamente iguais na faixa de 1% até 7% de agar-agar, escolheu-se

trabalhar com o teor de 2% devido a uma consisténcia maior do gel em relacéo
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aos teores de agar-agar inferiores a este valor e também por apresentar o

menor desvio padrao.
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Figura 2.6: Constante de proporcionalidade da equacgéo de Noyes-Whitney em
funcdo do teor de agar-agar em cubos com aresta de 2 cm, totalizando area

superficial de 24 cm?.

2.4.4.2. Variagdo do pH da solugédo e da superficie  de contato do gel de

agar-agar na liberacéo controlada do complexo Fe(ll  1)-0,0-EDDHMA

Foi avaliado a influéncia da superficie total de contato do 4gar-agar com
a solucdo na liberacdo do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA, considerando a
constante cinética obtida no modelo Noyes-Whitney (Figura 2.7). Assim,
considerando a massa total de gel de agar-agar constante em todos os
experimentos, observou-se que quanto maior a superficie de contato, maior foi
a liberacdo do complexo para o meio. Um modelo empirico quadrético ajustou-
se bem aos dados experimentais com um r superior a 0,998 (Tabela 2.1). O
termo constante do modelo néo foi significativo, de maneira que o modelo foi
obtido sem esse termo.

Observa-se, portanto, uma dependéncia da area total na cinética de

liberacdo. Qualitativamente, essa dependéncia € explicada pela taxa de difusédo
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constante em relacéo a area, como previsto pelas leis de Fick. Entretanto, ndo

€ observada uma grande diferenga no comportamento da constante em relacéo

ao pH do meio tamponado. O pH dentro da faixa estudada também néo

influencia a estabilidade do complexo, uma vez que ndo foi observada

nenhuma alteracéo do espectro de sensibilidade analitica do complexo (Figura

2.4).
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Figura 2.7: Influéncia da superficie total de gel de agar e pH sobre a constante

cinética da equacao de Noyes-Whitney.

Tabela 2.1: Parametros obtidos para o ajuste de modelo quadratico Qx? + Sx =

k, onde Q e S sao os fatores quadratico e linear (inclinacédo) e s, a estimativa

dos desvios padréao.

pH 5 7 9 Agua*

Q 1,186-06 1,33E-06 1,43E-06 2,44E-06

s(Q) 1,05e-07 1,16E-07 8,35E-08 3,71E-07

S 2,04E-04 1,96E-04 1,99E-04 1,51E-04

s(l) 9,09E-06 1,01E-05 7,23E-06 3,21E-05
r 0,99987 0,99985 0,99993 0,99888
s(residuos) 0,00027 0,00029 0,00021 0,00094

*sem ajuste do pH
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2.5. CONCLUSAO

O método espectrofotométrico mostrou-se adequado para a analise do
complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA, com limites de quantificacdo que atenderam
aos ensaios de liberacdo controlada. O método proposto neste trabalho do
‘numero de noves’ auxiliou na confirmacdo de que a regido do UV que
apresentava a maior absortividade molar tinha o melhor ajuste.

O Fe(ll)-0,0-EDDHMA disperso em matriz de agar-agar possibilitou o
estudo de um sistema de liberacdo controlada que melhor se ajustou ao
modelo de Noyes, constatando que a liberacdo ocorre por processos de
difusdo, sem interacdo com a matriz polimérica.

Na liberacdo do complexo da matriz de agar-agar, observou-se uma
dependéncia da area total na cinética de liberacdo. Entretanto, ndo houve uma
grande diferenca no comportamento cinético em relagdo ao pH do meio
tamponado de 5,0 a 9,0. O pH dentro da faixa estudada também néo influencia
a estabilidade do complexo, bem como o teor de agar na faixa de 1% até 7%

nao influenciou na liberacdo do complexo.
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Capitulo 3- Adsorcéo e liberacdo controlada do comp  lexo
Fe(lll)-o0,0-EDDHMA da matriz de quitosana reticulad a com

glutaraldeido

3.1. INTRODUCAO

Complexos de FeEDDHMA, FeEDDHSA e FeEDDHA tém sido
utiizados com fontes de ferro para aplicacdo em solos com baixa
disponibilidade deste micronutrient. O problema é que estes quelatos séo
caros. Além disto, o real teor destes complexos nos produtos comerciais é
duvidoso. Varios estudos tém revelado que apenas cerca da metade do ferro
esta presente como FeEDDHA [117]. A composicao e especiacdo do resto do
ferro em grande parte do produto comercializado é desconhecida, mas tem
sido atribuida possivelmente a isémeros de posicdo do FeEDDHA [18].

Para diminuir a quantidade do complexo FEEDDHMA a ser aplicada no
solo e consequentemente diminuir os gastos, pode-se adsorver o complexo por
um biopolimero e posteriormente fazer a sua liberacdo controlada [28,29],
sendo este procedimento largamente utilizado para compostos farmacéuticos.
A ideia principal envolvida neste procedimento é o controle da quantidade de
composto liberada e o prolongamento do tempo em que essa concentracéo é
mantida no meio.

A utilizagdo de biopolimeros vem sendo sugerida devido a facilidade de
producdo, custo mais baixo e boa capacidade de separagdo. Além disso, estes
materiais oferecem uma nova estratégia "verde" para o projeto de absorventes
com propriedades de sorcdo ajustaveis. A quitosana € um adsorvente de
destaque entre os biopolimeros e tem varias caracteristicas positivas, incluindo
abundéancia no meio ambiente, maior area superficial, boas caracteristicas de
adsorcdo de metais devido a presenca de grupos amina funcionais, baixo
custo, ndo-toxicidade ao meio ambiente etc. Devido a esses recursos, estudos
de adsorcao de varios metais tém sido relatados na literatura [127].

A guitosana foi descoberta em 1859 por Rouget [128] e é raramente
encontrada na natureza, podendo ser obtida a partir da hidrélise de quitina. A
cada ano, cerca de 20 milhGes de toneladas de residuos de camarao, lagosta e

carapacas de caranguejo sao descartados [51,52]. Os copolimeros de
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quitosana modificados sinteticamente representam uma plataforma versatil
para aplicacdes em processos de adsorcao e desorcado de metais, devido a sua
disponibilidade e receptividade para modificacdo quimica, desta forma
pondendo ser sintetizado de acordo com sua aplicacdo. O pKa da quitosana
varia entre 5,5 e 6,5, dependendo do grau de desacetilacéo.

Devido a natureza semi-cristalina da quitosana e de sua area superficial
relativamente baixa [56], é geralmente um adsorvente fraco na forma né&o
modificada. Por isto, 0 uso de agentes de ligacao cruzada para modificar a sua
estrutura quimica, pois assim suas propriedades sao alteradas pela ligancéo
com as aminas ou as hidroxilas da cadeia da quitosana. A ligacdo cruzada
entre quitosana e glutaraldeido, proporciona materiais com uma rede porosa e
com melhores propriedades de adsorcao [68,129]. Desta maneira, a quitosana
pode ser estruturalmente modificada através da formacao de copolimeros com
morfologia variavel (isto é, esferas, granulos, pds, filmes e membranas). Esses
materiais tém diversas aplicagdes; como membranas a base de biopolimeros
para separacdes quimicas [130], remoc¢édo de chumbo e de corantes de aguas
residuais [131,132], e sistemas de liberacao de drogas [133-135].

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do pH, forca
iGnica e o teor do agente de ligacdo cruzada sobre a capacidade de adsorcéo e
liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA da quitosana reticulada com
glutaraldeido (QTS-R). As varaveis estudadas foram otimizadas com auxilio de

um planejamento fatorial fracionado 2.
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3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo geral

> Avaliar a adsorcao e a liberacéo controlada do complexo de ferro(lll)-o0,0-

EDDHMA empregando a matriz polimérica de quitosana.

3.2.2. Objetivos especificos

> Otimizar o encapsulamento e/ou adsor¢cdo do complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA a partir da matriz polimérica de quitosana, avaliando-se 0s
parametros pH de adsorc¢éo e reticulagdo com glutaraldeido;

> Otimizar com o auxilio do planejamento fatorial fracionado 2** a
liberacdo do complexo Fe(ll)-0,0-EDDHMA pela matriz polimérica de
quitosana, avaliando-se os parametros pH de adsorcao, pH de desorcéo, forca
ibnica e reticulagdo com Glutaraldeido;

> Identificar as variaveis que influenciam os processos de adsorcao e
liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA da matriz polimérica de
guitosana;

> Avaliar a absorcao do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA encapsulada por
esferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido, por alface Latuva sativa em

meio hidropdnico.
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3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Equipamentos

Para a determinacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA foi utilizado um
espectrofotometro com arranjo linear de diodos (diode-array, Agilent 8453A),
utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico. Um forno de
micro-ondas Ethos Plus (Milestone) utilizado nos processos de digestédo. Para a
determinacao das concentracdes de Ferro foi utiliado um espectrofotdmetro de
Absorcéo Atdomica (VARIAN, modelo SpectrAA-200).

3.3.2. Reagentes e Solugdes

Todas as solucdes foram preparadas com os reagentes de grau analitico
e de elevada pureza, em &gua tipo 1, obtida com um sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

As solucdes de &cido acético 5 % (v/v), HCI (1,0 mol L) e NaOH (1,0 e
2,0 mol L™) foram preparadas por dissolucéo, respectivamente, de quantidades
apropriadas de acido acético glacial (Vetec), acido cloridrico concentrado
(Vetec) e hidroxido de sodio (Vetec).

Solugbes tampédo foram preparadas em diferentes valores de pH na
concentracdo de 1,0 mmol L* pela dissolucdo/diluicdo de quantidade
apropriada de seus reagentes em agua e o valor de pH foi ajustado utilizando-
se solucdes de NaOH 1,0 mol L™ e HCI 1,0 mol L™ e o volume completado em
baldo volumétrico. A solucdo tampao em pH 4,0 foi preparada a partir de &cido
acético glacial (Vetec) e em pH 7,5 utilizou-se Tris-hidroximetilamino metano
(Synth).

Neste estudo foi utilizado o reagente comercial do Fe(lll)-0,0-EDDHMA
(Ferrilene). A determinacdo da pureza do complexo foi realizada conforme item
2.3.2.

3.3.3. Sintese das esferas de Quitosana Reticulada (QTS-R) para estudo
da Adsorcao de Fe(lll)-0,0-EDDHMA

As esferas foram preparadas a partir da dissolucdo de 4,0 g de
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quitosana (Sigma Aldrich®) em 100 mL de &cido acético 5 % (v/iv). O gel
formado ficou sob agitagdo mecéanica em mesa agitadora (Tecnal TE 420) por
180 rpm e por 24 horas até a completa solubilizagdo; apds este periodo a
mistura foi gotejada em uma solucdo de NaOH 2,0 mol L™ através de uma
bomba peristaltica (Ismatec® IPC-8), para formagcéo das esferas.

As esferas de quitosana formadas permaneceram em contato com a
solucdo de NaOH apo6s o gotejamento por 30 minutos. Decorrido este tempo as
esferas foram lavadas com agua e colocadas em um recipiente de 1 L com
agua sob agitacdo mecanica por 10 minutos em mesa agitadora (Tecnal TE
420). Este procedimento foi repetido até que o pH dessa agua de lavagem
ficasse préximo a 7,0. Posteriormente as esferas foram colocadas em uma
solucdo de glutaraldeido (pentanodial, Vetec®) 0,25 mol L™, numa proporcéo de
1,0 g de esferas umidas para 1,5 mL de solugcéo por 24 h para reticulacdo. As
esferas foram retiradas da solucao de reticulacao por filtragdo com filtro simples
de tela de plastico (malhas com cerca de 5 mm) e secas em estufa (Medicate,
MD 1.0) a 50 °C por 18 h. Apés esse periodo, as esferas foram guardadas em

um frasco plastico.

3.3.4. Adsorcéo do complexo de Fe(lll)-o0,0-EDDHMA n  a esferas de QTS-R

3.3.4.1. Efeito da concentracgao inicial de Fe(lll)- 00-EDDHMA

Realizou-se este estudo em 5 niveis de concentracdo do complexo de
Fe(ll)-0,0-EDDHMA, de 20 a 200 pmol L™.

A adsorcdo do complexo ocorreu em um frasco plastico contendo 50 mL
da solucdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adicionando-se 100 mg das esferas de
quitosana reticulada (QTS-R). O sistema foi mantido sob agitacdo mecanica de
180 rpm em mesa agitadora (Tecnal TE 420) e aliquotas de 2,0 mL foram
retiradas de tempos em tempos para obtencdo de espectros de absor¢céo na
regido do ultravioleta e do visivel. Apos leitura, as aliquotas eram retornadas
para 0 mesmo frasco de onde foram retiradas.

O tempo de contato foi determinado (com auxilio de um cronémetro) a
partir do momento da colocacdo das esferas na solugdo. A quantidade de
complexo adsorvido foi determinada pela diferenca da quantidade inicial pela

quantidade remanescente do complexo em cada determinacao (eq. 3.1).
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nggs(analito)  ny(analito) — ng,;(analito)

Qaas = m(adsorvente) m(adsorvente)

. . (3.1)
_ V (co(analito) — cgp (analito))

m(adsorvente)

onde Qags €Xpressa a quantidade de complexo adsorvido, nags € 0 numero de
mols do complexo adsorvido, np € 0 numeto total de mols do complexo, nsy € 0
namero de mols do complexo em solucdo que ndo foram adsorvidos, V € o
volume da solucdo, C, é a concentracdo total do complexo, Csq € a
concentracdo do complexo em solucdo que ndo foi adsorvido e m € a massa da
esfera de QTS-R.

As determinagcbes do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA foram feitas a
partir da curva analitica no comprimento de onda de 285 nm obtida na faixa de

concentracdes de 0 a 100,0 pmol L™.

3.3.4.2. Avaliacdo do modelo cinético de adsorcdod o complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA pelas esferas de QTS-R

Com os dados obtidos da adsor¢cdo do complexo, aplicaram-se o0s
modelos de regressao: difusdo intraparticula, pseudo 12 ordem, pseudo 22
ordem, Elovick e Noyes-Whitney para definir o modelo que melhor explica o
comportamento cinético da adsor¢cdo do complexo na matriz polimérica de

QTS-R para o meio em estudo.

3.3.4.3. Avaliacédo da dosagem de QTS-R.

O estudo da dosagem das esferas de QTS-R foi realizado em 4 niveis
de concentracdo do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA, entre 50 e 270 umol L
1

A adsor¢cdo do complexo ocorreu em diferentes frascos de plastico de
250 mL contendo em cada um 100 mL da solucdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA nas
diferentes concentracfes a serem estudadas. Em cada nivel de concentracéo
do complexo foram adicionadas massas de esferas de QTS-R, entre 10 e 100

mg e o sistema foi deixado sob agitacdo mecéanica de 180 rpm por 48 h em
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mesa agitadora (Tecnal TE 420). A quantidade adsorvida em cada tempo foi

obtida similarmente ao item 3.3.4.1.

3.3.4.4. Isotermas de adsorcéo

Os ensaios de adsorcdo foram realizados em cinco niveis de
concentracdes do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA (20 a 200 pmol L™) e tempo
de agitacéo de 24 horas em mesa agitadora (Tecnal TE 420).

Os modelos de isotermas de adsorcao de Freundlich, Lamgmuir e Sips

foram ajustads aos dados experimentais.

3.3.5. Liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0 -EDDHMA adsorvido

nas esferas de QTS-R

3.3.5.1. Sintese das esferas de Quitosana Reticulad a (QTS-R) para estudo

da liberacéo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDD HMA

As esferas de quitosana reticuladas foram preparadas de forma similar
ao item 3.3.3. Deferenciando no processo de reticulagdo das esferas com o
glutaraldeido. Nesta etapa, o polimero em forma de esferas permaneceu em
contato com a solugéo de glutaraldeido em dois niveis de concentracdo (0,63
mol L™ e 0,0126 mol L™!) mantendo uma proporcéo de 1,0 g de esferas imidas
para 1,5 mL de solugcédo por 24 horas. Apos a reticulacdo, as esferas, foram

secas em estufa a 50 °C.

3.3.5.2. Influéncia do pH e da reticulacdo das esfe ras de quitosana com

glutaraldeido na adsorcao do complexo Fe(lll)-0,0-E  DDHMA

Antes de estudar a liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA, foi realizado um planejamento fatorial 2° (Tabela 3.1) para analisar a
influéncia da reticulacdo das esferas de quitosana e do pH do meio na
adsorcdo do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA. Os componentes do
planejamento fatorial foram: pH da solucdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA em dois
niveis, 4,0 e 7,5 e a concentracdo da solugcdo de glutaraldeido em dois niveis,

0,0126 mol L™ e 0,63 mol L™. Este estudo foi realizado em duplicata.
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Tabela 3.1: Planejamento fatorial 2° para avaliacdo das variaveis: pH e
reticulacdo das esferas de Quitosana pelo glutaraldeido na adsorcdo do
complexos Fe(lll)-0,0-EDDHMA.

Varidveis codificadas Componentes originais

Glutaraldeido

i i
: l |
Ensaios i X1 X2 i pH
i i mol L™
1 | 1 1 | 7,5 0,63
2 11 1 4,0 0,63
3 : 1 1 : 7.5 0,0126
4 | -1 -1 | 4,0 0,0126
X1 = pH X2 = Glutaraldeido

No preparo da solugédo tampédo de pH 4,0 usou-se o acido acético e a
solucéo tampéao de pH 7,5 foi preparada com o Tris-hidroximetilamino metano,
todas as solucdes tampao estavam na concentracéo analitica de 1,0.10™ mol L~
! e na presenca do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA na concentracdo de 2,16
mmol L. No ajuste de pH de cada solucdo tamp&o foram usadas solucées de
NaOH 0,1 mol L™ e HCI 0,2mol L™,

As esferas de QTS-R permaneceram em contato com as solucdes
tampao mantendo uma proporcéo de 100 mg de esferas de QTS-R para 100,0
mL de soluc&o por 48 horas e sobre agitacao de 180 rpm em mesa agitadora
(Tecnal TE 420). ApoOs este periodo as esferas QTS-R foram retiradas da
solucéo, lavadas com agua destilada e secas em estufa a 50 °C.

Para a determinacédo da quantidade de complexo adsorvido nas esferas
de QTS-R, as mesmas foram digeridas em forno de micro-ondas conforme
procedimento descrito abaixo e posteriormente a quantidade de ferro foi
determinada por espectrofotometria de absorcéao atémica.

A mineralizagdo da matriz foi realizada com 100 mg das esferas de
guitosana contendo o complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido e 10 mL de
acido nitrico concentrado em vaso de PTFE de 100 mL colocados em forno de
micro-ondas Ethos Plus (Milestone) em duas etapas diferentes, sendo a
primeira delas com uma rampa de aquecimento de 5 minutos até 180 °C e a
segunda fixada nesta mesma temperatuda por 15 minutos. Em ambas as

etapas, a poténcia fixada foi de 1000 watts.
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ApoOs a mineralizacao, filtrou-se a solucdo em papel de filtro Whatman
42 e transferiu-se para baldo volumétrico de 50,00 mL, completando-se o
volume com agua destilada. A solucdo foi posteriormente transferida para um
frasco de polipropileno.
Por espectrofotometria de absorcdo atdbmica foram determinadas as
concentragdes de ferro em cada frasco, determinando também a quantidade de
complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido.

3.3.5.3. Influéncia da forca i6nica na desorcdo do complexo Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA das esferas de QTS-R

Foram preparadas 50,0 mL de solu¢cdes de NaCl nas concentracdes de
0,1, 0,5 e 1,0 mol L. Cada uma destas solucdes foi colocada em um frasco
plastico de 100 mL e em um outro frasco foi adicionado a mesma quantidade
de agua destilada, sendo esta utilizada como branco. Em todos os frascos
foram adicionados 100 mg das esferas de QTS-R saturadas com o complexo
de Fe(lll)-0,0-EDDHMA e as soluc¢des ficaram sobre agitacdo mecanica de 180
rpm por 48 h, em mesa agitadora (Tecnal TE 420). Aliquotas de 2,0 mL foram
retiradas de tempos em tempos e as solugdes analisadas em 285 nm por
espectrofotometria na regido do UV/Vis.

3.3.5.4- Planejamento Fatorial Fracionado 2 **

Para estudar a liberagcéo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA foi
realizado um planejamento fatorial 2**, onde as variaveis do planejamento
foram: pH da solucdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA duarante a adsorcdo, pH da
solugédo tampéao durante a liberacgéo, forga idnica e a concentragdo da solugéo
de glutaraldeido para a reticulacdo das esferas de quitosana. Este
planejamento foi montado para avaliar a influéncia de primeira e de segunda
ordem destas variaves na liberacdo do compexo. Para diminuir o numero de
ensaios em relacdo ao planejamento fatorial completo foi proposto o
planejamento fatorial farcionado.

Foram preparadas as mesmas solucdes tampao do item 3.3.5.2, mas
sem a presenca do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA e com a adi¢cdo de NaCl na
concentracédo de 1,0 mol L™, para o estudo da forca idnica.
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A Tabela 3.2 mostra as variaveis codificadas e as variaveis originais de
cada reagente do planejamento fatorial fracionado elaborado para o estudo da
liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA.

Tabela 3.2: Valores reais e codificados das variaveis experimentais analisadas
para montagem do planejamento experimental via Planejamento Fatorial
Fracionado 2**, para avaliacdo da liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA
das esferas de QTS-R.

Variaveis codificadas Componentes originais

i i
Ensaio | I pH NaCl/  Glutaraldeido /
rXy X, Xs X4 | pH adsorcéo
| | ~ -1 -1
. . desorcdo mol L mol L
]. ],
1 -1 1 -1 1 4,0 4,0 0,0 0,0126
2 11 1 1 1 7.5 4,0 0,0 0,630
3 1 a 1 1 1| 4,0 7,5 0,0 0,630
4 : 1 1 1 A : 75 75 0.0 0,0126
5 1 -1 -1 11 4,0 4,0 1,0 0,0126
6 | 1 -1 1 1 7,5 4,0 1,0 0,630
7 14 1 1 1 4,0 75 1,0 0,630
g | 1 1 1 1! 7.5 7.5 1,0 0,0126
| |

Xy =pH adsor¢do X, = pH desorcdo Xs; = NaCl (Forca Iénica) X, = Glutaraldeido

Foi empregado um frasco plastico de 100 mL, contendo 50 mL de
solugédo tampdao, de acordo com cada ensaio de liberacdo do complexo Fe(lll)-
0,0-EDDHMA da Tabela 3.2, o qual foi mantido sob agitagdo mecanica. Em
todos os frascos foram adicionados a mesma massa de QTS-R com o
complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido, sendo que estes foram
preparados de acordo com o procedimento do item 3.3.3. Aliquotas de 2,0 mL
foram retiradas de tempos em tempos e destas foram obtidos o espectro por
espectrofotometria molecular. Apds as leituras as aliquotas foram retornadas
para 0 mesmo frasco de onde foram retiradas. O tempo foi marcado (com
auxilio de um cronémetro) a partir do momento da colocacdo das esferas na
solugdo. Os ensaios do planejamento fatorial foram feitos em duplicata,
perfazendo um total de 16 medidas.

As determinacdes do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA foram feitas por
espectrofotometria de absor¢cdo molecular (Agilent 8453A) em uma cubeta de

quartzo de 10 mm de caminho 6ptico no comprimento de onda de 285 nm,
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utilizando uma curva analitica, nas concentracdes de 10,0 a 100,0 mmol L™ do
complexo.

3.3.5.5. Comparacéo da liberacdo do complexo Fe(lll )-0,0-EDDHMA pelas
determinacdes por espectrofotometria de absorcdo at Omica e de

absorcdo molecular

Foi verificado se durante o processo de liberagdo do complexo Fe(lll)-
0,0-EDDHMA das esferas de QTS-R se este ndo era degradado. Para este
estudo foi realizada a comparacdo da quantidade de complexo liberado, por
dois métodos analiticos, foi realizado a determinagdo do complexo por
espectrofotometria de absorcdo atdmica, onde é determinado o teor de ferro e
também foi analisado por espectrofotometria de absorcéo molecular.

Para a analise por espectrofotometria de absorcdo atdbmica foram
retirados 100 mg das esferas de QTS-R saturada com o complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA. De todos os ensaio do planejamento fatorial 2** (Tabela 3.2). As
esferas foram recolhidos antes e depois de realizado o estudo de liberagéo.
Todas as esferas de QTS-R foram digeridas em forno de microondas conforme
descrito no item 3.3.5.2 e o teor de ferro foi determinado por espectrofotometria
de absor¢do atdmica. A quantidade de ferro liberada no equilibrio foi calculada
pela diferenca entre o teor de ferro obtido antes e depois da liberacdo
controlada. Os resultados obtidos na espectrofotometria de absorcdo atémica
foram comparados com os resultados determinados por espectrofotometria de
absorcao molecular (item 3.3.5.4).

3.3.5.6. Avaliacdo do modelo cinético de liberagdo  do complexo Fe(lll)-o0,0-
EDDHMA pelas esferas de QTS-R

Com os dados resultantes da liberacdo controlada do complexo das
esferas de QTS-R do planejamento fatorial fracionado 2**, aplicaram-se os
modelos de regressdo nao-linear: difusdo intraparticula, pseudo 12 ordem,
pseudo 22 ordem, e Noyes-Whitney a fim de definir o modelo que melhor
explica o comportamento cinético da adsorcdo do complexo na matriz

polimérica de QTS-R para o meio em estudo.
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3.3.5.7. Estudo da absorc¢éo do ferro por alface usa  ndo a hidroponia como

meio nutritivo

As mudas de alface foram cultivadas em potes plasticos com 100 mL de
solugdo nutritiva na concentragdo dos nutrientes indicada por Furlani et al.
[136]. Os potes plasticos foram cobertos com papel aluminio para os nutrientes
nao se oxidarem pelo efeito da luz ambiente e na tampa foi realizado um furo
para inserir a muda de alface que estava presa em um copo plastico com furo
em sua parte inferior, desta forma somente a raiz manteve-se em contato com
a solucgéo nutritiva (Figura 3.1).

A solucéo nutritiva foi preparada em 5 diferentes condi¢des, para o

estudo d absorcéo do ferro pelo alface, conforme mostrado na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Diferentes formas de Ferro (lll) na solugéo nutritiva, para o cultivo
hidropénico do alface. C(Fe(Ill)) = 21,4 pmol L™

Ensaio Forma do Fe** Glutaraldeido / (mol L") pH adsorcéo?
1 Adsorvido QTS-R 0,0126 4,0
2 Adsorvido QTS-R 0,663 4,0
3 Fe(lll)-0,0-EDDHMA . .
4 Fe®" - -
5 - - -

"Concentracao de Glutaraldeido utilizado na reticulacdo das esferas de quitosana

2pH de adsorcdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA pelas esferas de QTS-R

A quantidade de esferas de QTS-R adicionadas nos ensaios 1 e 2 foi
determinada pelo teor de ferro absorvido (21,4 umol L™ de Fe**) conforme a
solucéo nutritiva usada por Furlani et al. [136] (Tabela 3.4). Para cada ensaio
foram realizados 5 repeticdes, totalizando 25 experimentos.

As mudas de alface ficaram em contato com a solucdo nutritiva por 21
dias e apds este periodo foram retiradas cuidadosamente e armazenadas em
sacos de papel previamente identificados. O material foi descontaminado pela
lavagem, tendo a seguinte sequéncia: agua corrente destilada; solucdo
detergente (0,1%); solucéo de acido cloridrico (0,3%); agua deionizada [137].
Em seguida, separou-se a raiz das folhas e as amostras foram picadas com

auxilio de uma tesoura em particulas com cerca de 20 mm. Posteriormente
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estas foram secas em forno de micro-ondas (FMO) (ELETROLUX, modelo
MEF41, 31L, 1600W), conforme Lacerda et al. (2009) [138]. Assim, cada
amostra foi submetida a secagem por 3 ciclos de 5 minutos, 1 ciclo de 3
minutos, 1 ciclo de 2 minutos e 1 ciclo de 1 minuto (até atingir massa
constante). No interior do FMO, foi colocado um béquer com 150 mL de agua a
fim de manter a umidade do ar no interior da cavidade do forno elevada para
evitar a queima das amostras, assim como para absorver o0 excesso de
radiagdo micro-ondas evitando o retorno ao magnetron e consequentes danos
no aparelho.

Apo6s obtencdo da matéria seca, as amostras foram moidas em moinho
tipo Willey e acondicionadas em sacos de papel Kraft, para posterior
determinacao do teor de ferro.

Figura 3.1: Foto do experimento de crescimento do alface com a solucdo

nutritiva.

55



Capitulo 3

Tabela 3.4. Composigéo da solugéo nutritiva*

Conc. N-NOj3 N-NH,” P-H,PO, K' ca* Mg* S-S0, cu® zZn* B- Mo- Mn?*
3- 2-
BO, MoO,
Compostos
/ (mmol L ™)
]
Ca(NOs), 457 9,14 4,57
KNO; 4.95 4,95 4,95
NH4(H,PO.) 130 1,30 1,30
MgSO, 332 3,32 3,32
-4 -4
CuSO, 9.4x10* 9,4x10*  9,4x10
-3 -3
ZnSO, 9.3 x107 9,3 x10 9,3 x10
-2
H3BO3 2.4 %102 2,4 x10
-3 -4
(NH,4),M00, 77 x10™ 1,5 x10 7,7 x10
-3 -3
MnSO, 9.9 x10° 9,9 x10 9,9 x10
Conc.Analitica 14,09 1,30 1,30 495 457 3,32 3,34 9,4x10* 9,3x10° 2,4x10° 7,7x10* 9,9x10°

* proposta por Furlani et al. (1999) [136]
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Para a determinacdo da quantidade de ferro presente no material
vegetal seco, foi realizado o procedimento similar aquele para determinacéao de
ferro no complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA comercial (item 2.3.2). Para a
mineralizacdo das amostras foi utilizado 100 mg de material vegetal seco e

triturado em almofariz ceramico com 5 mL de acido nitrico concentrado.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. Adsorcdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA pela s esferas de QTS-R

Para avaliar o comportamento de liberacdo controlada do complexo a
partir das esferas de quitosana reticuladas, foi realizado previamente o estudo
da adsorcao desse composto sobre a QTS-R.

A adsorcdo é influenciada pelo comportamento de inchamento das
microesferas de quitosana em meio aquoso, pois aumenta os poros, facilitando
assim incorporacao dos complexos de Fe(lll)-0,0-EDDHMA por difusao [139].
Outro fator importante no processo de adsorgdo é a reticulagdo da quitosana,
pois este procedimento evita a dissolucdo da quitosana em solucdes acidas e
também melhora as propriedades de sorcdo do metal [59]. Além disto, a
reticulacdo aumenta a area superficial da quitosana devido a presenca das
ligacdes cruzadas, mas diminui a adsor¢ao dos metais, pois bloqueia os grupos

aminos da quitosana [140].
3.4.1.1- Variacao da concentracgao inicial de Fe(lll )-0,0-EDDHMA

A Fig. 3.2 mostra o efeito da concentracao inicial do Fe(lll)-0,0-EDDHMA
sobre as curvas cinéticas de adsor¢cao, sendo esta estudada na faixa de 20-200
pumol L™, mantendo os outros parametros constantes. A adsorcdo rapida no
inicio é devido a disponibilidade de sitios mais ativos que se tornam
posteriormente saturados. Kausar (2013) observou a mesma tendéncia durante
0S seus estudos [141]. Para todas as concentra¢cfes iniciais do complexo,
curvas cinéticas tipicas foram encontradas. Verificou-se que um aumento na
concentraco inicial do complexo, de 20 a 100 umol L™ causou um aumento de
cerca de trés vezes na capacidade de adorcao. Isto pode ser atribuido ao
gradiente de concentracao elevada entre a solucédo e a superficie das esferas
de QTS-R, que ocorre em concentracdo mais elevada. Além disso, a maior
concentracdo inicial, favorece a adsor¢cdo do complexo na superficie das
esferas pelos sitios ativos presentes na quitosana. Tendéncia semelhante foi
observada por Nadavala et al, [142] com fenol adsorvido em granulos de
alginato de célcio misturados com quitosana.

A maioria dos sistemas estudados alcancaram o equilibrio em
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aproximadamente 11 h (observacéo visual). No sistema em que concentracéo
inicial do complexo foi igual a 200 pmol L™, o tempo de equilibrio foi superior a
16 h.

14

200 umol L™
100 pumol L™
75 umol L™
50 pmol L™
20 pmol L™

IR
N
1
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o
1

A 4 » o nm
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1

Fe-0,0-EDDHMA / (umol / g de QTS-R)

t/h

Figura 3.2. Estudo da adsorcdo de 100 mL da solu¢cdo aquosa do complexo
Fe(lll)-0,0-EDDHMA, por 200 mg de esferas de QTS-R em funcéo do tempo a
25 °C.

Para explicar o comportamento cinético observado foram utilizados
varios modelos: pseudo primeira ordem [84], pseudo segunda ordem [85],
difusdo intraparticula [86], Elovich [87] e Noyes-Whitney [88]. O processo de
selecéo foi o mesmo utilizado para a escolha do modelo cinético de liberagéo
controlada. Na Figura 3.3 sdo apresentados os graficos de residuos para os
diferentes modelos em diferentes concentracdes inicias do complexo.

Em todos os casos, observa-se que tanto o modelo de pseudo 12 ordem
quanto o modelo de difusdo intraparticulas ndo explicam adequadamente os
dados experimentais. Entretanto, os padrbes observados de desvio-padrédo dos
residuos para o0s outros modelos apresentam alguma similaridade, mas o
modelo de Noyes-Whitney apresentou a melhor distribuicdo dos residuos e um

menor desvio padréo dos residuos (0,69 pmol g™%).
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Figura 3.3. Residuos dos modelos cinéticos de adsorcdo em diferentes

concentracdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA em esferas de QTS-R, Os

pontos foram unidos por linhas apenas para facilitar a visualizagéo.

A partir desse modelo, o tempo para atingir 95% do equilibrio foi

calculado para cada condicdo com concentracdo inicial diferente e este

comportamento é mostrado na Figura 3.4. Observa-se que em concentragdes

iniciais menores o tempo de 95% do equilibrio € estatisticamente constante

aumentando o tempo somente em maior concentragcdo do complexo.
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Figura 3.4. Tempo para atingir 95% do equilibrio em funcdo da concentracéo
inicial do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA.

A variacdo nas propriedades de adsorcdo sao relacionados com a
superficie de contato e a massa molecular relativa da quitosana [143]. Posto
gue estes paramétros ndo variaram neste estudo, o comportamento da
constante cinética de adsorcdo de Noyes-Whitney foi estudado em relacdo a
concentracéo inicial de Fe(lll)-0,0-EDDHMA. Nao foi observada uma correlacéo
entre as variaveis, com valores da constante cinética de Noyes-Whitney
oscilando entre 0,12 e 0,29 h™ (Figura 3.5). Esse resultado sugere uma cinética

de primeira ordem.
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Figura 3.5. Constante cinética de adsorcdo de Noyes-Whitney em funcdo da

concentracéo inicial do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA.

3.4.1.2. Variacdo da dose de QTS-R

A influéncia da massa de QTS-R e a concentracao inicial de complexo
sobre o teor de complexo adsorvido no equilibrio, para um mesmo volume total
de solucdo foi estudada. Observa-se a diminuicdo do teor de complexo
adsorvido com o0 aumento da massa. Qualitativamente, isto se justifica pelo fato
que quanto maior a massa de QTS-R, maior o niumero de sitios de adsorcéo
disponiveis, desta forma havera no equilibrio uma quantidade menor de
complexo adsorvido por area de quitosana, pois ele ficara mais disperso na
esfera, fazendo com que diminua assim a propor¢ao dele adsorvido por massa

de quitosana.
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Figura 3.6. Quantidade do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido por grama
das esferas de QTS-R em funcdo da dosagem das esferas de QTS-R, em
diferentes concentragdes iniciais do complexo Fe(lll)-o,0-EDDHMA em solucéo.

Os dados da Figura 3.6 foram ajustados conforme a Equacédo 2.6,
[144,145]. Estes ajustes apresentaram um bom coeficiente de determinacéo
(R?, com excecdo para 0s ensaios realizados na concentracdo inicial de 50
umol L ~*. Este resultado pode ser justificado pela baixa concentracao inicial do
complexo, que levou o equilibrio mais rapido, aumentando assim a
possibilidade de erro no experimento (Tabela 3.5).

1 (2.6)
Ue= a1 b+D)

em que ge, € o teor de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido na esfera de QTS-R, D é

a massa de esferas QTS-R por volume de solucdo, b é a constante de

equilibrio do modelo e a é o ajuste do modelo.
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Tabela 3.5. Parametros da equacao 2.6 em relacdo a concentracao inicial do

complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA em solucéo.

Cinicial / 50 100 125 270
(umol LV
R? - 0,9983 0,9960 0,9984
a - (9,8+1,1) x 10° (2,4 +1,6) x 10° (4,54 +0,45) x 10°
(1,9+0,1) x 10° (1,6 +0,15) x 10° (0,79 +0,038) x 10°

3.4.1.3. Estudo das Isotermas de Adsorcao

O estudo das isotermas de adsorcdo foi realizado considerando as
concentracbes no equilibrio obtidas a partir da concentracdo inicial do
complexo de 20 a 200 umol L™*. Foram estudados os modelos de Freundlich,
Langmuir e de Sips, cujos parametros estdo apresentados na Tabela 3.6,
Considerou-se tanto o coeficiente de determinacéo (R?) quanto os gréaficos de
residuos.

Os trés modelos apresentaram coeficientes de determinagdo proximos,
entre 0,92 (para o modelo de Langmuir) e 0,97 (modelo de Freundlich). O
grafico de residuos (Fig. 3.7) permitiu observar o ajuste dos modelos
estudados. A distribuicdo dos residuos foram semelhantes nos modelos
estudados, sendo um pouco melhor nos modelos de Sips e Freundlich. Pelo
modelo de Sips observa-se pelo parametro gms, que a quantidade de saturacdo
da esfera é de 8,7 mmol do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA por cada grama da
esfera.

O termo 1/n do modelo de Freundlich foi inferior a 1, indicando a
presenca de sitios altamente energéticos e que o processo de adsor¢do do
complexo é favoravel. A qual o processo de adsor¢cdo do complexo pelas

esferas de QTS-R ocorra mais rapido que o processo de liberacéo.
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Tabela 3.6. Parametros dos modelos de sor¢do Freundlich, Langmuir e Sips.

Modelo de Adsorcdo Parametros Unidade Valores
R 0,9695
Freundlich Kr mol (g de QTS-R)™ (L mol™)™ 0,004
1/n 0,660
R 0,9193
Langmuir K. L mol™ 1,98x10*
am mol (g de QTS-R)* 1,30 x10°
R 0,9541
, Ks (L mol™)* 0,4655
Sips 4
Oms mol (g de QTS-R) 0,0087
as 0,6612

2
®  Langmuir
~ ® Freundlich
o> 4] A Sips
£
.
3
- Fy
{5} n a
O
o O
o
S " .
O
B PY
o -1-
| |
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Ce/mmol L™

Figura 3.7. Residuos do ajuste da quantidade do complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA adsorvidos por grama das esferas de QTS-R (ge), dos modelos de
adsorcao de Freundlich, Langmuir e Sips testados na adsor¢ao do complexo
Fe(lll)-0,0-EDDHMA pelas esferas de QTS-R.
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3.4.1.4. Influéncia do pH e da Reticulacdo das esfe ras de quitosana com

glutaraldeido na Adsorcao do complexo Fe(lll)-0,0-E  DDHMA

Os resultados do estudo da influéncia do pH e da reticulacdo das esferas
de quitosana foi realizado com um planejamento fatorial 22, e estes s&o
apresentados na Tabela 3.7. Este planejamento foi escolhido por ser mais
adequado para o estudo de poucas variaveis, pois sao realizados poucos
experimentos. Desta forma foi possivel saber a influéncia destas duas variaveis
estudadas, na adsorcdo do complexo Fe(lll))-0,0-EDDHMA pelas esferas de
guitosana.

Apés a mineralizacdo das esferas de quitosana, foi determinada por
absorcdo atdbmica a quantidade de ferro adsorvido nas esferas de QTS-R.
Posteriormente o ferro foi convertido a uma resposta em relacdo a quantidade
do complexo. Pelo grafico da superficie de resposta (Figura 3.8) pode-se
observar a influéncia negativa do pH.

Considerando que o0s grupos aminicos residuais nas esferas de
quitosana apresentam valores de pKa ao redor de 6,5, em valores de pH mais
baixos, esses grupos ficam mais protonados, havendo, desta maneira, uma
maior adsorcdo (por troca-idbnica) do complexo, que é aniénico. A adsorcéo
também é favorecida em concentracdes inferiores de glutaraldeido, pois nestas
condicOes as esferas de quitosana irdo ter um maior nimero de grupos aminos
disponiveis, devido ao menor nimero de ligagbes cruzadas entre 0s grupos
aldeido do glutaraldeido e os grupos aminos da quitosana (bases de Schiff)
[140].
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Tabela 3.7: Teor de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido nas esferas de quitosana

(QTS-R) em dois niveis de pH e em dois niveis de glutaraldeido que foi usado
para a reticulagdo das esferas.

Experimentos  pH adsorcao Glutaraldeido / Fe(lll)-o,o-EDDHI\/JA
mol Lt mg/g de QTS-R
1 4,0 0,0126 105,27 + 0,932
2 4,0 0,630 73,71 +0,68°
3 7,5 0,0126 57,67 £0,91°
4 7,5 0,630 40,25 +1,03¢

Wmeédias do Teor de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido nas esferas de quitosana

(QTS-R) com mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de
ANOVA-Tuckey a nivel de 95% de confianca.

QTS-R)

-1

Fe-0,0-EDDHMA /(mgg de

>
B 100- 80
[ 179-60
[ 59 - 40
M <40

Figura: 3.8. Superficie de resposta do Planejamento Fatorial 2> mostrando a
quantidade do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido, em funcdo da

concentracdo de reticulacdo de glutaraldeido e do pH da solugcédo durante a
adsorcao.
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3.4.1.5. Influéncia da forca i6nica na desorcédo do complexo das esferas
de QTR-S

Afim de estudar a liberacdo do complexo das esferas de QTS-R,
primeiramente foi avaliado a influéncia da forca i6nica sobre a desorcdo do
complexo, devido 0 mesmo apresenta carga.

A Figura 3.9 mostra o efeito da forga idnica na liberacdo do complexo
Fe(lll)-0,0-EDDHMA das esferas de QTS-R. Observa-se que as esferas de
quitosana sao trocadores anibnicos muito fraco, pois com o aumento da
concentracdo de NaCl aumenta-se a liberagdo do complexo das esferas de
QTS-R [144].

160d| ® 0,0 mol/L NaCl
{| ® 0,1 mol/L NaCl
140 - 0,5 mol/L NaCl v
S v 1,0 mol/L NaCl
- v
< 120 v v
= |
£ 1004 v
= v
v
<2E 801w .
I . °
8 60 | .
L |
O 40 ¢
Q °
o 1 °
L 204 ©
° - - [
0 -u " : ' l
0 10 20

t/h

Figura 3.9. Influéncia da forga ibnica na desor¢cdo do complexo Fe(lll)-0,0-
EDDHMA adsorvido nas esferas de QTS-R.

3.4.1.6. Liberacédo controlada do complexo Fe(lll)-o ,0-EDDHMA

O planejamento fatorial fracionado 2** em duplicata foi utilizado para
avaliacdo do pH de adsorcdo, pH de liberacdo, concentracdo de cloreto na

liberacdo do complexo e a reticulacdo das esferas de quitosana com
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glutaraldeido, tendo como resposta a concentracdo do complexo Fe(lll)-o,0-
EDDHMA liberado da esfera de QTS-R.

Os dados obtidos estdo apresentados na Figura 3.10, e pode-se
observar que, independente da condicdo do ensaio, todos 0s experimentos
alcancaram o equilibrio em aproximadamente 24 h. Além disso, em todas as
condicdes, a liberacdo ocorreu de maneira mais lenta do que o apresentado
durante o processo de adsorcdo, que alcangou o equilibrio aproximadamente

na metade desse tempo.
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Figura 3.10 Liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido
nas esferas de QTS-R nos experimentos do planejamento fatorial 2*!. Os
nameros apresentados na legenda séo referentes aos numeros de cada

experimento descrito na tabela 3.2.

Na Figura 3.11 € apresentado o diagrama de pareto para os efeitos da
liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA. Verificou-se que o0s
efeitos principais da concentragéao de cloreto (forga idnica), do pH de adsorgéo
e a concentracdo de glutaraldeido na etapa de reticulacdo foram significativos
ao nivel de 95% de confianca (p < 0,05). Foi observado também o efeito
secundario sinérgico do pH de adsorcdo com a concentracdo de glutaraldeido
mas antagonicio com a concentracdo de cloreto. Por outro lado, o pH de
dessorcéo, ou seja, do meio onde se encontravam as esferas de QTS-R nao foi
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significativo. Esses efeitos podem ser compreendidos considerando que, 0
aumento da concentragdo de cloreto no meio leva a uma maior liberagdo do
complexo, devido ao processo de adsorcdo ser por interacdo eletrostatica,
aliado ao fato do pH de adsorcdo controlar o nimero de sitios positivos na
QTS-R durante a adsorcdo e a concentracdo de glutaraldeido controlar o
namero de grupos aminicos livres. A diminuicdo tanto do pH quanto da
concentracéo de glutaraldeido favorece o processo (sinergicamente), enquanto
que o aumento da concentracdo de cloreto aumenta a liberacédo,

antagonicamente com a diminui¢éo do pH.

(3)Forca lénica

(1)pH Adsorgao

1by3

(4)Reticulacéo

3by4

(2)pH Desorgao

2by3

Figura 3.11: Diagrama de pareto do planejamento fatorial fracionado 2**, para
os fatores pH de adsorgdo, pH de dessor¢do, concentracdo de glutaraldeido
(Reticulacéo) e adicéo de cloreto de sodio (Forca I6nica) sobre a concentracéo,

no equilibrio, de complexo em solucéo apos a liberacao controlada.

Afim de garantir que durante o processo de dessor¢cdo nao houve a
destruicdo do complexo, foi também determinada a concentracéo de ferro total

na solucéao final, através da espectrofotometria de absorcéo atdmica. Na Figura
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3.12 observa-se uma boa correlagdo entre a concentracdo do complexo
(determinado por espectrofotometria de absor¢gdo molecular) e a concentracdo
de ferro total, com coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,9972. Com a
inclinacdo da reta de regressdo muito préximo de 1, (Equacéo 2.7), pode-se
considerar que o processo de liberacdo ndo causou alteracdo na forma quimica

predominante do ferro(lll) em solucéo.
CLibwy = (0,914 + 0,018).Cyipa) + (2,536 + 0,765) R?= 0,9972 (2.7)

onde Ciipo) € a concentragdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA liberado em mg/g de
esfera de QTS-R determinado por espectrofotometria de absor¢do molecular e
CLina) € a concentragdo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA liberado (mg/g) de esfera de

QTS-R determinado por espectrofotometria de absor¢céao atdomica.

80 +
70 +
60—-
50—-
40 +
30—-
20—-

10

Fe-0,0-EDDHMA mmol g™ de QTS-R (EM)

o+ 77+
0O 10 20 3 40 50 60 70 80 90

Fe-0,0-EDDHMA mg g™ de QTS-R (EA)

Figura 3.12 Comparacgéao da concentracédo de complexo liberado.

3.4.1.7. Comportamento cinético

O modelo cinético de Noyes-Whitney foi o que melhor se ajustou ao

processo de liberacdo do complexo de Fe(lll)-0,0-EDDHMA pelas esferas
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saturadas de QTS-R nas condicbes do planejamento fatorial utilizado.
Conforme apresentado na Figura 3.13, este modelo € o que apresenta a menor
variacdo no residuo em todas os ensaios do planejamento fatorial fracionado
2*1. Este modelo também foi o que melhor se ajustou ao processo cinético de

adsorcao do complexo pelas esferas de QTS-R.

—m— Pseudo 2° ordem
—e— Pseudo 1° ordem
—A— Noyes-Whitney
—w— Difus&o Intraparticula

Residuo de q/ pmol g de QTS-R
D

t/h

Figura 3.13 Residuo dos modelos cinéticos ajustados para a liberacdo
controlada de Fe-0-0-EDDHMA do planejamento fatorial fracionado 2**. O pH
de adsorcdo e de liberagdo do complexo: 7,5; concentragdo de NaCl na
liberag&o: 1,0 mol L™; concentracdo de glutaraldeido na reticulagéo das esferas

de quitosana: 0,0126 mol L™.

A avaliacdo do pH de adsorcdo, pH de liberagédo, forcdo iGnica na
liberacdo do complexo e a reticulagdo das esferas de quitosana com
glutaraldeido, tendo como resposta a constante cinética do modelo de Noyes-
Whitney, foi realizada de acordo com planejamento fatorial fracionado 2** em
duplicata. Na Figura 3.14 € apresentado o grafico de Pareto para os efeitos da
liberacdo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA. Verificou-se que, a
forga ibnica, o pH de adsorcao, o pH de desorgéao, a interacao dos fatores forca
ibnica com a reticulacdo das esferas de quitosana e a interagcdo do pH de

desorcdo com a forga i6nica foram significativos ao nivel de 95% de confianca
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(p < 0,05). Neste estudo a concentracdo de glutaraldeido na etapa de
reticulagdo nédo foi significativo. Estes resultados estdo de acordo com o
comportamento apresentando na Figura 2.18, para o qual a forga idnica foi o
fator mais significativo. Nota-se que neste estudo foi utilizado como resposta a

qguantidade de complexo liberado quando o sistema alcancou o equilibrio.

3)F. lonica | § 16,044 1

3byd | § 7,603

2by3 7,006

(1)pH Adsorc¢éo -4,902

(2)pH Desorcao 3,046

1by3 1,263

(4)Reticulacdo 0,0482

p=,05
Figura 3.14. Diagrama de pareto do planejamento fatorial fracionado 2**, para
os fatores pH de adsor¢cdo, pH de desorcdo, concentracdo de glutaraldeido
(Reticulacdo) e adicado de cloreto de sodio (Forca ldnica) utilizando-se como

resposta a constante cinética no modelo de Noyes-Whitney.

3.4.1.8. Liberagcao controlada do complexo Fe(lll)-o ,0-EDDHMA adsorvido

nas esferas de QTS-R para nutricao de alface por hi  droponia

O estudo da adsorcado do ferro pelo alface em meio hidroponico foi
realizado com com o complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido em esferas de
quitosana. Com base nos resultados obtidos do planejamento fatorial 22
(Tabela 3.7) e o teor de complexo que foi liberado em cada ensaio deste
estudo, escolheu-se trabalhar com as esferas de QTS-R que adsorveram maior

guantidade de complexo. Dentre estas foram escolhidos dois ensaios, o
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primeiro em que o complexo foi liberado em grande quantidade e o outro em
gue o complexo foi liberado em baixa quantidade. Desta forma foram
escolhidas as esferas do ensaios A (Alto teor de liberagao) e C (baixo teor de

liberacdo) da Tabela 3.8.

Tabela 3.8: Teor de Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido e liberado nas esferas de
quitosana (QTS-R) em dois niveis de pH e dois niveis de concentracdo de

glutaraldeido que foi usado para a reticulacéo das esferas.

Glutaraldeido Adsorvido Retido
%
Ensaio pH mg de Fe(lll)-0,0-EDDHMA / _
mol L o liberado
g de QTS no equilibrio
A 4.0 0,0126 105,27 46,51 55,82
B 7,5 0,6300 40,25 29,03 27,88
C 4.0 0,6300 73,70 58,74 20,30
D 7,5 0,0126 57,67 34,28 40,56

O estudo da adsorcao de ferro pelo alface no cultivo por hidroponia foi
realizado nas condicfes: 1) com o complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA adsorvido em
esferas de quitosana, complexo livre em solucédo; 2) com o ferro(lll) livre,
usandO como branco uma solugéo hidropénica sem ferro. Em todos os casos a
quantidade de ferro adicionado na solugéo hidroponica foi a mesma utilizada no
preparo da solugao nutritiva indicada por Furlani et al. [136]. A Tabela 3.8 foi
usada para estabelecer as condi¢des de trabalho da esfera de QTS-R, ou seja,
na condicdo em que absorvesse maior quantidade de complexo e na que
tivesse uma maior liberagdo do complexo (ensaio A) e em outro com uma
menor liberacdo (ensaio C).

Na Tabela 3.9 observa-se que houve diferenca significativa na
quantidade de ferro presente no material vegetal, em relacdo aos dois ensaios
que usaram as esferas de QTS-R para a liberacdo controlada do complexo
Fe(lll)-0,0-EDDHMA. Comprovando assim que a esfera usada no ensaio 1
liberou maior quantidade de complexo para adsorcéo da planta, estando assim
de acordo com o resultado apresentado na Tabela 3.8.

A raiz ndo apresentou diferenca significativa na quantidade de ferro
presente nos estudos do ensaio 1 em comparacdo com as do ensaio 4,

portanto ndo mostrando diferenca significativa do uso do complexo livre para a
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do complexo adsorvido na esferas de QTS-R. Uma das vantagens de se
trabalhar com as esferas é o seu manuseio em relacdo a uma solu¢do do
complexo. E possivel otimizar a quantidade de esfera a ser adicionada a
solucdo nutritiva da hidroponia ndo havendo necessidade neste caso do
preparo de solucao.

No caso da folha observou-se que ndo houve diferenga significativa do
uso na solucao nutritiva do ion Fe(lll) para o complexo Fe-0,0EDDHMA e que o
uso do complexo livre (ensaio 3) apresentou uma quantidade de ferro maior na
folhna do que a do ensaio 1, apesar da esfera de QTS-R usada no ensaio 1
liberar muita quantidade do complexo, mas nem todo o complexo da esfera é

liberado para a solucéo.

Tabela 3.9: Teor de Fe no material seco do alface.

pH

Ensaio Forma do Fe *  Glutaraldeido ) Folha® Raiz®
adsorcao
(mol LH)? mg g™
Adsorvido a .
1 0,0126 4.0 0,666 +0,071 3,234 +0,178
QTS-R
Adsorvido b ]
2 0,663 4.0 0,485 +0,020 2,091 +0,110
QTS-R
Fe(lll)-o,0- .
3 - - 0,765 +0,042 4528 +0,767°
EDDHMA
4 Fe®' - - 0,608 +0,077*° 3,073 +0,158°
5 - - - 0,351 +0,035° 1,113 +0,183"

*Concentracao de Glutaraldeido utilizado na reticulacdo das esferas de quitosana
2pH de adsorcdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA pelas esferas de QTS-R
®Médias com mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de ANOVA-Tuckey a nivel de 95%

de confiancga.
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3.5. CONCLUSAO

As concentracbes de Fe(lll)-0,0-EDDHMA nas esferas de quitosana
reticulada com glutaraldeido (QTS-R) atingiram o equilibrio ap6s 11 horas de
adsorcdo e nao foi observada uma correlacdo muito forte entre as
concentracgdes iniciais de adsor¢cdo do complexo com as constantes cinéticas.
No estudo das isotermas de adsorgdo, os modelos apresentaram ajustes
semelhantes, sendo um pouco melhor nos modelos de Sips e Freundlich. O pH
mais baixo favoreceu a adsorcdo do complexo, bem como uma menor
reticulacdo da quitosana com o glutaraldeido.

Com o auxilio de um planejamento fatorial fracionado 2** estudou-se a
liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA das esferas de QTS-R e verificou-
se gue os efeitos principais da concentracdo de cloreto (forca idnica), do pH de
adsorcdo e da concentracdo de glutaraldeido na etapa de reticulagdo, foram
significativos ao nivel de 95% de confiangca (p < 0,05), além dos efeitos
secundarios sinérgicos do pH de adsorcdo com a concentracdo de cloreto e da
concentracdo de glutaraldeido com a concentracéo de cloreto. Por outro lado, o
pH de dessorcédo, ou seja, do meio onde se encontrava as esferas de QTS-R
nao foi significativo.

A liberacéo controlada do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA das esferas de
QTS-R em todas condicbes estudadas apresentaram um melhor ajuste ao
modelo de Noyes, constatando que a liberacdo ocorre por processos de
difusdo, sem interacdo com a matriz polimérica.

Na aplicacéo das esferas de QTS-R adsorvidas com o complexo para a
nutricdo de alface com o ferro por hidroponia, observou-se que ndo ocorreu
deficiéncia deste nutriente na planta e ainda comprovou-se que a planta

absorveu maior teor de ferro da esfera de QTS-R que liberou maior quantidade.
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Capitulo 4 — Um novo método espectrofotométrico par a
determinacdo de EDTA em agua usando o seu complexo
com Mn (1) e o estudo da liberacdo de EDTA de mat rizes

poliméricas
4.1- INTRODUCAO

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é um agente quelante
amplamente utilizado em diversos produtos comerciais, como por exemplo em
shampoos, devido a sua capacidade de formar complexos estaveis e sollveis
com ions metalicos [23]. Assim, grandes quantidades de EDTA sé&o
descartados no meio aquatico acarretando fortes impactos ambientais, ndo sé
devido ao aumento da concentragdo dessa substancia que € recalcitrante e
toxica [24-26], como também em funcdo do aumento da mobilizacdo
(dissolucdo) de metais do solo e de sedimentos. Em funcdo disto, ha um
aumento da concentracdo de metais em aguas e consequentemente um
aumento da absorcdo desses pelas plantas [27]. Além disso é necessério
desenvolver métodos analiticos para a quantificacdo do EDTA nesses meios.

Varios métodos foram desenvolvidos para este fim, empregando,
cromatografia gasosa [146,147], quimioluminescéncia [148,149] fluorescéncia
[150], cromatografia ibnica [151], cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) [152-160] e espectrofotometria molecular [161-163].

A espectrofotometria molecular é um processo rapido, de operacéao facil,
de baixo custo e com elevada sensibilidade e precisdo, embora raramente
usada para a quantificagcdo de EDTA [161-163]. No trabalho de Hamano e
colaboradors (1993) [162] o EDTA foi quantificado de forma indireta, onde se
usou o acido 4,7-difenil-1,10-fenantrolinadissulfonico para deslocar o EDTA do
complexo Fe(ll)-EDTA, formando assim um complexo colorido que absorve em
535 nm. No trabalho de Wang e et. al. (2013) [163] o método usado para a
quantificacéo indireta do EDTA foi a reducdo do excesso de ion Fe** que nao
se complexou com o EDTA a Fe?* e este formando um complexo colorido com
o ligante 1-10 fenatrolina.

Neste trabalho também foi estudado a quantificacéo direta do EDTA com
a formacédo do complexo colorido contendo o ion Mn(lll). Este complexo sofre
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influéncia do pH, devido a desprotonacdo do EDTA e também pela formacéao
dos hidroxocomplexos de Mn(ll) e Mn(lll). Assim, para a otimizagcdo das
condicdes experimentais, utilizou-se a Matriz de Doehlert. Este é um
planejamento experimental de segunda ordem e permite estudar em maior
namero de niveis a variavel mais significativa, que neste estudo foi o pH. Esta
otimizagdo multivaridvel apresentaria também a vantagem do acréscimo de
pequeno numero de experimentos para a expansao da regidao em estudo caso
seja necessario [98,164].

A formacdo do complexo de Mn(lll)-EDTA tem sido usada para
determinacdo de Mn(ll) em solucdo [165-167]. No trabalho de Silva et. al.
(2011) [167] foi utilizado PbO, imobilizado em uma resina polimérica formada
pela mistura de acetato de celulose dissolvido em formaldeido e acetona,
sendo esta resina usada para a oxidacdo do manganés(ll) complexado e a
absorbancia medida no maximo de absorc¢ao na regido do visivel (488 nm).

Neste trabalho foi desenvolvido um método espectrofométrico para
determinacdo de EDTA a partir da formacdo do complexo Mn(lll)-EDTA pela
oxidacdo do Mn(ll) por PbO, imobilizado em cianoacrilato. O método foi
otimizado com auxilio de uma Matriz Doehlert de 2 variaveis utilizando modelo

de regressédo multipla com selecéo tipo stepwise.
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4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivos gerais

» Desenvolver um método espectrofométrico para determinacdo de EDTA a
partir da formacéo do complexo Mn(lIl)-EDTA pela oxidacdo do Mn(ll) por PbO,

imobilizado em cianoacrilato.

4.2.2. Objetivos especificos

» Validar o método espectrofométrico para determinagcdo de EDTA,
determinando as figuras de mérito: seletividade, limite de detecc¢éo, limite de
quantificacado, linearidade e o estudo dos concomitantes.

» Otimizar o método espectrofotométrico, avaliando-se o pH do meio e a
razdo Mn(ll)/EDTA.

» Otimizar o mpetodo espectrofotométrico com auxilio de uma Matriz
Doehlert de 2 variaveis utilizando modelo de regressdo multipla com selecdo
tipo stepwise.

» Aplicar o método otimizado e validado para determinacdo de EDTA em
amostras de agua bruta.

» Utilizar o método desenvolvido nas curvas de liberacédo controlada da matrz

polimérica.
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4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Equipamentos

Para a determinacdo do complexo Mn(ll)-EDTA foi utilizado um
espectrofotometro com arranjo linear de diodos (diode-array, Agilent 8453A),

utilizando uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

4.3.2. Reagentes e Solucbes

Todas as solugfes foram preparadas com os reagentes de grau analitico
e de elevada pureza, em agua tipo 1, obtida com um sistema Milli-Q® (Millipore,
Bedford, MA, EUA).

As solucbes estoque de EDTA (1,0 mmol L) e de Mn?* (18,2 mmol L),
foram preparadas a partir de sal dissoédico de EDTA (Vetec) e do cloreto de
manganés(ll) (Vetec). Para a avaliacdo de possiveis cations interferentes
utilizou-se solucdes estoque (500 mmol L™) de Ca**, Mg®*, A", cr¥, zn*,
Fe”, Fe*, Pb* e Cu®" preparadas por dissolucdo, respectivamente, de
quantidades apropriadas de cloreto de calcio (Vetec), cloreto de magnésio
hexahidratado (Vetec), cloreto de aluminio (Vetec), cloreto de cromo (lll)
hexahidratado (Vetec), sulfato de zinco (Vetec), cloreto de ferro (Il)
tetrahidratado (Merck), sulfato de ferro (lll) e amoénio hexahidratado (Vetec);
nitrato de chumbo (Il) (Reagen) e sulfato de cobre (ll) dihidratado (Vetec).

Solucbes tampédo foram preparadas em diferentes valores de pH na
concentracdo de 10 mmol L* pela dissolucdo/diluicdo de quantidade
apropriada de seus reagentes em agua. O valor de pH foi ajustado utilizando-
se solucées de NaOH 1,0 mol L™* e HCI 1,0 mol L™. A solucéo tamp&o em pH
4,5 foi preparada a partir de acido acético glacial (Vetec); em pH 6,0 a partir de
fosfato de sédio dibasico anidro (Vetec); em pH 7,5, Tris-hidroximetilamino
metano (Synth) e em pH 9,0 utilizou-se o acido bdérico (Vetec). Para o estudo
do pH 3,0 foi feito a uma diluicdo adequada de uma solucéo de acido cloridrico
concentrado (Vetec).

As esferas de PbO, foram obtidas pelo gotejamento de cianoacrilato
(Superbonder®) sobre o pé de didxido de chumbo (II) (Merck), sob agitacédo
manual. Apos formacgdo as esferas de PbO, foram retiradas e lavadas com

80



Capitulo 4

agua. Cinco esferas de PbO, foram utilizadas em cada ensaio, sendo que cada

esfera tinha aproximadamente 100 mg.
4.3.3. Método

O método otimizado para determinagédo do EDTA consistiu em adicionar
a 1,0 mL da amostra, 2,0 mL da solugéo tamp&o de acetato 10 mmol L™ em pH
4,5 e 300 pL de solucdo de Mn** a 18 mmol L™, com o volume sendo elevado
até 10 mL com agua Milli-Q®. Nesta etapa ocorre a formacdo do complexo
Mn"EDTA? A este sistema s&o adicionados 5 esferas de PbO, imobilizados na
superficie de cianoacrilato para a oxidagdo do complexo para a formacgédo do
Mn(lI)-EDTA. As amostras sdo agitadas em mesa agitadora orbital (Tecnal TE-
420, Brasil) a 180 rpm por 120 minutos, em mesa agitadora (Tecnal TE 420) e
posteriormente as absorvancias foram medidas em 242 nm.

Para garantir eventuais erros devido a elevagdo da linha de base nas

leituras, utilizou-se a absorvancia em 750 nm como referéncia.
4.3.4. Otimizagdo do método

Utilizou-se um planejamento de experimentos (DOE) baseado na Matriz
Doehlert?® com 2 varidveis para otimizar: (A) pH (em 5 niveis na faixa de 3,0
até 9,0); (B) razéo entre a concentracao de Mn (ll) e o EDTA (Razdo Mn/EDTA
iguais a 12, 24 e 36 vezes). A sensibilidade analitica foi utilizada como resposta
no planejamento experimental, de maneira que, para cada condicdo
experimental, foi obtida uma curva analitica na faixa de 1,0 & 100,0 pmol L. A
Tabela 4.1 apresenta as condi¢cdes experimentais definidas pelo planejamento
da Matriz Doehlert.
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Tabela 4.1. Planejamento da Matriz de Doehlert para as variaveis pH (A) e

Razao Mn/EDTA (B), com os valores reais e suas respectivas coordenadas.

Valores Codificados

Valores reais

Ensaiosi :
i A B i pH Razao Mn/EDTA
1 ' 1,0 0,000 ' 3,0 24
2 : 0,5 -0,866 : 4,5 12
3 105 0,866 | 45 36
4 : 0,5 -0,866 : 7,5 12
5 | 05 0866 | 7.5 36
6 1 1,0 0,000 1 90 24
72 : 0,0 0,000 : 6,0 24

& ponto central realizado em triplicata.

4.3.5. Validacdo do método analitico

Foram avaliadas as figuras de mérito do método na condicdo otima:

qualidade do ajuste; faixa analitica; limite de deteccdo (LOD); limite de

quantificacdo (LOQ) e estudo de concomitantes.

4.3.6. Aplicacdo do Método

O método otimizado e validado para a determinagdo de EDTA foi

aplicado na andlise de amostras de agua do abastecimento publico da Cidade

de Vicosa-MG, coletada diretamente da torneira (Amostra 1) e de agua do Rio

Doce (Amostra 2), sendo esta coletada préximo ao km 565 da rodovia BR120,

em Rio Doce (Minas Gerais/Brasil). As amostras de agua foram fortificadas em

trés niveis de concentracéo (30,0; 60,0 e 100,0 pmol L™).
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4.3.7. Estudo da Liberagao Controlada de EDTA

4.3.7.1. Obtencéao do polimero Agar-Agar/ H 4EDTA
4.3.7.1.1. Polimero de &gar-agar em diferentes prop or¢bes de H ,EDTA

Para o preparo do polimero de agar-agar (Kanten) a 2,0% (m/m), em um
béquer de 50 mL, foram pesados 0,200 g de agar-agar juntamente com o
H,EDTA em diferentes massas (0,05, 0,10 e 0,20 g). Adicionou-se agua
destilada de 2,0 mL em 2,0 mL a mistura, deixando-a pastosa até 20,0 g de
solucdo, sempre homogeneizando com um bastdo de vidro. A mistura foi
levada a banho-maria em uma chapa aquecedora. Ap0s o aquecimento, a
mistura foi transferida para formas (copo plastico pequeno de 30 mL) e
mantidas na geladeira (4°C) até o momento do uso.

Os géis foram cortados na forma de cubos de 2,0 cm de diametro
utilizando dispositivos home-made, construidos a partir de laminas de estilete
colados com resina epoxi sobre uma superficie plastica, conforme apresentado
na Figura 4.1. Os pellets obtidos foram armazenados em geladeira até a
utilizacao.

Os cubos de agar-agar com 2 cm de aresta ficaram com H4EDTA em

diferentes proporc¢des (29,9, 57,7 e 115,5 pumol).
(A)

Figura 4.1. (A) Dispositivos home-made utilizados para o corte dos cubos de
agar-agar, espacamento de 2,0 cm e espagamento de 1,0 cm. (B) Pellets

obtidos apés corte da matriz de agar-agar utilizando dispositivos home-made.
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4.3.7.2. Obtencao do polimero Gelatina Incolor/ H 4EDTA
4.3.7.2.1. Preparo do polimero de gelatina incolor  em agua com H 4EDTA

A gelatina Incolor foi preparada na concentracdo de 10,0% (m/m), onde
foi colocado em um béquer de 50 mL, 1,00 g da gelatina incolor e 0,10 g de
H4,EDTA. Adicionou-se agua destilada de 2,0 mL em 2,0 mL a mistura,
deixando-a pastosa até 20,0 g de solucdo. A mistura foi levada a banho-maria
em uma chapa aquecedora. Apds 0 aquecimento, a mistura foi transferida para
formas (copo plastico pequeno de 30 mL) e mantidas na geladeira (4°C) até o
momento do uso.

Os géis foram cortados na forma de cubo de 2,0 cm de diametro
utilizando dispositivos home-made (Figura 4.1A). Os pellets obtidos foram

armazenados em geladeira até a utilizacao.
4.3.7.2.2. Preparo do polimero de gelatina incolor ~ em diferentes pHs

Para avaliar o efeito do pH na liberagdo do H,EDTA, a gelatina incolor foi
preparada em diferentes pH, o seu preparo foi realizado conforme o item 2.3.1,
mas substituindo a agua destilada por solu¢gées de HCl em pH 2,0 ou também
por solu¢des tampao em pH 3,0 e 4,5.

Os géis foram preparadas em diferentes pHs, em pH 2,0 utilizou-se a
solucdo de HCI 0,01 mol L™. No preparo da solucdo tamp&o de pH 3,0 usou-se
o acido fosforico e a solugdo tampédo de pH 4,5 foi preparada com o acido
acético, todas as solucdes tampéo estavam na concentracdo analitica de 1,0 x
10 mol L™. No ajuste de pH de cada solucdo tampao foi usado solucdes de
NaOH 0,1 mol L™ e HCI 0,1mol L™,

4.3.7.3. Monitoramento da liberacdo de EDTA

A liberacdo do H4,EDTA ocorreu em vérios frascos plasticos de 100 mL,
em cada um havia 50 mL de agua destilada, os mesmos encontravam sob
agitacdo mecanica de 180 rpm em mesa agitadora (Tecnal TE 420). Em cada
frasco foi adicionado um pellet de 2 cm de diametro de cada matriz polimérica
preparada nos itens 4.3.7.1.1, 4.3.7.2.1 e 4.3.7.2.2 O tempo foi marcado (com
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auxilio de um cronémetro) a partir do momento da colocacdo do pellet no
frasco. A liberacdo do H4,EDTA foi estudada monitorando-se a condutividade
elétrica com um condutivimetro (AZ modelo 86503), contendo uma célula de
condutividade com constante de célula igual a 0,1 cm™, calibrado com solucdes
padréao de cloreto de potassio [168].

Para comparar os resultados da condutividade elétrica, foram recolhidas
aliqguotas de 0,5 mL em tempos definidos até que a liberacdo do HEDTA
atingisse o equilibrio. As aliquotas foram quantificadas pelo método otimizado
para determinacdo do EDTA, que consiste em adicionar 0,5 mL da aliquota, 1,0
mL da solucdo tampéo de acetato 10 mmol L™ em pH 4,5 e 150 pL de solucéo
de Mn%" a 18 mmol L™, com o volume sendo elevado até 5 mL com agua Milli-
Q®, nesta etapa ocorre a formacdo do complexo Mn"EDTA? A este sistema
sao adicionados 5 esferas de PbO, imobilizados na superficie de cianoacrilato

"EDTA. As misturas sdo

para a oxidacdo do complexo para a formacao do Mn
agitadas em mesa agitadora orbital (Tecnal TE-420, Brasil) a 180 rpm por 120
minutos, em mesa agitadora (Tecnal TE 420) e posteriormente as absorvancias
sdo medidas em 242 nm no espectrofotdmetro molecular (Agilent 8453A) em
uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Gptico.

Para garantir eventuais erros devido a elevagdo da linha de base nas

leituras, utilizou-se a absorvancia em 750 nm como referéncia.

4.3.7.4.- Avaliacdo do modelo cinético de liberacao do EDTA pelo agar-

agar

Com os dados obtidos da adsor¢cado do complexo, aplicou-se os modelos
de regressao nédo-linear: difusdo intraparticula, pseudo 12 ordem, pseudo 22
ordem e Noyes-Whitney a fim de verificar o modelo que melhor explique o
comportamento cinético da liberacdo do H4EDTA da matriz polimérica de agar-

agar.

4.3.8. Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram comparados através da ANOVA com Post-

Hoc teste Tukey ao nivel de 95% de confianca utilizando software Statistica® 8.
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4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Estudos Iniciais

Os espectros das solucdes aquosa do complexo Mn""EDTA e do EDTA
ambos a 50 pmol L™ foram obtidos (Figura 4.2). Verifica-se um maximo de
absorcdo do complexo Mn"EDTA™ no comprimento de onda, 242 nm com um
coeficiente de absortividade molar igual a 7762 L/(mol.cm). Nessa
concentracdo nao € possivel observar a banda de absor¢cdo com maximo em
490 nm, devido ao seu baixo coeficiente de absortividade molar igual a 247
L/(mol.cm). E interessante ressaltar que esse segundo comprimento de onda é
usado nos trabalhos envolvendo esse complexo para a determinacdo de
manganés (Il) [164-166]. Assim, foi avaliada a relacdo linear entre as
absorvancias desse complexo nos comprimentos de onda de 242 nm e 490nm
para garantindo que esta sendo utilizado uma banda diretamente relacionada
ao complexo. Obteve-se um coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,998 e
com o desvio padrdo dos residuos igual a 0,024. A sensibilidade analitica no
comprimento de onda de 242 nm foi 31,4 vezes maior que aquela obtida em
490 nm. Desta maneira, esse comprimento de onda foi escolhido para o
desenvolvimento do método. O espectro do EDTA néo apresentou bandas de

absorcéo nessa regiao de estudo.
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Figura 4.2. Espectros de absorcdo do complexo Mn(Ill)-EDTA a 50 pmol L*
(w) e de uma solucdo de EDTA a 50 umol L™ (m).
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Embora o complexo Mn(ll)-EDTA (log Bl = 24,85) mostra boa
estabilidade, o ion Mn (lll) ndo € estavel em solucdo aquosa (pKa ~ 0,4), por
este motivo a oxidagdo do complexo menos estavel formado pelo ion Mn (Il) e
o analito (log p1 =13,8) [166,169].

Foram, entdo, estudados os agentes oxidantes: solucdo de peroxido de
hidrogénio 1 mmol L, solucéo de persulfato 1 mmol L™, PbO, em p6 e PbO;
aderido a superficie de uma esfera de cianoacrilato. Apenas o PbO, foi efetivo
na oxidacdo o Mn(ll) a Mn(lll), tanto na forma dispersa quanto aderido a
superficie de cianoacrilato. O PbO, disperso na solugcdo apresentou
inconvenientes tanto relacionados a efeitos de turbidez nas medidas de
absorvancia e a necessidade de filtragdo dos mesmos. Esses inconvenientes
nao foram observados para o PbO, imobilizado na superficie de uma esfera de
cianoacrilato. Além disso, a obtencdo das esferas com PbO, imobilizado foi
muito pratica e rapida, em relagdo aos materiais que foram usado por Zhang e
Tang (2005) [170], SILVA et al. (2011) [167] e Van Staden e Kluever (1997)

[166]. As esferas foram utilizadas até 3 vezes sem perda da eficiéncia.

3.4.2. Tempo de reacgao

Foi realizado o estudo cinético de formacdo do complexo Mn(lll)-EDTA
construindo-se curvas analiticas em cada tempo estudado. Avaliou-se a
dependéncia da sensibilidade analitica e da qualidade ajuste do modelo de
regressao linear. Para a avaliacdo da qualidade de ajuste do modelo de
regressdo linear foi utilizada a funcdo “nimero de noves”, - log (1- R?, que
expressa 0 numero de noves existentes no coeficiente de determinacdo e
portanto, seu aumento significa melhor ajuste do modelo (Figura 4.3) [114].

O complexo € totalmente formado em duas horas e se mantém estavel
por cerca de 12 horas. Nesse tempo também & observado um maior coeficiente
de determinacao, igual a 0,9979 (numeros de noves igual a 2,7). Esse aumento
estd relacionado com o aumento da linearidade dentro da faixa de
concentracdo estudada e equilibrio estar sendo atingido pelas solucbes com
diferentes concentracbes de EDTA. ApOs 12 horas ocorre diminuicdo na
sensibilidade analitica, devido a oxidacdo do Mn (lll) ao ion permanganato
[166].
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Figura 4.3. (m)Sensibilidade analitica da curva analitica no intervalo de 0,0 a
100 pmol L™ e o (o) ‘nimero de noves’ do coeficiente de correlacdo ao
quadrado (R?) em func&o do tempo.

4.4.3. Otimizagdo do método

A otimizacdo do método foi realizada com auxilio da Matriz Doehlert de
duas variaveis, obtendo-se curvas analiticas em cada um dos 6 pontos do
hexagono e das triplicatas do ponto central.

O modelo de segunda ordem apresentado na Equacao 4.1 foi utilizado
para explicar o comportamento da inclinacdo da curva analitica em funcdo das
variaveis pH (Variavel A) e a razdo minima entre as concentracoes de
manganés(ll) e EDTA (razdo Mn(ll)/EDTA, Variavel B).

Sza+bA+cB+dA’+eB*+fAB (4.1)
onde S é a inclinacdo da curva analitica, a € um termo constante, b e ¢ séo os
coeficientes dos termos lineares, d e e sdo o0s coeficientes dos termos

quadraticos e f € o coeficiente da interagcdo dos dois fatores.

S = (2950 + 93) + (-3070 + 93) A + (1490 *+ 147) A? + (2200 * 147) B? (4.2)
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Os valores dos coeficientes da Equagéo 4.2 e suas estimativas do
desvio padrao foram obtidos por regressédo linear multipla. Foi utilizado o
procedimento de selecdo de variaveis do tipo stepwise [113], onde nova
regressao linear mualtipla foi obtida sem os termos que ndo diferem
significativamente de zero, avaliada pelo teste t — Student a 95% de confianca
[171].

Pode-se ver que o termo linear da razdo Mn/EDTA e o de interagcéo
entre as variaveis nao sao significativos, simplificando o modelo da superficie
de resposta.

A regidao 6tima encontrada no planejamento foi em pH igual a 3,0 e a
razdo Mn/EDTA igual a 36 vezes (Figura 4.4). A utilizacdo de uma elevada
concentracdo de Mn (Il) ajudou a reduzir interferéncias devido a competicao de
outros metais durante a formagao do complexo. Como o ferro (lll) pode ser um
interferente, devido a sua formacgéo de complexos estaveis com o EDTA (log B
= 24,85) [166], assim como a adsorcdo de ferro (lll), na regido do UV [172].
Decidiu-se validar o método em pH 4,5, a fim de reduzir a disponibilidade de
ferro (lll) na solugdo (pK; ~2) [173]. Além disto, a pH 3,0, houve uma
diminuicdo na sensibilidade de analise de aproximadamente 20%, em relagdo
ao pH 4,5. A um pH superior a 5,0, o complexo Mn(lll)/JEDTA se decomp®e

mais rapidamente, devido a inibicdo da oxidacéo do Mn (I1l) a Mn (VII) [174].
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Figura 4.4. Superficie de resposta da sensibilidade analitica em funcdo do pH
e da relacao de concentracédo de Mn(Il)/EDTA.

A escolha do planejamento experimental baseado na matriz de Doehlert
foi muito adequado, comparado com outros planejamentos experimentais, além
de empregar menor niamero de experimentos. Como o pH influencia tanto na
desprotonacdo do EDTA*, quanto na formacdo dos hidroxocomplexos de
Mn(ll) e Mn(lll), de maneira que seu comportamento ndo deve ser linear,
justificando, portanto, um namero maior de niveis para esta variavel. Por outro
lado a razdo entre as concentragcbes de EDTA e Mn(ll) é importante para
garantir a formacdo do complexo de acordo com um relagao linear com a
concentracdo do analito, esperando-se uma influéncia mondtona no seu
comportamento e portanto, pode-se usar um numero menor de niveis. Além
disso, a sensibilidade analitica, ou seja, a inclinacdo da curva analitica variou
entre 2266 e 7762 L mol™®, demonstrando a importancia da otimizacdo e

adequacao das faixas de valores estudadas para as variaveis.

4.4.4. Validacdo do método analitico

O modelo da curva analitica do método otimizado é apresentado na
Equacdo 3.3. A qualidade do ajuste apresentou um R? de 0,9993 e o desvio

padrédo dos residuos igual a 0,0090 L mol™, indicando um étimo ajuste da curva
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analitica. A faixa analitica obtida para o EDTA foi de 0,77 a 100,0 pmol L™,

A= (0,0078 +0,0001 ) c(EDTA)/(umol L) + (0,0122 + 0,0006) (3.3)

O limite de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram,
respectivamente, de 0,23 e 0,77 umol L™. Estes parametros foram calculados
multiplicando-se o desvio padrdo do branco da curva analitica por 3 (no caso
do LOD) e por 10 (no caso do LOQ) e dividindo-se pela sensibilidade analitica
[103]. Wang e colaboradores (2013) obtiveram limites de quantificacéo de 1,4
pumol L™ para determinacdo espectrofotometria de EDTA em amostras de 4gua
[163], enquanto Chiumiento e colaboradores (2015) [159] e Cagnasso e
colaboradores (2007) [160], utilizando HPLC, obtiveram respectivamente,

limites de quantificacdo de 85,5 pmol L™ e 6,8 pmol L™.

4.4 5. Estudos dos concomitantes

A interferéncia de um concomitante foi considerada importante quando
sua presenca determinou uma variacdo do sinal superior a 5% [167],
comparado com aquele obtido para uma solucdo de 50,0 umol L™* de EDTA.
N&o foi observada interferéncia para maioria dos cations até uma razdo de
100:1 (ion: EDTA) (Tabela 4.2) com excecéo apenas para os ions Fe (lll) e Pb
(1), com razéo até 10:1 e Cu (Il), com razéo até 25:1. As interferéncias maiores
para o Fe (Ill), Cu (I) e Pb (ll) sdo esperadas devido as suas elevadas
constantes de formag&o condicionais com EDTA comparadas com o complexo
Mn"EDTA e do Mn"EDTA? (log B igual a 13,71), apenas fons com constante
de estabilidade condicional elevada em pH 4,5 tenderiam a interferir. Entretanto
a interferéncia dos ions Fe(lll) e Pb(ll) ocorreu apenas em concentracdes
superiores a 500 pmol L™ de cada ion, que sdo muito superiores aos valores
usualmente encontrados em aguas naturais brasileiras [175,176] e aos limiares
estabelecidos pelo CONAMA [177].

O ferro € um potencial interferente na derminacdo do complexo Mn(lll)-
EDTA devido a sua grande abundancia na natureza e por formar complexo
estavel com o EDTA [178]. Conforme € apresntado na Figura 4.5(a) a presenca
do ion ferro Ill acarreta um alargamento na banda na regidao de leitura e isto é
devido a precipitacdo dos hidroxidos de ferro, sendo que este fica disperso no

meio. Este problema foi resolvido com a filtracdo das amostras em filtro 0,45
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pum, conforme pode ser observado na Figura 4.5(b) com a diminuicdo do
alargamento das bandas na regido de leitura no espectro.

O uso do branco formado pela amostra e reagentes, apds retirada das
particulas de PbO, permitiu a eliminacdo de eventuais interferéncias por

espécies quimicas que pudessem absorver em 242 nm.

Tabela 4.2. Proporcdo da concentragdo minima do concomitante que
causam interferéncia em meio com concentracdo de manganés (ll) igual a
3,6 mmol L™ e EDTA de 50,0 pmol L™,

[ONS METALICOS jon: EDTA?
Mg** 100:1
Ca** 100:1
Fe?* 100:1
AR 100:1
zZn* 100:1
Ccu®* 25:1
Pb* 10:1
Fe3* 10:1

®Proporgdo da concentragdo minima que causa interferéncia de 5% do sinal
analitico

sem Fe* 2.0 (b) sem Fe*

[Fe’] = [EDTA] ] [Fe*] = [EDTA]
[Fe™] = 5.[EDTA] 16 [Fe*] = 5.[EDTA]
[Fe’] = 10.[EDTA] [Fe*] = 10.[EDTA]

124 ||

ADbs.

0.0

2(IJO ' 300\ ' 4(IJO ' S(IJO ' 6(IJO ' 700 7460 ' 560 ' 600
A/ nm A/ nm

Figura 4.5. Espectros de absorcdo do complexo Mn(l1I)-EDTA a 50 pmol L™ na

presenca do concomitante Fe*" em diferentes proporcdes, (a) sem filtragéo e

(b) filtrado em filtro de 0,45 um antes da leitura.

4.4.6. Aplicacdo do método

Para avaliar a exatiddo do método empregado, testes de adicdo e
recuperagdo de EDTA foram realizados em amostras de agua fortificadas e os
resultados obtidos foram satisfatérios. De acordo com Tabela 4.3, pode-se

verificar uma faixa de recuperacao que varia de 97,7 a 104,9%.
92
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Tabela 4.3. Porcentagem de recuperagao para as amostras de agua fortificada.

Amostra Concentragao % Recuperagao
Adicionada (% rec®+RSDP)
1 Sem a adicao -
1 30,0 ymol L™ 97,7 +0,79
1 60,0 ymol L™ 102,3+1,01
1 100,0 ymol Lt 1049+ 2,41
2 Sem a adicao -
2 30,0 umol L* 102,5 +1,61
2 60,0 pmol L™ 97,0 +1,83
2 100,0 ymol Lt 104,7 1,57

2 9% rec. (porcentagem de recuperacéo relativa) "RSD (desvio padréo relativo);

(n=3)

4.4.7. Liberacdo Controlada de EDTA

A Fig. 4.6 mostra o efeito da concentracdo de EDTA adsorvidos na

matriz de agar-agar sobre as curvas cinéticas de liberacdo, sendo esta

estudada em trés nives de concentracdo e mantendo os outros parametros

constantes. No inicio a concentragdo do EDTA na parte externa do agar-agar é

muito baixa e a partir da liberacdo a concentracdo do EDTA aumenta

rapidamente, devido a sua difusdo para o meio externo. A velocidade de

liberagéo vai decaindo com o tempo devido a saturagdo do meio externo e

apos 22h do inicio do processo o equilibrio € alcancado.

Para todas as concentracdes iniciais de EDTA, curvas cinéticas tipicas

foram encontradas. Os sitemas liberaram aproximadamente 50% do EDTA

disperso na matrix de agar-agar.
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Figura 4.6. Liberacdo controlada do H4EDTA em diferentes concentracdes no

polimero de agar-agar a 2,0% (m/m).

Na Fig. 4.7 mostra uma boa corelacdo dos dados de liberagcéo

controlada de EDTA, em que é comparada as repostas medidas pelo método

espectrofotométrico validado para a quantifciacdo de EDTA com medidas de

condutimétricas. A comparagdo foram similares nas trés concentragcbes de

EDTA disperso na matriz de agar-agar a 2% (m/m).
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Figura 4.7. Liberacdo controlada em agua do H4EDTA adsorvido a (a) 29,9

pmol, (b) 57,7 pumol (c) 115,5 pmol no polimero de agar-agar a 2,0% (m/m),
medidos por condutividade elétrica e por espectrofotometria de absorcéo
molecular.

O modelo cinético de Noyes-Whitney foi o que melhor se ajustou ao
processo de liberacdo do EDTA da matriz de agar-agar a 2% (m/m), conforme
€ apresentado na Figura 4.8, pois este modelo mostra uma excelente
correlacdo entre os dados experimentais e o modelo proposto, em funcao de
apresentar a menor variacao no residuo em todas as concentracdes iniciais de
EDTA estudada. A andlise de residuo apresenta mais informacéo sobre ajuste
do modelo que o coeficiente de determinacdo, pois pode ser analisado o
modelo que apresenta menor variagdo dos resultados em relagcdo aos do
modelo. Este modelo mostra que o processo de liberacdo de EDTA da matriz

de agar-agar é somente por processo de difusao.
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Figura 4.8. Residuos dos modelos cinéticos de liberacdo da quantidade de

EDTA, em diferentes concentracdes do H,EDTA disperso em agar-agar a 2%

(m/m): (a) 29,9 umol, (b) 57,7 pmol (c) 115,5 umol no polimero de agar-agar a

2,0% (m/m).

A Tabela 4.4 apresenta os resultados obtidos a partir do modelo cinético

de Noyes-Whitney e o coeficiente de correlacdo (R?). Os resultados obtidos

para o Coeficiente de Correlacdo (R? foram responsaveis por verificar a

acuracidade do modelo cinético com relacdo aos dados experimentais. Com

ele pode-se ver que, de uma forma geral, 0 modelo correlaciona bem os dados

experimentais por apresntar valores de R? superior a 0,98 e estando de acordo

com os resultados obtidos pela anélise de residuos.
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Tabela 4.4. Parametros do modelo cinético de Noyes-Whitney da liberacéo
controlada do H4,EDTA adsorvido em diferentes concentragdes no polimero de
agar-agar a 2,0% (m/m).

29,9 57,7 115,5
umol
R2
. 0.9922 0.9895 0.9986
Knoyes / 0.3809 0.08959 0.0942

Na Fig. 4.9 mostra o efeito da liberacdo do EDTA adsorvido na matriz de
gelatina preparado em diferentes condicdes de pH. O comportamento cinético
€ parecido como o do uso da matriz de agar-agar. No uso da gelatina também
no inicio a liberacdo do EDTA ocorre de forma mais rapida e a velocidade de
liberagéo vai decaindo com o tempo devido a saturagdo do meio externo e
apos 22h do inicio do processo o equilibrio € alcancado.

A Fig. 4.9 também mostra também uma boa corelacéo das respostas da
liberacdo controlada com as medidas condutimétricas e do meétodo
espectrofotométrico validado para a quantifciacdo de EDTA. A comparagéao foi
mais similar nas medidas em que a gelatina foi prepara em agua, nas outras
trés condicbes de pH, as medidas condutimétricas eram inteerferidas nao
somente pela liberacdo do EDTA, mas também dos ions que foram usados

para o preparao das solugcdes tampéao.
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Figura 4.9. Liberacdo controlada em agua do H4EDTA disperso em diferentes
condi¢cbes de pH na gelatina incolor a 10,0% (m/m), medidos por condutividade

elétrica e por espectrofotometria de absor¢cédo molecular.

As condi¢cdes de pH em que foram preparadas a gelatina incolor ndo
influenciaram na liberacdo do EDTA, conforme é apresentados nos resultados
da Figura 4.10. No diagrama de distribuicdo de espécies do H¢EDTA*
apresentado na Figura 4.11 mostra que o pH influencia na protonagéo do
EDTA e com isto dependendo do pH o EDTA sera liberado em forma
diferentes, mas como na quantificacdo do EDTA utilizando o método validado
trabalha-se em meio tamponado, desta forma sempre sera quantificado o
EDTA em proporcdes fixas de cada uma de suas espécies e como a gelatina
incolor ndo tem carga desta forma ndo havera interacao eletrostatica com o

EDTA e com isto a carga nao influenciara na liberacéo.
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Figura 4.10. Liberacao controlada de H4EDTA disperso em gelatina incolor a

10,0% (m/m) que foi preparada em diferentes condi¢cGes de pH.

Fracéo de Equilibrio (a)
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pH

Figura 4.11. Diagrama de distribuicdo de espécies do HeEDTA?" (m)ao, (e)ay,
(A)Gz, (V)G3, (4)04, (’)05, (0 )06.

O modelo cinético de Noyes-Whitney foi o que melhor se ajustou ao

processo de liberacdo do EDTA da matriz de gelatina incolor a 10% (m/m),
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conforme é apresentado na Figura 4.12 dos residuos dos modelos cinéticos

estudados, estes resultados estdo de acordo com o que foi obtido nos estudos
do agar-agar.

104 Agua —— Pseudo 1" Ordem 34
—@— Pseudo 2° Ordem
—A— Difuséo Intraparticula 27

—W— Noyes-Whitney

3
1

=}
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—— Pseudo 1" Ordem
3 —@— Pseudo 2° Ordem
—A— Difus&o Intraparticula)
104 -4 —W— Noyes-Whitney
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Residuos de H,EDTA

Figura 4.12. Residuos dos modelos cinéticos de liberacdo do H4EDTA

adsorvido em diferentes condi¢des de pH na gelatina incolor a 10,0% (m/m).
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4.5- CONCLUSAO

O método desenvolvido para a quantificacdo do EDTA apresentou bom
desempenho analitico, boa linearidade, com elevada sensibilidade analitica e
menores limites de deteccdo e quantificacdo em relacdo a trabalhos descritos
na literatura.

A matriz de Doehlert foi um planejamento bastante adequado para a
otimizacado do método, comparado a outros planejamentos experimentais, além
de empregar menor nimero de experimentos. O pH mais acido influenciou na
quantificacdo, bem como a raz&o entre as concentracbes de EDTA e Mn(ll),
gue nesta, a maior propor¢céo garantiu uma maior formacao do complexo.

Na obtencédo de um modelo mais simples, foi utilizado o procedimento de
selecdo de variaveis do tipo stepwise, onde uma nova regressao linear maltipla
foi obtida sem os termos que n&o foram significativos.

Além disso, o método validado é simples e rapido, sendo que no estudo
dos concomitantes, estes somente interferiam em quantidades inferiores aos
valores usualmente encontrados em aguas naturais brasileiras e aos limiares
estabelecidos pelo CONAMA.

Amostras de agua bruta coletadas no Rio Doce e também agua do
abastecimento publico do municipio de Vicosa-MG, foram fortificadas e
submetidas ao método proposto, obtendo resultados satisfatérios.

A aplicacdo do método desenvolvido na liberagcdo de EDTA em &gar e
gelatina mostrou-se satisfatoria e ainda apresentou boa correlacdo do método
com a determinacgao condutimétrica do EDTA.

O EDTA adsorvido em matriz de agar-agar possibilitou o estudo de um
sistema de liberagdo controlada e na caracterizagdo do mecanismo de
liberacdo, o modelo de Noyes foi 0 que apresentou o melhor ajuste em todos
os estudos, constatando assim, que a liberacdo ocorre por processos de
difusdo, sem interacdo com a matriz polimérica. No estudo com a gelatina, esta

ndo apresentou uma boa consisténcia fisica durante o processo de liberacéo.
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CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho, foi desenvolvido um método espectrofotométrico para
determinacao de Fe(lll)-0,0-EDDHMA e outro para a quantificacdo do EDTA,
sendo esses métodos aplicados nos estudos de adsor¢cdo e liberacao
controlada do complexo e do ligante em matrizes poliméricas.

Os estudos de adsorcao e liberacdo do complexo Fe(lll)-0,0-EDDHMA
em quitosana e também de sua liberacdo em agar, juntamente com os estudos
de liberacdo do EDTA em agar e gelatina, apresentaram um melhor ajuste no
modelo de Noyes. As liberagbes nas matrizes de agar-agar e gelatina
ocorreram por processos de difusdo, sem interagdo com a matriz polimérica e
no caso da quitosana, as liberacbes do complexo ocorreram por difusdo e
também por troca ibnica.

No estudo das isotermas de adsor¢cédo do complexo nas esferas de QTS-
R, os modelos estudados apresentaram ajustes semelhantes, sendo um pouco
melhor nos modelos de Sips e Freundlich. Com a avaliacdo do processo de
liberacdo do complexo das esferas de QTS-R foi pertinente o uso de um
planejamento fatorial fracionado, pois assim foi possivel avaliar um maior
namero de varaveis com uma quantidade menor de experimentos.

O uso do planejamento experimental baseado na Matriz Doehlert para a
validacdo do método espectrofotomeétrico visando a determinacdo de EDTA foi
uma alternativa bastante Util, pois permitiu estudar a varidvel pH em um maior
namero de niveis, sem aumentar excessivamente o numero de experimentos,
permitindo também a construcdo de uma superficie de resposta. Objetivando-
se ainda obter um modelo mais simples, foi utilizado o procedimento de
selecéo de variaveis do tipo stepwise, onde foram omitidos os termos que néo

foram significativos.
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