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RESUMO

Um dos principais marcadores da Doenca de Alzheimer € a ligacdo an6mala
que ocorre entre o peptideo P-amildide (BA) e ions metdlicos, tal como o cobre,
realizada por residuos de histidina (HIS). Polimeros naturais como a quitosana e o
alginato, que possuem grupos funcionais capazes de quelatar fons cobre podem ser
usados como modelos para melhor entender as interagdes biopolimero-cobre na DA.
Com esta pesquisa, pretendeu-se estudar o comportamento de trés biopolimeros na
bioadsor¢do de cobre: alginato com quantidade elevada de grupos gulurdnicos
(AlgGEL), alginato com quantidade elevada de grupos manurdnicos (AlgCOL) e
quitosana funcionalizada com histidina (QuiHIS). A capacidade de interacdo com ions
cobre foi testada na presenca de histidina ou BA. Estudos de equilibrio mostraram que
os trés adsorventes estudados apresentaram elevada capacidade de adsor¢do de ions
cobre: 2,47; 2,51 e 2,41 mmol de Cu(Il)/g de adsorvente para QuiHIS, AlgGEL e
AlgCOL respectivamente. Embora as capacidades de adsor¢do tenham apresentado
valores semelhantes, na presenca de histidina o adsorvente que se destacou foi o
AlgGEL que apesar do decréscimo de aproximadamente 20% na capacidade de
adsor¢do apds adicdo de histidina, foi o unico que apresentou equilibrio cinético
semelhante para os diferentes sistemas estudados mostrando-se portanto mais estavel.
Mesmo apresentando estruturas quimicas diferentes, os dois tipos de alginato,
mostraram capacidades de adsorcdo semelhantes entre si, constatando entdo que a
quantidade de grupos gulur6nicos x grupos manurOnicos ndo exerceu influéncia na
capacidade de adsorcdo de ions cobre. Além da troca idnica, percebeu-se que, o
mecanismo de adsor¢ao do AIgGEL envolve principalmente os grupos carboxilicos do
alginato e ligacdes hidroxilicas. Esses grupos foram observados através das andlises de
FTIR e XPS. O FTIR apontou que possivelmente ocorreu uma ligacdo bidentada via
quelacdo metalica entre o alginato e o fon metalico. Com o FTIR e o XPS, também foi
possivel analisar a interagao entre AIgGEL e HIS. A andlise nao detectou nenhuma
interacdo, portanto, a diminui¢do da capacidade de adsor¢ao ocorre provavelmente
pela competicdo entre AlgGEL e HIS pelos ions cobre. Para finalizar, a isoterma
realizada com o peptideo BA mostrou resultados semelhantes aos resultados adquiridos

com histidina.



ABSTRACT

One of the hallmarks of Alzheimer's Disease (AD) is the anomalous binding
that occurs between B-amyloid (BA) peptide and metal ions, such as copper, carried
out through histidine residues. Natural polymers such as chitosan and alginate, which
have functional groups capable of chelating copper ions, could be used as models to
better understand biopolymer-copper interactions in DA. The aim of this research was
to study the behavior of three biopolymers in copper adsorption: alginate with high
amount of guluronic groups (AlgGEL), alginate with high amount of mannuronic
groups (AlgCOL) and chitosan functionalized with histidine (QuiHIS). The ability to
interact with copper ions was verified in the presence of histidine) or fA. Equilibrium
studies showed that the three adsorbents presented high adsorption capacity of copper
ions 2,47; 2,51 e 2,41 mmol of Cu (I) / g dry adsorbent respectively to QuiHIS,
AlgGEL and AlgCOL. Despite similar adsorption capacities, in the presence of
histidine the adsorbent that stood out was the AIgGEL that even with a decrease of
approximately 20% in adsorption capacity after addition of histidine, was the only one
that presented similar kinetic equilibrium for the different systems studied showing
stability. Even with different chemical structures, the two types of alginate, showed a
similar adsorption capacity with each other, showing that the amount of guluronic and
mannuronic groups doesn’t affect the adsorption capacity. In addition to ion exchange,
it has been observed that the adsorption mechanism of AIgGEL mainly involves
alginate carboxylic groups and hydroxylic bonds. These groups were observed through
FTIR and XPS analyzes. FTIR results showed that adsorption occurs by bidentate
bonds via metal chelation between alginate and metal ion. With FTIR analysis it was
observed that, there is no interaction between AIgGEL and histidine, showing that
possibly occurs a competition between histidine and AIgGEL by copper ions, which
leads to its adsorption capacity reduction. Finally, the adsorption isotherm employing

AP peptide was like those obtained with histidine.
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1 INTRODUCAO

A quitosana é um aminopolissacarideo composto por dois actcares, glicosamina
N-acetilglicosamina, com propriedades fisico-quimicas e biolégicas tnicas. E
biocompadtivel, ndo téxica para células e biodegradavel. Além do mais, € um polimero
funcional relevante para aplicacdes farmacé€uticas e biomédicas. As matrizes de
quitosana podem ser formuladas como gel, membranas, nanoestruturas e esferas
(GUIBAL, 2004).

O alginato é um copolimero linear de alto peso molecular constituido de dois
acidos uronicos, B-D-manurdnico (M) e a-L-gulurénico (G). As diferencas na
conforma¢do molecular entre os blocos M e G dependem da fonte origindria do
alginato, sendo esse, um fator influente nas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e
mecanicas do polimero (PAPAGEORGIOU et al., 2006). Assim como a quitosana, o
alginato é biodegradavel, biocompativel, atoxico, sendo empregado largamente em
ramos industriais como médico-farmac€utico, biotecnolégico e alimenticio
(MANCINI et al., 1996; ERTESVA; VALLA, 1998).

Uma das caracteristicas mais relevantes e comuns para os dois polimeros € a alta
afinidade que estes possuem com muitas classes de corantes, proteinas e ions
metdlicos. Os sistemas cobre-quitosana e alginato-cobre tém sido extensivamente
estudados devido a preocupacdes ambientais. De acordo com Rhazi et al. (2001), o ion
cobre se liga a quitosana por meio de um mecanismo de quelagdo e o processo de
adsor¢do ocorre com ligacdes covalentes, nas quais os ions se ligam preferencialmente
aos grupos amino e hidroxila do quitosana. Para o alginato, o principal mecanismo € a
troca iOnica e as ligacdes ocorrem principalmente através de grupos carboxilicos.
(PAPAGEORGIOU et al., 2010).

A habilidade da quitosana e do alginato para se ligarem a fons cobre pode ser
estendida para outros campos além do ambiental. Atualmente, a Doenca de Alzheirmer
(DA) vém sendo associada ao desequilibrio na homeostase de determinados metais,
particularmente os que possuem atividade redox como o cobre e o ferro. Outro fator é
a sintese anormal do peptideo B-amildide (BA), sendo altamente influenciada pelos
fons metdlicos (Al, Cu, Fe e Zn). Sabe-se que o peptideo BA tem elevada afinidade
com o ion cobre, o que pode promover a sua toxicidade. Ao se ligar ao ion cobre, ele

reduz de Cu®* para Cu* e catalisa a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
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além de produzir agregados insoldveis causando a morte de células neuronais
(CHAUHAN; CHAUHAN, 2006; RIVERA-MANCIA et al., 2010).

Prox et al. (2012) apontou que o peptideo BA apresenta sitios de coordenagdo com
ions cobre, e que residuos de histidina localizados na parte N-terminal do peptideo sao
os principais responsaveis pela ligacdo do peptideo com o fon metdlico.

Nao existe um consenso sobre um unico alvo patogénico a ser tratado na DA.
Deste modo, entende-se que € necessdrio haver acdo sobre os agregados, emaranhados
neurofibrilares bem como todos os mecanismos que promovem a deposicdo do
peptideo BA. Quanto mais se conhecer sobre mecanismos patofisioldgicos da doenga,
maior serd a possibilidade de se encontrarem novos farmacos que venham evitar a
progressio da DA. As pesquisas atuais abrangem cada vez mais a
interdisciplinaridade, combinando estudos quimicos, bioquimicos, bioldgicos e
toxicologicos, permitindo uma compreensdo mais completa dos mecanismos
subjacentes e a formulacdo de terapias mais eficazes para compor o arsenal quimico
contra a DA, que desafia a comunidade cientifica hd mais de um século.

Neste trabalho, alginato e quitosana atuaram como quelantes de ions cobre na
presenca de histidina (HIS) ou BA. Foram estudadas suas capacidades de adsorcdo
frente a estes competidores, e também estes sistemas foram caracterizados a fim de
estudar o comportamento dos polimeros no processo de adsorcao.

Espera-se com isso entender os mecanismos de adsorcdo, bem como localizar
sitios de coordenacdo e ligacdo entre o fon metélico cobre e os polimeros alginato e
quitosana e qual a mudanca observada quando o peptideo BA ou a histidina se fazem
presentes nestes sistemas. Com os resultados deste estudo, teremos um melhor
entendimento da interacao metal-biopolimero como as encontradas na DA que podem
no futuro servir de modelo para compreendermos de forma completa a ligagdo entre

BA e cobre, avancando assim, no entendimento da doenga.
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2  OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a acdo quelante dos polimeros naturais

quitosana e alginato por fons cobre, na presenca do peptideo beta amiloide e de

histidina, bem como os mecanismos envolvidos no processo de adsorc¢ao.

2.1  Objetivos Especificos

Preparacao dos adsorventes: Nos ensaios de adsorc¢do de fons cobre foram
utilizados trés tipos de adsorventes. Esferas de quitosana funcionalizada
com histidina (QuiHIS), alginato com quantidade elevada de blocos
gulurénicos (AlgGEL) e alginato com quantidade elevada de blocos
manurdnicos (AlgCOL).

Caracterizagao das esferas QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL utilizando andlises
de microscopia eletronica de varredura (MEV), difracdo de Raios-X
(DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier
(FTIR-ATR) e Espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raios-X
(XPS). Estas andlises foram realizadas antes e apds a adsor¢do de ions
cobre e posterior adi¢ao de histidina ao sistema

Ensaios de adsorcdo de ions cobre adicionando alternadamente histidina
ao sistema empregando as esferas de QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL como
adsorvente. Foram obtidos dados experimentais de isotermas e cinéticas de
adsorcao.

Obtencdo de isoterma de adsor¢do de fons cobre empregando o peptideo

BA a fim de comparar dados obtidos com a histidina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A doenca de Alzheimer

De acordo com a Alzheimer’s Association, deméncia é um termo genérico que
descreve uma variedade de doencgas e condicdes que se desenvolvem quando os
neurdnios morrem ou deixam de funcionar normalmente. A doenca de Alzheimer
(DA) é, atualmente, a principal deméncia que acomete a populacdo idosa, sendo
responsavel por cerca de 60 a 80% de todas as deméncias, sua prevaléncia vem
aumentando devido ao envelhecimento da populacdo. Foi descrita pela primeira vez
por Alois Alzheimer no inicio do século XX, mas as pesquisas voltadas a desvendar
seus sintomas, causas, fatores de risco e tratamento ganhou impulso somente nos
ultimos 30 anos. Embora, as pesquisas tenham tido grandes avancos sobre o
entendimento da DA, as alteragcdes precisas no cérebro que desencadeiam a doenca, e a
ordem que elas ocorrem, em grande parte, permanecem desconhecidas
(ASSOCIATION, 2013).

Em pouco menos de quarenta anos, o mundo terd trés vezes mais pessoas com
doencas causadoras de deméncia. Essa € a estimativa atualizada de um estudo
publicado pela Alzheimer’s Disease International, federacao internacional que redne
organizacdes destinadas a estudar e apoiar pacientes de deméncia, sendo a doenca de
Alzheimer a mais comum entre elas. O estudo estima que existam hoje no mundo
cerca de 44 milhdes de pessoas com a condi¢do. O numero deve aumentar para 76
milhdes em 2030 e para 135 milhdes em 2050 (AL’HANATI, 2013).

A DA afeta as pessoas de maneiras diferentes, o sintoma mais comum comega
com um gradual agravamento da capacidade de lembrar novas informacdes, isto
ocorre, porque 0os primeiros neurénios a morrer ou ter mau funcionamento sao aqueles
envolvidos na formac¢do de novas memorias. Os sintomas mais comuns da doenca sdo
descritos as seguir:

e Perda de memoria;

e Dificuldades em planejar ou resolver problemas;

e Dificuldades em completar tarefas em casa, no trabalho ou lazer;
e Confusdo com tempo ou espaco;

e Problemas em entender imagens visuais e relacdes espaciais;

e Problemas com palavras tanto na fala quanto na escrita;

e Perder coisas ou perder a capacidade de refazer os passos;
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e Diminuig¢do ou falta de bom senso;

e Desisténcia do trabalho e atividades sociais;

e Mudancas no humor e na personalidade.

Os dois fatores mais comuns que estdo ligados a DA sdo: a idade (aparece em geral
por volta de 60-70 anos e nem sempre é diagnosticado) e o fator hereditdrio. Sabe-se
que um ter¢o de pacientes com Alzheimer ji tiveram parentes de primeiro grau
afetados pela DA. Outros fatores ndo tao frequentes que podem estar associados com o
desenvolvimento da DA, incluem traumatismo craniano, baixos niveis de educagio, o
sexo feminino, casos de depressao e fatores vasculares (ASSOCIATION, 2013).

A DA ¢é uma doenca complexa, na qual, muitos fatores podem estar envolvidos e
algumas hipdteses t€ém sido propostas para explicar a iniciacdo e o progresso do
processo neurodegenerativo. As duas principais caracteristicas morfoldgicas
relacionadas a DA sdo as placas senis ou neuriticas e os emaranhados neurofibrilares.
As placas senis sao formadas pela deposicdo extracelular de fibrilas do peptideo BA e
os emaranhados neurofibrilares, por agregados intraneuronais da proteina tau
hiperfoforilada. Estas caracteristicas morfolégicas conduziram a elaboracdo de uma
das principais hipéteses que tentam explicar a patogénese da DA: a hipétese da cascata
amiléide (GAGGELLI et al., 2006).

A hipétese da cascata amiléide € a mais definida e mais estudada teoria
conceitual da DA. Foi formalizada em 1992 por Hardy e Higgins onde foi estabelecido
que “a deposicdo do peptideo B-amildide, o principal componente das placas amildide,
€ o agente causador da patologia e os emaranhados neurofibrilares, danos celulares,
danos vasculares seguido da deméncia, sdao resultado direto desta deposi¢cao”

(HARDY; HIGGINS, 1992).

3.2 Peptideo BA

A identificacio do peptideo PBA nas placas senis, por meio de andlises
histologicas post mortem em cérebros de pacientes com DA, levantou a hipdtese de
que este evento pudesse estar relacionado ao desencadeamento da patologia. Segunda
esta hipdtese, a neurodegeneracdo da DA comeca com o processamento anormal da
proteina precursora amildide (PPA) e resulta na producio, agregacdo e deposi¢do do
peptideo PA. Aparentemente, a cascata amildide pode facilitar a formacdo dos

emaranhados neurofibrilares e a morte celular (GAGGELLI et al., 2006).
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O peptideo BA possui de 39 a 42 residuos de amino 4cidos e é usualmente
produzido em todos os neurdnios por um processo sequencial proteolitico de uma
proteina de membrana, a PPA, utilizando duas enzimas complexas: a B € a y-secretase
(VETRIVEL; THINAKARAN, 2006).

A PPA pode ser processada através de dois caminhos enziméticos distintos: o
caminho “amiloidogénico’ e o “ndo amiloidogénico”. O primeiro caminho
“amiloidogénico” ¢ iniciado pela enzima B-secretase que cliva a regido extracelular da
PPA. Apés a clivagem, a enzima vy-secretase que contém, presenilina 1(PS1),
presenilina 2(PS2) e nicastrina, hidrolisa a PPA no meio de seu dominio intracelular,
gerando um fragmento volumoso e solivel denominado PPAs-f, um outro fragmento
denominado dominio intracelular PPA (DIPPA) e o peptideo BA. O caminho
alternativo da clivagem da PPA denominado “ndo amiloidogénico” € iniciado pela o-
secretase, o qual cliva a PPA no dominio BA. Neste caso, a y-secretase produz o p3,
um peptideo contendo 24 ou 26 amino dcidos, a PPAs-a uma proteina volumosa e
solivel liberada extracelularmente e o DIPPA (TISCHER; CORDELL, 1996;
VASSAR et al., 1999). A Figura 1 ilustra o processo.

Dominio Extracelular Dominio Intracelular
NH:2 - CO0OH
Caminho nido amiloidogénico Caminho amiloidogénico
a-secretase p-secretase PA
l
Ao ) ST | [erss I R
complexo y-secretase complexo y-secretase
(PS1,PS2, nicastrina) (PS1,PS2, nicastrina) |
1
PPAs-@ B} B8 prea PPAs-f AN [orra

Figura 1- Processo proteolitico da proteina precursora amiléide (PPA) via secretases,

geragao do peptideo BPA (CARRILLO-MORA; LUNA; COLIN-BARENQUE, 2014).

A hipétese da cascata amildide sugere que o peptideo BA tenha um papel
importante na origem e progresso dos danos nos tecidos nervosos encontrados nos

pacientes com DA. Algumas evidéncias que suportam esta hipdtese sdo: (1) a
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constatacdo da BA ser o principal componente tanto das placas neuriticas quanto da
angiopatia amil6ide observadas em pacientes com DA; (2) a observacdo na qual as
mutagdes responsdveis pelas formas familiares encontradas na DA de algum modo
aumentam a producao de BA e (3) os inimeros efeitos toxicos que o BA tem mostrado
tanto em experimentos in vivo quanto in vitro e que reproduz algumas das alteracdes

observadas na DA (ATWOOD et al., 2003; VETRIVEL; THINAKARAN, 2006).

3.3 O cobre e sua relagdo com o peptideo fA

O cobre € de fundamental importancia para o metabolismo humano, pois tem o
papel de catalisar processos bioldgicos como respiracdo, transporte de ferro, producao
de hormonios peptidicos, coagulacdo do sangue e crescimento normal das células.
Além disso, estd presente em diversas enzimas que fazem parte do sistema nervoso
cerebral, controlando etapas da sintese dos tecidos cognitivos (LINDER; HAZEGH-
AZAM, 1996).

Em excesso ou na forma livre dentro da célula o cobre € téxico pois coordena-
se facilmente a diferentes grupos funcionais e tem a capacidade de promover a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) como H,0,, O, e OH" via reacdes
de Haber-Weiss e Fenton (HUANG et al., 1999).

A DA estd associada a alteracOes nos niveis de cobre e a mudangas no
metabolismo do metal. Estas mudancas sao caracterizadas por alteracdes na
homeostase do metal, que contribuem de forma direta ou indireta para o aumento do
estresse oxidativo, que € consequéncia da presenga excessiva de radicais livres, um
importante fator na toxicidade neural. O fon Cu(Il) forma complexos com BA que
induzem a formacao das fibras amiléide (DONG et al., 2007; HUANG et al., 1999;
JIANG et al., 2007). Elevadas concentracdes de cobre foram encontrados em pacientes
com DA, onde a concentracdo de cobre chega a ser 400 vezes maior se comparado
com uma pessoa saudavel que possui ao redor de 0,2 — 1,7 uM de cobre (SMITH ez
al., 2007).

Diversos estudos mostraram que as EROS sdo formadas provavelmente como
consequéncia da coordenacdo do peptideo (BA 1-42) com ions cobre. Quando o cobre
se liga ao BA 1-42, o peptideo consegue reduzir o fon Cu (II) a Cu (I), e os complexos
formados por BA-Cu(l) sdo responsdveis por reduzir cataliticamente O, a H,O,

neurotoxicos. A formacgdo destas espécies reativas de oxigénio € um dos fatores que
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levaram o cobre a ser considerado como potencializador da toxicidade da placa
amiléide (OPAZO et al., 2002; RAFFA; RICKARD; RAUK, 2007).

Estudos recentes indicam que residuos de histidina estdo envolvidos na
coordenacdo do Cu(Il). Streltsov er al. (2008), relataram que o sitio de ligacdo
preferencial do cobre na BA € um “distorted six-coordinated” (arranjo piramidal
quadrado dissimétrico) com trés residuos de histidina ( His-6, His-13 e His-14) e com
os ligantes axiais consistindo em uma molécula de dgua e oxigé€nio carboxilato
podendo ser Glu-11 ou Asp-1 (YUGAY et al., 2016). Os dois possiveis modelos sao

apresentados na Figura 2.

His13

Glu11/Asp1

His13 | P

ZCul/ \
/ 0\ . Hiss

:..-W1
Hist4 X
oy O

Figura 2 - Possiveis modelos de coordenaciao Cu(Il) — BA (STRELTSOV et al., 2008).

Desde que o peptideo BA foi encontrado em pacientes com doengas
degenerativas, realizaram-se estudos para se descobrir uma maneira de solubilizi-la
(HUREAU; FALLER, 2009). Uma dessas estratégias € o uso de agentes quelantes. Foi
constatado que a solubilizacdo da BA no tecido cerebral de pacientes com DA
aumentou na presenca de quelantes de metais como N,N,N’,N’ — tetraquis ( 2 — piridil-
metil), etileno diamina e bathocuproine (CHERNY et al., 1999). Estudos in vivo
foram realizados com tratamento oral de clioquinol, um quelante moderado de
Cu**/Zn**, resultando em um decréscimo de 49% na deposi¢io de PA (CHERNY et
al.,2001).

Nos dltimos anos, o interesse em relagdo ao papel que os metais desempenham na
DA tem sido altamente citado apds a publicagdo de varios artigos. Estes, por sua vez

indicam que estratégias terapéuticas voltadas para a reversdo do desequilibrio na
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homeostase dos metais provocaram mudancas positivas, pois sdo capazes de
interromper a agregacdo do BA, dissolver as placas amildides e retardar a deterioragdo
cognitiva relacionada com a DA (ADLARD et al., 2008; CHERNY et al., 2001;
OPAZO et al., 2003).

3.4 Agentes quelantes

Agentes quelantes sdo moléculas capazes de formar complexos com ions
metdlicos através de suas ligacdes covalentes dativas e a estrutura deste complexo
geralmente se dd em forma de anel. Para um composto ser quelante deve possuir pelo
menos dois grupos funcionais capazes de se ligar ao metal. Podem ser grupos acidos,
que ao ficarem na forma bésica podem coordenar-se com metais ou podem ser grupos
basicos que contém um dtomo com um par de elétrons nao ligante para interagir com o
ion metalico (BELL, 1977).

Os agentes quelantes possuem dtomos que formam ligagdes covalentes com um
ion metdlico central, onde o nimero de ligacdes depende do tamanho do metal, da
identidade do quelante e das interacdes eletronicas. O nimero méaximo de ligagcdes que
se pode estabelecer entre o fon metédlico e os dtomos doadores dos quelantes
denomina-se, nimero de coordenacdo do metal (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Estes compostos apresentam capacidade para se ligar a varios ions metalicos e,
desta forma, proporcionar ao organismo a redu¢do da concentracao destes metais. Para
utilizacdo de agentes quelantes no tratamento da DA, estes devem obedecer alguns
parametros como, atravessar a barreira hemato - encefdlica (BHE) para escolher
seletivamente o alvo metdlico no cérebro, ndo devem alterar o equilibrio homeostético
no organismo e devem possuir afinidade pelo fon metélico desejado, reduzindo assim,
a concentracdo de fons metélicos no cérebro que influenciam a DA. Os quelantes
atuam na DA, adsorvendo os ions metdlicos e, consequentemente, dissolvendo o

peptideo BA (ZHENG; FRIDKIN; YOUDIM, 2010).

3.5 Quitosana

A quitina € um dos polimeros naturais mais abundantes na natureza, sendo o

principal componente de exoesqueleto de caranguejo, camardo e siri. E um

homopolimero linear composto por unidades de 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glicose
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com configuracdo tridimensional a-helicoidal estabilizada por ligacdes de hidrogénio.
A quitosana, por sua vez é composta de unidades de 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose (N-acetil-glucosamina), € um polimero natural hidrofilico obtido pela
hidrélise dos grupos aminoacetil da quitina através de tratamento alcalino (SKJAK-
BRAEK; ANTHONSEN; SANDFORD, 1989).

A quitosana é uma poliamina linear onde os grupos amino estdo disponiveis
para realizar reacdes quimicas. E soliivel em 4cidos diluidos como 4cido acético, dcido
férmico, etc. Algumas de suas caracteristicas intrinsecas sdo o peso molecular, a
viscosidade, o grau de desacetilagdo, a cristalinidade, o numero de unidades
monoméricas e o pKa. Sabe-se que tem a capacidade de quelar ions metdlicos através
da coordenacdo dos grupos amino. Suas propriedades bioldgicas sdo:
biocompatibilidade (ndo toxica, biodegradavel, natural), hemostatica, bacteriostatica,
dentre outras (FERREIRA., 1994).

Além dos grupos amino, a quitosana é constituida de outros dois grupos
funcionais, um grupo de hidroxilas primdrias e outro de hidroxilas secundérias que se
encontram respectivamente nos carbonos C-2, C-3 e C-6 mostrado na Figura 3 que

apresenta sua estrutura (FURUSAKI et al., 1996).

. CH20H
H
H
\J OH
- H

Figura 3 - Estrutura linear da quitosana (RAVI KUMAR, 2000).

Existe uma variedade de aplicacdes e produtos da quitosana, devido as suas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. Para cada diferente aplicacdo, diferentes
propriedades sdo exigidas (DUTTA, 2004). E utilizada principalmente em produtos
farmacéuticos, cosméticos e biomédicos para tratamento de cabelo, cuidados com a
pele e cicatrizagao de feridas, também atua na drea alimenticia, na gestio de residuos e
na agricultura como quelante de metais téxicos ou radioativos, revestimento de
sementes dentre outros (KAS, 1997).

A quitosana evidencia notdvel capacidade adsorvente, devido ao par de

elétrons livres disponiveis no atomo de nitrogénio, 0 que torna oS grupos aminos
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fortemente reativos com ions metalicos. Além disso, tem alta hidrofilicidade devido
aos grupos hidroxil, um grande ndmero de grupos funcionais, alta reatividade destes
grupos e flexibilidade da cadeia polimérica (CRINI, 2005).

Segundo a literatura, a adsor¢do de fons cobre ocorre através de ligacdes
covalentes, principalmente com os grupos amino e hidroxilas da quitosana, esse
mecanismo também € chamado de quelacdo (RHAZI et al., 2002).

Utilizando-se medidas de Raios-X para complexos de quitosana com Cd(II),
Zn(II) e Cu(Il), foi proposto um modelo que demonstra 0 mecanismo de coordenacao
do complexo quitosana-metal chamada de “pendant model”, este modelo estabelece
que uma espécia metdlica liga-se a um grupo amino como se fosse um pingente
(OGAWA; OKA; YUI, 1993). Outro modelo, “bridge model”, sugere que os ions
metalicos sdo coordenados por vdrios grupos amino origindrios da mesma ou de
diferentes cadeias do polimero (SCHLICK, 1986).

Estudos mostraram a adsorcdo de alguns metais utilizando quitosana como
adsorvente, e pode-se encontrar capacidades maximas de adsorcdo para os fons Hg*",
Cu™, Ni** e Zn** de 815, 222, 164 e 75 mg/g respectivamente (MCKAY, G.; BLAIR;
FINDON, 1989). Outro estudo mostrou que 1 g de quitosana pode adsorver até 4,7 mg
de Cu®*, 2 um pH de 6,2 (NGAH; ISA, 1998).

Mahl (2013) estudou a adsorcdo de fons cobre em esferas de quitosana, na
presenca de histidina, um agente quelante de metais. Observou-se uma competicao
entre quitosana e histidina por ions cobre, que mesmo na presenca deste quelante,

continuou a adsorver cobre.

3.6 Funcionalizacdo da quitosana

Pela literatura, sabe-se que as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da
quitosana levaram ao reconhecimento deste polimero como um biomaterial promissor,
especialmente na drea da adsor¢do. A existéncia de grupos amino e hidroxila em suas
moléculas contribui para possiveis interacdes entre a quitosana e diferentes tipos de
poluentes (corantes, fons metalicos, fendis, farmacos, pesticidas, herbicidas, etc.). A
presenca destes grupos em sua cadeia polimérica € o ponto de partida para inimeras
modificagdes quimicas na matriz da quitosana.

O elevado percentual de grupos amino reativos distribuidos na matriz

polimérica da quitosana, possibilita inimeras modificacdes quimicas (INOUE,;
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YOSHIZUKA; OHTO, 1999). Muitas modificagdes t€m sido realizadas com o
proposito de melhorar suas propriedades, como tamanho de poros, resisténcia
mecanica, estabilidade quimica, hidrofilicidade e biocompatibilidade, assim como,
aumentar a sua seletividade e capacidade de adsor¢do de vérios fons metélicos
(NGAH; ENDUD; MAYANAR, 2002).

Dentre estas modificacdes, a funcionalizacdo de agentes quelantes na matriz
polimérica da quitosana surgiu como alternativa interessante, devido a introducdo de
novos grupos complexantes, podendo formar diferentes quelatos que irdo aumentar a
capacidade de adsorcdo e a seletividade de ions metalicos em solucdo (BECKER;
SCHLAAK; STRASDEIT, 2000). Os agentes quelantes podem ser bidentados,
tridentados, etc., dependendo do nimero de ligacdes de coordenagdo que formam com
o fon metalico. Em geral, quanto mais polidentado for o agente quelante, mais estaveis

sdo os quelatos formados entre o suporte e o metal (RIBEIRO, 2006).

3.6.1 Histidina

A histidina € um dos 20 aminoicidos mais comuns presentes nas proteinas.
Pode existir em duas formas isoméricas, L-histidina e D-histidina, entre eles, somente
o isomero L € bioativo. O anel imidazol e o pKa (6.0) da histidina indicam que
mudancas relativamente pequenas no pH celular alterardo a sua carga. Por esta razdo
este aminodcido tem um uso considerdavel como um ligante de coordenagdo em metal-
proteinas e, também, como um sitio catalitico em certas enzimas (MARTI et al.,

2004). A Figura 4 mostra a formula estrutural da L-histidina.

N
™

NH

\

W

0
HoN

OH

Figura 4 - Férmula estrutural da L-histidina.
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Este aminoicido € conhecido por estar envolvido em Varios processos
biolégicos relacionados a acdo enzimdtica. Possui aplicacdes médicas como anti-
inflamatdrio, atuando como agente no crescimento e reparo de tecidos e em casos de
artrites e reumatismos (PICKUP et al., 1980).

E um potencial ligante tridentado, possuindo trés sitios de coordenacio: grupos
amino, imidazol e carboxila. Sua molécula possui um anel imidazélico, sendo
considerado um importante ligante para o fon metdlico cobre em vdrios sistemas
bioldgicos. Desta forma, a histidina € considerada um dos ligantes mais fortes que
coordena metais dentre os amino acidos (CARLSON; BROWN, 1966).

Segundo um estudo realizado sobre as interacdes da histidina com o ion
metalico cobre, aponta-se que o cobre realiza ligagdes covalentes, com atomos de
nitrogénio do grupo NH, e/ou dtomos de oxigénio do grupo COO’, presentes na
estrutura da histidina. Em solu¢do aquosa, o complexo cobre (II)-histidina assume
varios modos de coordenacdo dependendo do valor do pH (MARTI et al., 2004).

A Figura 5 apresenta a distribui¢do de quatro diferentes formas da L-histidina
em funcdo do pH. As abreviacdes H;L, H,L, HL e L correspondem a diferentes
formas protonadas de L-histidina. Os valores de pKa para o grupo amina, anel
imidazol e grupo carboxil sdo respectivamente 1,8; 6,0 e 9,8. Em pH fisiologico a
principal forma encontrada da L-histidina é a HL. Quando o pH aumenta, a amina é
desprotonada promovendo a formacdo de anions mononegativos (L"). Por outro lado,
quando o pH diminui, o anel imidazol e o grupo carboxil sdo protonados. Como pode
ser observado, L-histidina pode se ligar através de ligantes mono, bi e tridentados, seu
modo de coordenacdo ird depender principalmente do pH da solu¢ao (DESCHAMPS
et al., 2005).
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Figura 5 — Distribuicao de vérias formas protonadas da L-histidina em fun¢do do pH

(DESCHAMPS et al., 2005).

3.7 Alginato

O éacido alginico, também conhecido como alginato, € um polissacarideo
encontrado em grandes propor¢cdes em algas marrons, principalmente dos géneros
Macrocystis, Laminaria e Ascophyllum. E considerado parte constituinte das paredes
celulares e do material intracelular destas algas, podendo representar de 10 a 40% de
sua massa seca (ONS@YEN, 1997).

Alginato é um copolimero de alta massa molecular composto pelo acido B-D-
manurdnico (M) e o acido a-L-gulurdénico (G). A propor¢do (relacio M/G) e a
estrutura sequencial dos alginatos (MM, MG, GG), assim como as suas
funcionalidades, variam de acordo com a estacao de coleta da alga, da espécie da qual
se extrai o alginato, e até mesmo do local e da época em que o alginato foi extraido. A
Figura 6 mostra a estrutura quimica dos dois 4cidos que compdem uma molécula de
alginato (DRAGET; SKJAK-BRAEK; SMIDSROD, 1997; HAUG; LARSEN;
SMIDSROD, 1974).

28



B-D- manurdnico (M) a-L-gulurénico (G)

O OH
Ho__ /'
C
0
HO —O OH
OH 0
HO HO /
OH
/C
o= \
OH

Figura 6 - Representacdo das moléculas dos dcidos que compdem o alginato.

O alginato € considerado o tnico polissacarideo que contém, naturalmente,
grupos carboxilicos em cada unidade constituinte, possuindo vdrias caracteristicas
funcionais, uma delas € a afinidade por metais pesados. A variabilidade observada em
sua conformagdo molecular € a principal responsavel pela afinidade do alginato por
metais pesados. A forma das sequéncias manurdnicas e gulurOnicas propicia um
alinhamento de duas se¢des de cadeias apresentando uma série de sitios coordenados,
chamado de estrutura ‘“zigue-zague”, com cavidades apropriadas para acomodar
cations divalentes (IKEDA; TAKEMURA; ONO, 2000).

As regides do alginato ricas em residuos G apresentam maior seletividade por
ions metalicos bivalentes, em funcdo de um ambiente bidentado para complexagdo dos
ions. Em regides ricas em dcido manurdnico, a complexacdo serd predominantemente
monodentada e, portanto, mais fraca (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003).

Um modelo que descreve a ligacdo entre o alginato e um fon metdlico é o
modelo denominado “caixa de ovo”, usado para caracterizar a formacdo de gel do
alginato de cdlcio. Esse modelo considera a associacdo de duas ou mais cadeias, e sua
unido resulta em uma estrutura bidimensional, onde nos intersticios encontram-se 0s

ions de célcio, como se pode observar na Figura 7 (MCHUGH, 1987).
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Figura 7 - Rearranjo das cadeias de alginato devido a presenca de metal divalente

(BRACCINT; PEREZ, 2001).

Devido a abundancia natural do alginato, que pode ser extraido de algas
marrons € por ser um polissacarideo ndo téxico possuindo grupos carboxilicos, ele é
usado como espessante na industria de alimentos, em molhos, coberturas, maioneses e
iogurtes. Na industria farmacéutica, este composto tem sido usado na liberacao
controlada de varios farmacos e produtos quimicos devido a sua sensibilidade ao pH
(GEORGE; ABRAHAM, 2000).

Virios estudos mostram que o alginato possui alta afinidade pela quelacao de
vdrios metais como, Cu**, Ni** e Co™, esta quelacdo leva a formagdo de complexos
metélicos de alginato. Desta forma, o alginato tem sido utilizado para o tratamento de
dgua devido a sua biocompatibilidade e seu menor custo se comparado com outros
materiais poliméricos (HASSAN et al., 1989; PAPAGEORGIOU et al., 2006).

Papageorgiou et al. (2006), investigaram a capacidade do alginato de célcio
em adsorver fons cobre de solucdes aquosas. Eles encontraram uma capacidade
maxima de adsorcdo de 88,95 mg g'], considerado um valor satisfatério em se tratando

de adsorcdo de metais pesados.
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3.8  Principios tedricos de bioadsorcao

Adsorcao ¢ um fendmeno no qual moléculas que estao presentes em um fluido,
liquido ou gasoso, concentram-se espontaneamente sobre uma superficie sélida. Essas
moléculas podem apresentar caracteristica idnica (ou ndo idnica), polar (ou ndao-polar),
monoatdomica (ou poliatdmica). Usualmente, a espécie adsorvida é denominada
adsorvato e a fase densa, na qual ocorre a adsorcao, é denominada de adsorvente.

As forgas atrativas responsdveis pela interacdo entre adsorvente-adsorvato
podem ser classificadas como interacdes quimicas ou fisicas. A adsor¢do quimica, ou
quimissorcdo, ocorre devido a efetiva troca de elétrons entre o sélido e a molécula
adsorvida, e como resultado temos as seguintes caracteristicas: formacao de uma unica
camada sobre a superficie sdlida, irreversibilidade e liberacio de uma quantidade de
energia considerdvel (da ordem de uma reacdo quimica). A adsor¢do fisica, ou
fisissorcdo, constitui o principio da maioria dos processos de purificagdo e separacao.
E um fendmeno reversivel no qual se observa normalmente a deposi¢io de mais de
uma camada de adsorvato sobre a superficie adsorvente. As for¢as de Van der Waals
atuam na adsorcdo fisica onde as energias liberadas sdo relativamente baixas e atingem
rapidamente o equilibrio (TREYBAL, 1981).

A adsor¢do pode ser imaginada como ocorrendo em trés estdgios: 1°) ocorre a
transferéncia de massa externa do adsorvato em solugdo para a superficie do
adsorvente; 2°) ocorre a difusdo do adsorvato para os sitios de adsorc@o no interior do
adsorvente e 3°) acontece a adsor¢cdo propriamente dita. Os estdgios de transferéncia
de massa externa e de difusd@o do adsorvato sdo as etapas limitantes no processo de
adsor¢do. Enquanto que, o ultimo estigio ndo proporciona nenhuma resisténcia
ocorrendo em uma velocidade muito maior que os outros dois. Embora os trés estagios
sejam descritos como ocorrendo em sequéncia, na pratica, todos os trés podem estar
acontecendo simultaneamente em diferentes partes do adsorvente, uma vez que as
condi¢Oes ndo sdo uniformes ao longo do material (MCKAY, 1996).

A bioadsor¢do se apresenta como uma opg¢do tecnoldgica voltada para a
remog¢ao de baixas quantidades de ions metdlicos em solucdes aquosas (CHU, 2002).
Os {ions metdlicos sao removidos da solu¢do pela complexacdo dos mesmos
dissolvidos em solugdo, pela atividade quimica da biomassa do adsorvente. Varios

grupos quimicos podem ser responsdveis pela fixacdo das espécies metdlicas como
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grupos amino, fosfato, sulfidrila, carboxila, hidroxilas dentre outros (VOLESKY;
HOLAN, 1995) .

Existem muitos parametros que podem influenciar no processo de adsorcdo
como tipo de bioadsorvente, tipos de biomateriais, propriedades do metal na solucao
quimica, condi¢des do ambiente como pH, temperatura, forca idnica dentre outros
(CRIST et al., 1981). Este processo possui varios mecanismos, dentre eles os mais
complexos sdo: troca idnica, quelagdo, adsorcao por forcas fisicas, aprisionamento de
ions em capilares inter e intrafibilares e difusdo através da parede celular e
membranas. Estes mecanismos irdo diferir de acordo com as espécies que estdo sendo
usadas, com a origem da biomassa e processamento (VOLESKY; HOLAN, 1995).

E de extrema importincia analisar os dados de equilibrio e a cinética de um
processo de adsor¢do, pois proporciona um melhor entendimento do comportamento
do processo, tanto do ponto de vista fisico como do quimico. A isoterma apresenta
uma grande relevancia quando se quer avaliar a capacidade de adsor¢do do
bioadsorvente enquanto a andlise cinética determina mudangas que ocorrem durante o
processo com o tempo, sejam elas quimicas ou fisicas e fornecem informag¢des mais

exatas das taxas de remocao do bioadsorvente em solugdo.

3.9 Isotermas de adsor¢ao

Com o objetivo de descrever os fendmenos que ocorrem na interface
sOlido/liquido, no processo de adsorcdo, foram desenvolvidos diferentes modelos de
equilibrio. Em termos praticos, sio modelos matemdticos que permitem descrever a
relacdo entre as concentracdes de equilibrio na fase soélida e na fase liquida,
observadas experimentalmente. Muitas dessas equacdes sdo essencialmente empiricas
e desenvolvidas de forma a melhor ajustar parametros aos dados experimentais. Na
literatura observa-se que os modelos de Langmuir e Freundlich sdo os mais

frequentemente empregados.

3.9.1 Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir, € uma isoterma tedrica desenvolvida em 1916

inicialmente para descrever o comportamento de gases. Posteriormente, seu uso foi
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também adaptado para moléculas organicas, seu modelo baseia-se em poucas
suposicoes:

- todos os sitios sdo idénticos e energicamente equivalentes.

-a capacidade da molécula de ser adsorvida em determinado local €
independente da ocupacdo dos sitios vizinhos, o que significa que ndo existirdo
interacOes entre as moléculas adjacentes na superficie e imobilizadas na adsorg¢do, isto
€, a transmigracao do adsorvato no plano da superficie é impedido.

A isoterma de Langmuir € expressa pela equacdo 1 :

— meaxCe (1)
1+bC,

Qe

Onde C, é a concentracdo do adsorvato na fase liquida no equilibrio; Q, € a
quantidade de adsorvato adsorvida pela massa de adsorvente no equilibrio, Qa4 € a
constante relacionada a mixima capacidade de adsorcdo; b é a constante relacionada

com a energia de adsorcdo, ou a relacdo de afinidade entre o adsorvente e o adsorvato

(AWALA; EL JAMAL, 2011).

3.9.2 Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich foi derivada empiricamente em 1912 e € utilizada
para descrever a adsor¢do caracteristica para uma superficie heterogénea, ela assume
que a adsor¢do de solutos de um liquido através de uma superficie solida ocorre
através diferentes sitios com diferentes energias de adsor¢do. A isoterma de Freundlich

pode ser expressa pela Equacao 2.

Q. = KpCl" )

Onde; K € a constante relacionada com a capacidade méxima de adsor¢do; n
€ a constante relacionada com a superficie heterogénea (adimensional), ou com a
intensidade de adsorcdo; C, e Q. sdo a concentragdo do adsorvato na fase liquida no
equilibrio e a quantidade de adsorvato adsorvida pela massa de adsorvente no

equilibrio respectivamente (KUMAR; KIRTHIKA, 2009).

3.10 Cinética de adsor¢do
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A remocdo do adsorvato pelo adsorvente envolve etapas que transferem o
soluto do fluido para sitios especificos no interior dos adsorventes. No caso da
adsorc¢do fisica, a propria adsor¢do pode ser considerada como uma etapa instantanea,
e neste caso, a cinética é controlada principalmente pela resisténcia da transferéncia de
massa. No caso de reacdes quimicas, a propria cinética da reagdo pode interferir no
controle da velocidade de adsor¢dao (GUIBAL, 2004).

Com o intuito de avaliar o mecanismo que controla o processo de adsor¢ao,
assim como a transferéncia de massa e as reagdes quimicas, diversos modelos
cinéticos sdo usados para testar os dados experimentais.

O modelo de pseudo-primeira ordem € dado pela equacao 3:

log( Q. — Q,) = log Q. — ;5 t 3)

Onde Q. e Q,; sdo as quantidades adsorvidas no tempo, t, € no equilibrio
respectivamente, k; € taxa constante do processo de adsorcdo de pseudo-primeira

ordem (LAGERGREN, 1898).

O modelo de pseudo-segunda € baseado na suposi¢do de que a adsorcdo segue
uma quimiossor¢ao de segunda ordem. Foi proposto por Ho e McKay (2000) e pode

SE€r eXpresso comao:

t 1 1
" maET e @)

Onde t € o tempo de contato, min, Q, € Q; sdo as quantidades de adsorvato

adsorvido, mg/g, no equilibrio e no tempo t.
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4  MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e matérias-primas

- Quitosana (Sigma, >75% de desacetilacdo, E.U.A.)

- Acido acético glacial (Chemco, 99,7%, Brasil)

- Alginato de S6édio Manucol DH (FMC Biopolymer, E.U.A.)
- Alginato de S6dio Manugel DM (FMC Biopolymer, E.U.A.)

Os reagentes apresentados a seguir sao de grau analitico:

- Cloreto de Calcio (Synth, Brasil)

- Epicloridrina (Synth, Brasil)

- NaOH (Synth, Brasil)

- HC1 (Synth, 36,5-38,0%, Brasil)

- Nitrato de cobre trihidratado, CuNO3.3H,0 (Merck, Brasil)

- L-histidina monocloridrato (Synth, Brasil)

- Beta-Amyloid Peptide (1-42) (American Peptide Company, E.U.A) — BA42
- 1,1,1,3,3,3 - hexafluoro -2 - propanol (Aldrich Chemistry, 99%, E.U.A)

4.2 Preparacdo dos adsorventes

4.2.1 Preparacdo das esferas de quitosana

Uma solucdo de 2,5% em massa foi preparada através da dissolu¢do da
quitosana em uma solugdo acética com concentracao de 3% em massa. A solucdo foi
mantida em agitacdo mecanica (Fisatom, 713D, Brasil) a 3000 rpm em um recipiente
devidamente fechado, por uma semana e em seguida, filtrada a vicuo para retirada de
impurezas. Apds isso foi estocada a 4°C, para posterior uso na obtencdo das esferas de
quitosana (BEPPU, 1999).

Na obtencdo das esferas de quitosana, uma solucdo deste biopolimero foi
gotejada a vazdo constante, em uma solu¢do de NaOH 1 mol/L, sob agitacdo regular.
As esferas permaneceram em repouso por 24 horas na solu¢do de NaOH Imol/L e
posteriormente, foram lavadas com 4gua destilada até atingirem um pH neutro, e entdo
acondicionadas em &4gua milli-Q. A Figura 8 ilustra o processo de obtencdo das

esferas.
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Figura 8 - Esquema do processo de obtenc¢do das esferas.

4.2.2 Funcionalizacdo das esferas de quitosana com histidina

A funcionalizacdo das esferas de quitosana foi realizada seguindo o método
sugerido por Sano e Murase (1979), onde primeiramente epicloridrina e histidina sdo
misturados em uma propor¢ao equimolar, adicionando 0,78 mL de epicloridrina em
uma soluc¢do de NaOH 2M contendo 2,09 de histidina. A solu¢do resultante € colocada
em um banho termostatico por 4h a 60°C, seguida por um resfriamento até atingir 0°C.
Apo6s isso, 8 g de NaOH sdo adicionados a solu¢do sob constante agitacdo e
juntamente com isso 20g de esferas de quitosana. A reacdo foi conduzida por 16 h a
65°C. Em seguida, as esferas foram lavadas exaustivamente com 4agua destilada até
atingirem pH neutro e estocadas em dgua Milli-Q™ ultrapura a 4°C (RAJ ADHIKARI
et al., 2008). As esferas de quitosana funcionalizadas com histidina receberam a
nomenclatura de QuiHIS. A Figura 9 mostra as supostas reagdes que ocorreram na

funcionalizacio seguindo os mecanismos propostos por Raj Adhikari et al. (2008).
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Figura 9 — Reagdes propostas para funcionalizacdo da histidina na matriz de quitosana

(RAJ ADHIKARI et al., 2008).

4.2.3 Preparacdo das esferas de alginato

Uma solu¢do de 2,5% em massa de alginato foi preparada através da
dissolucdo de alginato de s6dio em dgua milli-Q sob alta agitacdo. A solugdo foi entdo
gotejada, sob vazdo constante, em uma solucdo aquosa de Cloreto de Calcio a 4% em
massa. As esferas de alginato formadas foram mantidas em contato com o cloreto de
célcio por 24 horas. Em seguida foi realizada a lavagem com &4gua destilada até
obtencdo de pH neutro e estocadas para posterior uso nos experimentos de adsorcao.
Igualmente para as esferas de quitosana, o processo de obtencdo das esferas de
alginato pode ser visto na Figura 8.

A Tabela 1 apresenta as especificacdes dos dois alginatos utilizados neste
trabalho que foram cedidos gentilmente pela FMC Biopolymer. As especificacOes
foram retiradas do trabalho de Vaz (2012) que utilizou os mesmos alginatos. Os
alginatos ricos em blocos manurdnicos foram chamados de AlgCOL e os alginatos

ricos em blocos gulurdnicos de AlgGEL.
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Tabela 1- Caracterizacdo dos alginatos quanto 4 sua origem e quantidade de blocos
gulurdnicos e manurdnicos, onde, fracdo molar dos Blocos M ( Fy;) , fracdo molar dos
Blocos G ( Fg), fragao molar dos Blocos GG ( Fgg) e fracdo molar dos Blocos MM (

F pm) dos alginatos.

Origem M/G Fy Fg Fym Feg
AlgCOL Macrocystis pyrifera 1,94 0,66 0,34 0,17 0,49
AlgGEL Laminaria hyperboria 0,61 0,38 0,62 0,42 0,18

4.3  Ensaios de adsor¢do

Decidiu-se pela utiliza¢do do sal nitrato de cobre nos ensaios de adsor¢cdo e pH 5.
Estes parametros foram baseados no diagrama de especiacdao metélico realizado por
Mahl (2013), onde esferas de quitosana foram utilizadas para adsorcao de ions cobre
na presencga de histidina. Outro ponto que também justifica a utilizacdo de pH 5 € a
elevada concentracdo de hidrogénio encontrado em tecidos inflamados como os da
DA, onde o pH se encontra abaixo de 5,4 (STEEN; STEEN; REEH, 1995).

Foram estabelecidos quatro procedimentos para investigar a atuacdo das esferas
de QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL na adsorc¢ao de ions cobre e na presenca de histidina.
O método utilizado para obtencdo dos dados foi o estitico. Os experimentos foram
realizados a temperatura de 25°C empregando uma incubadora shaker (Novatécnica,
NT 715, Brasil) com agitacio de 150 rpm. Seguem abaixo a descricio dos
procedimentos realizados seguido da ilustragdo de cada um deles através da Figura 10

seguido da nomenclatura utilizada na Tabela 2.

1° Procedimento: Foram estudados os fendmenos de adsor¢do envolvendo somente o
sistema adsorvente + cobre, encontrando sua capacidade de adsorcdo e tempo de
equilibrio. Neste procedimento os adsorventes AIgGEL, AlgCOL e QuiHIS sao
adicionados separadamente a solucao de nitrato de cobre para que ocorra o processo de
adsorcdo, dados cinéticos e de isoterma foram adquiridos a fim de estudar a

capacidade de adsorc¢do e tempo de equilibrio de cada sistema.

2° procedimento: Neste sistema, o adsorvente e os ions cobre foram colocados em
contato, até atingirem o tempo de equilibrio que foi encontrado no 1° procedimento

através de experimentos de cinética. Apds este periodo, uma aliquota de histidina
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(100pmol/L) foi adicionada a solug¢do e sua capacidade de adsorcdo e tempo de
equilibrio foram medidos.

Existem na literatura diversos valores de concentracdes que sao utilizados nos
experimentos in vitro com o peptideo PB-amildide. Estes estudos indicaram que o
peptideo promove a inibi¢do significativa da viabilidade neuronal a partir de 10
nmol/L. Com esses resultados e realizando alguns ensaios preliminares decidiu-se por
utilizar uma concentragdo de 100 pmol/L para o peptideo, valor este que também ¢é

utilizado nos experimentos com histidina (STINE et al., 2003).

3° procedimento: Neste terceiro sistema, a solu¢do de cobre foi colocada em contato
primeiramente com histidina (100umol/L). Apés um tempo pré-estabelecido de 2h , o
adsorvente foi adicionado ao meio, e novamente sua capacidade de adsor¢cdo e tempo

de equilibrio foram medidos (MIURA et al., 2000).

4° procedimento: Finalmente, neste dltimo sistema, o adsorvente foi colocado em uma
solucdo de histidina (100umol/L) por 24horas. Apds isso, o adsorvente foi filtrado e
colocado em uma solucdo contendo o fon cobre. O tempo de equilibrio e a capacidade

de adsorcao foram determinados.

Histidina | 3@ procedimento - (Cu(ll) + His) + Ads
100 pM

W
1¢ procedimento - Ads + Cu(ll)

" O |
Solug@o + og% _ e

de Cobre Agitacdoa
Esferas doAds  150pm, até m
m (038)  atingirequilibrio
T a 25eC.
Histidina
100 uM Histidina | |
100 pm
42 procedimento - (Cu(ll) + His) + Ads -
22 procedimento -
Ads=adsorvente (Ads+Cu(ll)) + His

Figura 10 — Ilustracdo dos procedimentos utilizados nos ensaios de adsor¢ao.
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Tabela 2- Nomenclatura dos sistemas estudados.

QuiHIS AlgGEL AlgCOL
1° procedimento QuiHIS+Cu(I) AlgGEL+Cu(Il) AlgCOLA+Cu(Il)
2° procedimento (QuiHIS+Cu(Il))+HIS (AlgGEL+Cu(Il))+HIS (AlgCOL+Cu(Il))+HIS
3° procedimento (Cu(ID+HIS)+QuiHIS (Cu(Il)+HIS)+AlgGEL (Cu(1)+HIS)+AlgCOL
4° procedimento (QuiHIS+HIS)+Cu(Il) (AlgGEL+HIS)+Cu(Il) (AlgCOLA+HIS)+Cu(Il)

4.3.1 Cinética de adsor¢ao

A cinética de adsorc¢do foi realizada para todos os procedimentos e adsorventes.
Foi preparada uma solu¢do de 500 mL de ions cobre com concentragcdo de 20 mg/L. A
massa de adsorvente utilizada foi de aproximadamente 6 g. Em intervalos de tempo
especificos, aliquotas destas solugdes foram retiradas, e sua concentracdo foi medida
utilizando um espectrometro de absor¢cdo atdomica (Shimadzu, AA-7000, Japdao) no
Laboratério de Engenharia Eletroquimica (LEE) /FEM/UNICAMP.
A quantidade de ions cobre adsorvida em cada tempo especifico foi calculada
usando a equagdo 6:

(CO_Ce)V

Q(capacidade de adsorgio) = -

(6)

Onde Cy € a concentracdo inicial de ions cobre, C, € a concentracdo final de
ions cobre, V € o volume da solugcdo de ions cobre e m é a massa das esferas de

quitosana usada para o processo de adsor¢cdo em base seca.

4.3.2 Isotermas de adsorcao

Para obtencdo dos dados de equilibrio dos procedimentos descritos
anteriormente, foi utilizada uma massa de 0,3 g de adsorvente em uma série de tubos
falcon contendo 25 ml de solucdo de cobre em diferentes concentracdes variando de 5
mg/L a 300 mg/L.

Apds o sistema atingir o tempo de equilibrio obtido através da cinética, foram

retiradas aliquotas de cada solucdo para determinacdo de sua concentracdo através de
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um espectrometro de absor¢ao atomica (Shimadzu, AA-7000, Japao) no Laboratério
de Engenharia Eletroquimica (LEE) /FEM/UNICAMP.

Para o célculo da capacidade de adsor¢do foi utilizada a Equagao 6.

4.3.3 Isoterma de adsor¢@o de fons cobre na presenga do peptideo BA

Foram realizadas isotermas do adsorvente AlgGEL na presenca do peptideo BA
a temperatura de 37°C. O procedimento para aquisi¢do da isoterma segue abaixo.

O peptideo utilizado na realizacdo deste experimento foi o BA42. Um filme
desde peptideo foi obtido através da dissolu¢do do mesmo em 1,1,1,3,3,3 — hexafluoro
-2 — propanol (HFIP) em quantidade para se obter uma solucdo de ImM de fA42. A
solucdo contendo o peptideo e o HFIP foi entdo dividida igualmente em seis aliquotas
de 35uL e para evaporacdo do HFIP, as aliquotas foram deixadas em uma capela por
90 min e centrifugadas sob vdcuo para total evaporacdo do HFIP. Apds este
procedimento os filmes foram estocados a -80°C (STINE et al., 2003).

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos (LAFAME). A determinagdo da isoterma seguiu 0os passos
descritos no item 3.3.2 utilizando-se quantidades menores de materiais, conforme

disponibilidade de filme peptidico.

4.4 Métodos de Caracterizacao

Depois de concluidos os ensaios de adsor¢do foram realizadas caracterizagdes
com o objetivo de compreender melhor as interacoes que ocorreram entre QuiHIS,

AlgGEL e AlgCOL com os ions cobre na presenca de histidina

4.4.1 Morfologia da superficie dos adsorventes

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi usada para verificar a
morfologia da superficie. As andlises foram realizadas nos microscopios do
Laboratorio de Recursos Analiticos e de Calibracdo (LRAC)/Faculdade de Engenharia
Quimica (FEQ)/ UNICAMP) com um microscépio eletronico de varredura LEO
Electron Microscopy/Oxford (Leo440i, Inglaterra).
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As amostras foram liofilizadas, para retirada da dgua presente em seus poros
sem destrui-los, congelando-as com nitrogénio liquido, com auxilio do equipamento
de liofilizacao Labcomco (Freeze Dry System/Freezone 4.5, Brasil) no Laboratério de
Engenharia Quimica e Produtos (LEQUIP)/ FEQ /UNICAMP, a um vécuo de 35x107
bar e uma temperatura de -45°C.

ApOs a etapa de liofilizacdo, as amostras foram fraturadas e cobertas com uma
fina camada de ouro utilizando o sistema de metalizacdo Polaron (SC7620, Inglaterra)

no LRAC/ FEQ/UNICAMP.

4.4.2 Diametro médio dos adsorventes

O diametro médio dos adsorventes foi analisado através do software Image]®.
Analisaram-se 5 esferas de cada sistema para se estabelecer um valor médio para o

diametro.

4.4.3 Determinacao da estrutura quimica dos adsorventes

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR — ATR)
€ uma técnica que visa o estudo da estrutura molecular, baseada na absorc¢do de
radiacdo no infravermelho pelos modos de vibracdes das ligagdes dos dtomos. Tais
andlises sdo usadas para identificar grupos funcionais como carboxilas, hidroxilas,
aminas, amidas, estruturas alifaticas e outros.

Os espectros foram obtidos na faixa de 4000-675 cm’, utilizando o
equipamento FTIR da Thermo Scientific, Nicolet 6700 (E.U.A) com acessorio ATR
Smart Omni-Sampler. As andlises foram realizadas nos adsorventes antes e depois dos
experimentos de adsor¢do. A andlise das amostras foi realizada no LRAC na

FEQ/UNICAMP.

4.44 Determinacao da cristalinidade dos adsorventes

A difracio de Raios-X (DRX) possibilita analisar vdrios pardmetros de
cristalinidade presentes na amostra, permitindo a determinacdo real da estrutura e
orientagdo dos cristais, andlise quimica, investiga¢ao do equilibrio de fases, estudo de

deformacao plastica, dentre outros (ALBUQUERQUE, 1985).
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Para realizagdo destas andlises foi utilizado o equipamento de difracdo de
Raios-X Philips Analytical X Ray (X'Pert-MPD, Netherlands). Os parametros
utilizados foram, voltagem de 40 kV, corrente de 40 pA, 20: 5-90°, passo: 0,02°,
velocidade 0,033 graus/segundo. As andlises foram feitas no LRAC da

FEQ/UNICAMP.

4.4.5 Determinacdo do Grau médio de Desacetilacdo (GD) das esferas de quitosana

Um importante parametro na caracterizacdo da quitosana € o grau médio de
desacetilacdo. Este parametro mede o percentual de grupos amino disponiveis nas
cadeias da quitosana e pode afetar propriedades fisicas, quimicas, biolégicas e de
adsorcdo. Grandes diferencas sdo observadas nas propriedades de interacdo metal
quitosana, para o0 mesmo metal, utilizando-se quitosanas com diferentes GD (EIDEN;
JEWELL; WIGHTMAN, 1980; GUIBAL, 2004; RINAUDO, 2006).

O grau médio de desacetilagdo da quitosana natural e funcionalizada com histidina
foi determinado através de uma Titulacdo Potenciométrica, seguindo-se o
procedimento estabelecido por Raymond et al. (1993). A Titulagcdo Potenciométrica é
um método simples e considerado de baixo custo devido aos equipamentos e reagentes
utilizados. Neste método, as esferas de quitosana natural e funcionalizada com
histidina (0,3g) foram secas em uma estufa até atingirem massa constante, a
temperatura de 60°C. Apds isso, foram dissolvidas em solu¢cdo padrao HCl (25 mL;
0,02 mmol/L) por 24 h para protonagcdo dos grupos amino disponiveis. A solucdo
resultante foi titulada com NaOH (0,1 mol/L) para se obter uma curva tipica de
titulagdo potenciométrica.

O GD € entao calculado pela equagido 7.

Cnaon (V2 —Vq) 161
m;

GD(%) = 100 (7)

Onde, Cyqon (Mol L") éa concentracdo de solu¢do de NaOH utilizada na
titulacdo, V; e V, (L) sdo respectivamente o volume de NaOH utilizado para
neutralizar o excesso de HCI e o volume de NaOH utilizada para neutralizagdo dos
grupos amino protonados da amostra, 161 (g mol') é a massa molecular de uma
unidade de mondmero de quitosana, e m, (g) ¢ a massa da amostra seca usada na

titulagdo. Foram realizadas replicatas de cada amostra.
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4.4.5.1 Determinacdo da composi¢cdo quimica das esferas de AIgGEL

A técnica analitica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios — X
(XPS) € utilizada na caracterizacdo de superficies, sendo empregada na andlise de
varios tipos de amostras: metais, polimeros, ceramicas, compositos, semicondutores e
amostras bioldgicas; na forma de laminas, fibras, pds, particulas ou filmes.

Na espectroscopia de fotoelétrons, uma fonte de radiacdo eletromagnética é
usada para ejetar os elétrons da amostra. Dois tipos de fontes convencionais de fétons
sao utilizados: uma lampada de descarga de hélio, que produz radiagao ultravioleta (hv
= 21,2 ¢ 40,8 eV para He I e He II, respectivamente), dando origem a espectroscopia
de fotoelétrons excitados por ultravioleta (ultraviolet photoelectron spectroscopy -
UPS), e Raios-X moles (hv = 1253,6 ¢ 1486,6 eV para as linhas Ka do magnésio e do
aluminio, respectivamente), usados em XPS (WATTS, J.F.; WOLSTENHOLME,
2005)

Os fotoelétrons t€ém uma distribui¢do de energia cinética que consiste de picos
discretos associados aos niveis dos elétrons do dtomo fotoionizado. A energia de
ligacdo de um elétron pode ser obtida diretamente pela medida da sua energia cinética,
uma vez que a energia dos fotons incidentes € conhecida. A identificacdo dos
elementos presentes na superficie € feita pelas energias e ligacdo dos fotoelétrons. A
intensidade (4rea integrada sob o pico fotoelétrico) € proporcional a quantidade dos
atomos no volume detectado, permitindo, assim, a andlise semiquantitativa da
superficie (NASCENTE, 2005).

Esta andlise foi realizada no Center for Materials Science and Engineering
(CMSE) no Massachusetts Institute of Technology (MIT) em Cambridge, E.U.A,
utilizando o equipamento Physical Electronics Versaprobe Il X-ray Photoelectron
Spectrometer com fonte de radiacio monocromdtica Al (1486,6 eV; 50 W). O

processamento dos dados foi realizado pelo software CASAXPS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacio dos adsorventes

5.1.1 Diametro médio das esferas

Através do software Image] ® o didmetro das esferas de quitosana natural (Qui),
QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL antes apds os ensaios de adsor¢do foram determinados.
Na Tabela 3 podem ser observados os resultados obtidos.

Observa-se que o processo de funcionalizacdo das esferas de quitosana causou
uma diminui¢do em seu diametro médio. Isso pode ser resultado do processo de
reticulacdo que ocorre na presenca de NaOH para formacgao das esferas, onde a dgua é
expelida para fora da matriz da quitosana. Durante a funcionalizacdo as esferas
continuam sob acdo do NaOH e em concentragdo maior, e isso possivelmente
acarretou o encolhimento das esferas (MARK et al., 2009). Porém, ndao foram
observadas mudancas significativas nos diametros das esferas apds adsor¢do e adicao
de histidina.

A Figura 11 apresenta um aspecto visual das esferas de QuiHIS, AlgGEL e
AlgCOL antes e apds a adsor¢@o de fons cobre. A ligagdo dos fons cobre proporcionou
uma coloracdo azul as esferas dos adsorventes. Em relacdo a QuiHIS, essa coloragdo
deve-se a ligacdo do ion cobre com os grupos amino da quitosana (RHAZI et al.,
2002). A adigdo de histidina ndo proporcionou nenhum efeito nas esferas de QuiHIS,

AlgGEL e AlgCOL.

Tabela 3- Diametro médio dos adsorventes utilizados QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL. Os

resultados foram obtidos a partir do software ImagelJ ®.

Diametro Médio (cm)

Qui 0,347 £ 0,013

QuiHIS 0,227 £ 0,022
QuiHIS+Cu(II) 0,277 + 0,035
(Cu(I)+His)+Qui 0,281 + 0,040
AlgGEL 0,288 + 0,025
AlgGELA+Cu(II) 0,295 + 0,036
(Cu(II)+His)+ AlgGEL 0,296 +£ 0,018
AlgCOL 0,301 £ 0,011
AlgCOLA+Cu(II) 0,287 + 0,033

(Cu(Il)+His)+ AlgGEL 0,290 + 0,032
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Figura 11 — Esferas dos adsorventes utilizados, antes e apds adsor¢do de ions cobre, a)
Qui, b) QuiHIS, ¢) QuiHIS+Cu (II), d) AlgGEL, e¢) AlgGEL+Cu (II), f) AlgCOL e g)
AlgCOL+Cu (II). Régua com escala em mm.
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5.1.2 Morfologia dos adsorventes

Através do MEV pode-se observar a morfologia da superficie das esferas Qui,
QuiHIS, AlgCOL e AlgGEL. Nota-se com a Figura 12 a formac¢do de pequenos poros
na superficie da esfera apds a funcionalizac@o da histidina. Apds a etapa de adsorcao
esses poros desaparecem ou se tornam muito pequenos ficando invisiveis nesta
aproximacao. A superficie das esferas de quitosana se apresenta irregular e rugosa
assim como foi relatado por Mahl (2013).

Observam-se diferencas significativas em relacdo a morfologia da superficie das
esferas dos dois tipos de alginato. O AlgGEL exibiu uma superficie irregular, coberta
por estrias e sem a presenca de poros (Figura 13). O AlgCOL apresentou uma
superficie homogénea com a formacdo de camadas e também ndo apresentou poros
(Figura 14). Se observarmos a Figura 10, as caracteristicas globais das esferas de
AlgGEL e AlgCOL refletem as micrografias analisadas, com uma superficie irregular
para o AlgGEL e homogénea para o AlgCOL. A complexa¢do do cobre e posterior
adicao de histidina ao AlgGEL promoveu um aumento da sua rugosidade, isto pode
ser devido a influéncia da histidina atuar de fato na morfologia da esfera ou ainda,
atuar no processo de liofilizacao usado para preparo das amostras na microscopia.

A formacdo das esferas de alginato pode ser atribuida a ligacdo simultanea de
cations divalentes, neste caso o Ca2+, com diferentes cadeias de blocos gulurdnicos.
Como resultado da sua configuragdo, essas cadeias formam cavidades eletronegativas,

capazes de prender os cdtions via interacdo idnica resultando na reticulagdo das

cadeias e assim formando a estrutura chamada de “caixa de ovos”’

(PAPAGEORGIOU, 2006).
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Figura 13 - Microscopia eletronica de varredura das esferas liofilizadas de a) AlgGEL,
b) AlgGEL+Cu(Il) e c¢) (Cu(Il)+His) + AlgGEL.
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Figura 14 - Microscopia eletrOnica de varredura das esferas liofilizadas de a) AlgCOL,
b) AlgCOL+Cu(Il) e ¢) (Cu(II)+His) + AlgCOL.

5.1.3 Determinag¢do da cristalinidade dos adsorventes

A Figura 15 apresenta os difratogramas para quitosana € quitosana
funcionalizada com histidina antes e apds os experimentos de adsor¢do. A quitosana
apresenta um padrao de difracdo pouco cristalino, com dois largos halos caracteristicos
em 20 proximo de 10° e de 20° que corresponde a regido nao-cristalina e cristalina
respectivamente da quitosana. Apds a funcionalizacdo observa-se um aumento na
cristalinidade da quitosana. Apds a adsor¢do de fons cobre, ocorreu uma diminui¢do na
cristalinidade da quitosana. A complexacdo de ions metdlicos pode ser compreendida
como um fendmeno que promove a desorganizacdo estrutural e subsequente
decréscimo da cristalinidade. Na literatura, os difratogramas encontrados para fons

cobre exibem quatro principais halos de cristalinidade 2 © = 21,2; 25; 34,2 e 37 (GU
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et al., 2007). Observa-se que o halo proximo de 2 6 = 20° fica mais largo apos a
adsorc¢do, o que pode indicar uma combinacao dos halos caracteristicos da estrutura do

polimero com os halos do fons metdlico (ANAN et al., 2011; GU et al., 2007).
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Figura 15 - Difratogramas de Raios-X para amostras de quitosana natural e

funcionalizada com histidina, antes e apds adsorcdo de fons cobre e adi¢do de
histidina.

Verifica-se nas Figuras 16 e 17 que os dois tipos de alginato apresentaram
halos de cristalinidade tipicos. Os alginatos exibem halos caracteristicos de sua
estruturaem 2 © = 13,7°, e 21° (XIAO et al., 2001). Para o AlgCOL, a visualizacao
do halo em 2 © = 13,7° ndo € tdo nitida. Apds a adsorcdo de cobre, o haloem 2 © =
21° continua presente, porém, ndo houve alteracio em sua cristalinidade, enquanto
que, para o AIgGEL ocorre uma diminui¢do significativa na intensidade dos halos,
especialmente em 2 © = 13,7° que praticamente ndo aparece. Isto mostra que a
incorpora¢do de cobre diminuiu o cardter cristalino do AlgGEL, provavelmente o
metal estd entre as cadeias poliméricas, ligando-se aos grupos funcionais do alginato, e
assim provocando maior desordem entre as cadeias dos polimeros. Também nao
houveram modificacdes apds adicdo de histidina ao sistema, mostrando que o

aminoécido nao influencia a cristalinidade do biopolimero.
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Figura 16 - Difratogramas de Raios-X para amostras de AlgCOL, antes e apds
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Figura 17 - Difratogramas de Raios-X para amostras de AlgGEL, antes e apds
adsorc¢do de fons cobre.
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O alginato com maior quantidade de grupos guluronicos, AlgGEL, parece
apresentar uma estrutura levemente mais cristalina que o AIgCOL. Desde que, blocos
manurdnicos ndo formam a ‘caixa de ovos”, sua estrutura serd menos rigida e menos

organizada e, portanto, menos cristalina (CHAPMAN, 1980).

5.1.4 Determinacdo do Grau Médio de Desacetilacao (GD) das esferas de quitosana

Uma propriedade importante na caracterizacdo da quitosana € a determinagdo
do seu grau médio de desacetilacdo, ou percentual de grupos amino protonados
quando em meio 4cido. Esta caracteristica interfere diretamente nas propriedades de
adsor¢do dos ions metdlicos, pela modificacdo da cristalinidade do polimero e
propriedades de difusdo. Para medi¢ao do GD diferentes técnicas sdo utilizadas. Heux
et al. (2000) usaram a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para medir
o GD de diferentes amostras de quitosana. Enquanto que, Gupta e Jabrail (2006)
utilizaram técnicas como titulagdo potenciométrica, espectroscopia de FTIR e andlise
elementar e observaram resultados bastante similares para a mesma amostra de
quitosana.

A Figura 18 apresenta as curvas de titulagdo potenciométrica e a derivada
primeira para quitosana natural e quitosana funcionalizada com histidina. Utilizando-
se a equagao 7, é possivel através das inflexdes destas curvas, determinar Vie V2e a
partir disso, obter a porcentagem de grupos amino presentes na quitosana. Os
resultados obtidos apontaram um valor para o GD da Qui e QuiHIS de 60% e 87,5%
respectivamente. As esferas de quitosana natural apresentaram um valor proximo ao
valor fornecido pela Sigma de > 75%. Este resultado indica um aumento dos grupos

aminos livres na quitosana devido a sua conjuga¢ao com a histidina.
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Figura 18 - Curva de titulacdo potenciométrica e sua derivada primeira para esferas de
quitosana natural (Qui) e quitosana funcionalizada com histidina (QuiHIS).

Piron e Domard (1997) estudaram a influéncia de trés tipos de quitosana com
graus de desacetilagdo diferentes, atuando na adsor¢cdo de fons de uranilo. Foi
verificado que a capacidade de adsor¢cao aumenta com o aumento do GD. O mesmo foi
verificado neste trabalho, com o aumento do GD notou-se um aumento na capacidade
de adsor¢do de fons cobre, indicando a participagdo dos grupos amino no processo de

complexacdo do metal na matriz da quitosana.

5.1.5 Determinacdo da estrutura quimica dos adsorventes

Os espectros de FTIR da quitosana natural e quitosana funcionalizada com
histidina antes e apds a adsor¢@o sdo mostrados na Figura 19. Os espectros apresentam
os picos caracteristicos da quitosana em 3400 cm™ (estiramento de O-H e N-H), 2900
cm™ (estiramento C-H), 1650 cm™ (atribuido a ligagdo C=0 no grupo amida), 1560
cm’ (ligagdo N-H no grupo amida). As bandas que aparecem em 1418 e 1375 cm™' sdo
responsaveis pelas ligacdes CH e CH; respectivamente, enquanto que, em 1070 e 1030
cm™ temos a ligagdo C-O-C.

As principais mudancas observadas no espectro de FTIR apds a
funcionalizacio das esferas de quitosana estio no estiramento em 1560 cm’
relacionado a amida II da quitosana que se desloca para 1590 cm™. A banda em 1590
cm’ estd atribuido a ligacdes NH, e pode ser um indicio de novas ligagdes que
ocorreram apds a funcionalizacdo da histidina ou até mesmo a inser¢do de novos
grupamento amino na estrutura da quitosana (PAWLAK; MUCHA, 2003;

RITTHIDEJ; PHAECHAMUD; KOIZUMI, 2002). O pico em 1650 cm’! praticamente
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desaparece apds a funcionalizagdo mostrando uma possivel interagdo com as ligagdes

C=0 do grupo amida remanescentes da estrutura da quitina. Alteragdes encontradas
. -1 . z

nos picos em 1418 e 1375 cm™ sugerem mudangas devido ao aumento do nimero de

ligacdes CH e CH; apés a funcionalizacio.
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Figura 19— Espectros de FTIR das esferas de Qui, QuiHIS, QuiHIS+Cu(Il) e
(Cu(I)+HIS)+QuiHIS .

Em um estudo realizado por Beppu et al, (2004), onde histidina ¢é
funcionalizada em membranas de quitosana reticuladas com glutaraldeido, € relatado
que no espectro de histidina tratada com quitosana o estiramento perto de 1100 cm’
aumenta, como se a histidina estivesse adicionando grupos amino na quitosana.

Ap6s a adsorcdo, podem-se verificar alteracdes ocorrendo principalmente em
1590 cm™ (-NH,), este pico desaparece apds o contato com ions cobre. Em 1080 e
1030 cm™ referente a ligacdes C-O-C, também ocorreram modificacdes mostrando que
a interacdo com o metal ocorre majoritariamente com 0s grupos amino e algumas
ligacdes envolvendo dtomos de oxigénio. Vieira (2008) e Albarelli (2009) encontraram
os mesmos resultados referentes aos espectros de FTIR, para membranas de quitosana
e esferas de vidro recobertas com quitosana respectivamente, reafirmando que a
adsor¢do de fons cobre na quitosana altera principalmente as ligagdes junto aos 4tomos

de nitrogénio e oxigénio da quitosana.
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Além destes espectros, foi realizado um teste para analisar a interagdo entre
QuiHIS e HIS, ndo observada na Figura 20. A quitosana funcionalizada foi colocada
em contato com uma solu¢@o de histidina 100 uM durante 24h e apds isso a andlise de
FTIR foi efetuada e algumas modificagdes foram observadas na regido de 3400 cm™ e
também em 1418 cm™, mostrando que hd interacao entre QuiHIS e HIS e que ela pode
estar ocorrendo entre os grupos funcionais -OH e -NH, das esferas de quitosana
funcionalizada. Portanto, a histidina pode estar interagindo ndao somente com o cobre,

mas, também com as esferas de QuiHIS durante o processo de adsor¢ao.
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Figura 20 — Espectros de FTIR realizados a partir de um teste onde as esferas de
quitosana funcionalizada foram colocadas em contato com uma soluc¢do de histidina

100 uM durante 24h e apds isso a andlise foi efetuada.

Nos espectros dos alginatos (Figuras 21-23) as seguintes bandas caracteristicas
sdo observadas tanto no AlgCOL quanto no AlgGEL: 3340 cm™ atribuido as ligacdes
de hidrogénio O-H; um sinal fraco em 2930 cm™ devido as vibracdes de C-H; 1600
ecm™ que corresponde ao Anion carboxilato COO™ assimétrico; 1410 cm™ atribuida a
deformacdo vibracional da ligacdo C-OH com contribuicdo simétrica do grupo

carboxila O-C-O; as bandas em 1295 cm'l, 1080 cm'l, 1030 cm™ € 940 cm’™ podem ser
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atribuidas ao estiramento das ligacdes C-O e C-C de residuos de 4cido urdnicos. Todas
as bandas encontradas condizem com resultados anteriormente relatados pela literatura
(GOMEZ-ORDONEZ; RUPEREZ, 2011; LAWRIE et al., 2007; PAPAGEORGIOU
et al.,2010; SAKUGAWA et al., 2004).

Filipov e Kohn (1974) mostraram que a quantidade de blocos gulurénicos e
manurdnicos no alginato pode ser calculado por espectros de infravermelho. Eles
relataram a posi¢do dos picos para alginatos de cdlcio ricos em blocos M e ricos em
blocos G. Os espectros e picos encontrados pelos autores se assemelharam muitos aos
espectros dos dois alginatos estudados neste trabalho. As principais mudangas de um
alginato para outro sdo encontradas em 1320; 1100 e 1080 cm™ (bandas caracteristicas
do 4cido gulurdnico), e em 1290 cm! e 880 cm™! atribuidas a residuos de 4cido

manurdnico (Figura 21).
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Figura 21 - Espectros de infravermelho para os alginatos AlgCOL rico em blocos

manuronicos e AlgGEL rico em blocos gulurdnicos.

Apo6s a adsorcdo, como consequéncia da difusdo de ions cobre na matriz dos

alginatos, algumas mudangas podem ser notadas principalmente nos picos em 3340
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cm™ referente a ligacdes O-H, e em 1600 e 1410 cm’ responsdveis pela regido do
grupo COO" simétrico e assimétrico. Percebe-se a diminui¢do na intensidade destas
bandas e também um deslocamento do pico em 1410 cm™ para posi¢des menores.
Sartori et al. (1997) realizaram uma pesquisa onde foi determinado a porcentagem de
fons célcio retidos em filmes finos de alginato utilizando a técnica de FTIR. Eles
relataram que este pico, em especifico, € responsdvel pelas ligacdes i0nicas. Quando o
s6dio € substituido por fons cdlcio na formagdo dos filmes finos, a densidade de
cargas, o raio e o peso atdmico do cétion sdo mudados criando um novo ambiente ao
redor do grupo carbonila, desta forma, a mudanca do pico em 1410 cm' é esperada. No
caso deste trabalho, esse deslocamento pode estar associado a retirada dos ions cdlcio
e inser¢do de fons cobre na matriz do biopolimero (HOOGMOED, VAN;
BUSSCHER; VOS, DE, 2003; SARTORI et al., 1997).

Observa-se também o desaparecimento do pico em 940 cm’ apOs a adsorcao
de {ons cobre, indicando a interagdo do metal com os 4cidos urdénicos do biopolimero.
Bertagnolli (2013) também observou o desaparecimento deste pico apds a adsorcdo de

cromo em esferas de alginato comercial.
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Figura 22 - Espectros de infravermelho antes e apds adsorcao de ions cobre e adicao

de histidina em AlgCOL.
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Nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos espectros apds adi¢dao de
histidina ao sistema, tanto para AIgGEL quanto para AIgCOL. Os dois alginatos
também foram colocados em contato com HIS por 24h e os espectros nao
apresentaram diferenca, mostrando que provavelmente ndo existe interacdo entre 0s
alginatos e a histidina. Ao contrdrio do que sugere um estudo realizado por Di Cocco
et al. (2003) sobre a interacdo entre o alginato e quatro tipos de aminodcidos, dentre
eles a histidina, utilizando a técnica de RMN como suporte. Foi constatado que existia
interacdo entre alginato e os amino 4cidos, e que os responsdveis por essa interacao
sdo os protons do dcido manurdnico do alginato. Deve-se levar em consideraciao que a
técnica de RMN ¢€ extremamente sensivel e, portanto, pode ser que haja a interacao

entre alginato e histidina, mas ndo foi possivel verificar com os espectros de FTIR.
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Figura 23 - Espectros de infravermelho antes e apds adsor¢do de fons cobre e adi¢do

de histidina em AlgGEL.

Mehrotra e Bohra (1983) sugeriram que o complexo metal-carboxilato pode ter
diferente tipos de coordenag¢do como pode ser visto na Figura 24: I — idnica ou sem
coordenacdo, II- coordenagao unidentada, III- coordenacdo bidentada via quelacdo e
IV- coordenacdo bidentada em ponte. Estudos realizados por Alcock, Tracy e

Waddington (1976) e Tackett (1989) descreveram a relagdo entre bandas COO"
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assimétrica (1600 cm'l) e COO" simétrica (1410 cm'l) e o tipo de coordenagdo do
complexo metélico. A frequéncia destas bandas é extremamente sensivel a estrutura do
grupo carboxila, a natureza do solvente, do ligante e a identidade do metal. Deste
modo, a separacdo destas bandas, ou seja, AV = COO sscimeirico — COOgimetrico »
pode ser considerado um indicativo da estrutura do carboxilato. De acordo com
Nakamoto (1978) e Deacon e Phillips (1980), valores de AVcompiexo < AVpq, sugerem

uma coordenagdo bidentada via quelagdo, se AVcompiexo = AVpq, OCOITE UmMa

coordenagdo bidentada em ponte € se AV ompiexo > AVpq @ coordenagio € unidentada.

o, | M-O ® M-O_

R CR M. CR cR
O O M-0O

(1) (Il (1) (IV)

Figura 24— Diferentes tipos de coordenacdo para o complexo metal-carboxilato

(PAPAGEORGIOU et al., 2010).

ES
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-

Com isso, calculou-se a separacdo das bandas para os dois tipos de alginato
(Tabela 4). Os espectros obtidos para o Alginato de sédio (AlgCOL e AlgGEL) estiao
apresentados no Apéndice. Observa-se que em todos os casos temos que O
AVeomplexo < AUng 0 que pode indicar segundo a literatura uma coordenagdo

bidentada dos fons cobre via quelagdo metalica.

Tabela 4 - Valor da separacdo das bandas assimétrica e simétrica para os espectros de

FTIR dos alginatos e sistemas estudados.

COO0 s simitrico(€m™)  COO imipric, (cm™1) Av

AlgGEL sédio 1615 1419 196
AlgGEL calcio 1600 1418 182
AlgGELA+Cu(Il) 1600 1415 185
(Cu(IT)+His )+AlgGEL 1600 1411 189
AlgCOL sédio 1613 1415 198
AlgCOL calcio 1600 1412 188
AlgCOLA+Cu(II) 1600 1414 186
(Cu(Il)+His)+AlgCOL 1597 1417 180
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Os grupos carboxilicos do alginato tém sido apontados como os maiores sitios
ligantes para fons metdlicos e outras moléculas (CHEN et al., 2002; DAVIS et al.,
2008). Sartori et al. (1997) estudaram alginatos com propor¢des de blocos M/G
variando de 0.43-1.08 e encontraram que a banda simétrica em 1413 cm” se deslocou
para 1431 cm’ apods adsor¢do de fons cédlcio na matriz. Tam et al. (2005) por sua vez,
estudaram alginatos com propor¢do de blocos M/G igual a 0,67 e também observaram
deslocamentos apds adsorcdo de célcio, porém, para valores menores de comprimento
de onda. Os alginatos AlgCOL e AlgGEL tem propor¢ao de blocos M/G de 1,94 e
0,61 respectivamente, e apresentaram deslocamentos de suas bandas simétricas e
assimétricas para valores menores de comprimento de onda (VAZ, 2012). Esses
deslocamentos sdo semelhantes aos encontrados por Tam et al. (2005), mas,
contraditorios ao estudo de Sartori et al. (1997) . Logo, ainda ndo estd claro se a
relagcdo da proporcao dos blocos M/G ou diferengas mais sutis na estrutura do alginato
(como o comprimento dos blocos G) causem as diferencas nas caracteristicas

espectrais do FTIR.

5.1.6 Determinacdo da composi¢do quimica das esferas de AIgGEL

Para aperfeicoar e controlar a adsor¢do visando uma aplicagdo final ¢é
necessdrio entender melhor o processo de captura do metal. Neste caso, a técnica de
XPS aparece como uma ferramenta interessante no sentido de fornecer novas ideias
voltadas a entender o mecanismo de adsor¢cdo em nivel molecular.

Para realizacdo desta andlise foi escolhido o adsorvente AlgGEL devido ao
desempenho deste nos experimentos de adsorcdo que serdo mostrados posteriormente.
De acordo com estes experimentos, o adsorvente AlgGEL mostrou melhores
resultados em se tratando de capacidade de adsor¢cdo de ions cobre e estabilidade se
comparado a AlgCOL e QuiHIS. Na Tabela 5 estdo mostrados os elementos que
compde o adsorvente. Verificou-se a presenca de nitrogénio na composi¢do quimica
do AlgGEL o que pode ser explicado pela ineficiéncia no seu processo de extra¢io, o
que proporcionou resquicios de proteinas da alga em que o alginato foi extraido. Estes
resquicios de nitrogénio em alginatos sdo comuns e ja foram encontrados por alguns
autores (BERTAGNOLLI et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). A presenca de Calcio
se deve ao processo de obtengdo das esferas de alginato onde cloreto de célcio é
utilizado como reticulante. Apds a adsor¢ao nota-se a presenca de cobre na amostra,

confirmando sua adsor¢do e corroborando com os resultados de isoterma e cinética
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que mostraram que a adi¢do de histidina provoca um leve decréscimo na capacidade
de adsorcao.

Ainda na Tabela 5, a concentracdo atdmica de cdlcio na superficie do alginato
tem um decréscimo enquanto que, a de cobre aumenta. Isso pode indicar um
mecanismo de troca idnica entre Ca** e Cu”* ocorrendo na adsorcdo. Vérios autores
investigaram a remocado de cétions divalentes como Cu, Zn, Ni, Pb e Cd pelo alginato
e propuseram como mecanismo a troca do Ca®* por estes fons (DAVIS;
VOLESKY; MUCCI, 2003; PAPAGEORGIOU et al., 2006; KHOTIMCHENKO;
KOVALEV, 2008; KLEINUBING, 2009). Além disso, Grant et al. (1973) sugeriram
que os dcidos gulurdnicos dos alginatos aprisionam cdtions por meio de interagdes
i0nicas com a cavidade eletronegativa formada pela estrutura de “caixa de ovos”.
Tabela 5 - Composi¢do quimica dos adsorventes antes e apds adsorcdo de cobre e

adicao de histidina determinada por XPS.

Concentracao Atomica Total
Cls O 1s Cu2p Nls Ca2p
AlgGEL pH 7 60,34 32,95 - 3,03 3,68
AlgGEL pH 5 60,42 36,98 - - 2,6
AlgGEL+Cu(Il) 57,47 @ 39,02 1,52 1,07 0,92
(Cu(Il)+His)+AlgGEL. 58,38 40,22 0,92 0,32 0,15

A adicdo de histidina exerce um efeito somente na concentracdo atdmica do
cobre, levando a uma diminui¢do do mesmo. Em relacdo aos outros elementos ha
mudancas pouco significativas, mostrando que a histidina ndo estd interferindo
quimicamente nas esferas de AIgGEL durante o processo de adsorcao.

Além dos sistemas estudados, as esferas de alginato foram colocadas em dois
pH’s diferentes, pH 5 e pH 7 em meio aquoso. Sao os pH’s em que a adsor¢do ocorre,
e em que a esfera fica armazenada respectivamente. Os resultados mostraram que no
pH 5 ocorre um aumento na concentragdo de oxigénio devido uma diminui¢cdo na
concentracdo de cdlcio e auséncia de nitrogénio. O alginato € considerado
extremamente hidrofilico, portanto, a esfera pode ter liberado os fons cdlcio para o
meio (H,O) por ndo ter nenhum ion metalico para realizar troca i0nica.

As caracteristicas de ligacdo do carbono foram investigadas pela andlise dos
espectros XPS de alta resolu¢do do C 1s. A Figura 25 mostra este espectro e suas
respectivas deconvolugdes. O pico com energia de ligagao (BE) de 285 eV ¢ atribuido

a ligacdo C-C/C-H, estes grupos sao geralmente utilizados para a calibracdo da energia
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do instrumento (MOULDER et al., 1992). Os demais picos podem ser atribuidos a
alcoois e éteres com ligacdo C-O e grupos carboxila com ligacio C=0O com BE de 286
e 288 eV respectivamente (CHEN er al., 2002; MOULDER et al., 1992). Estas
funcdes organicas sdo tipicas de polissacarideos de algas e as variacdes na BE do
atomo de carbono se devem as diferentes densidades eletronicas dos grupos. A Figura
26 identifica os picos que sofreram deconvolucdo, com base nas energias de ligacio do

Cls e apresenta a concentragio atomica de cada pico.
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Figura 25 - Espectros de fotoelétrons de alta resolucio do Cls e suas respectivas
deconvolucdes para o AIgGEL antes e apds adsor¢do e adi¢ao de histidina.

A mudanca de pH proporcionou uma exposi¢do maior dos grupos funcionais.
Em uma solucdo mais dcida os grupos funcionais ficam mais expostos pois ndo existe
o fon metdlico presente para complexd-los. Como hd um aumento na concentracao
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atdomica dos grupos funcionais, a concentracdo de carbono diminui. Outra explicacio
para diminui¢do das ligacdes C-C, dada por Chen e Yang (2006), seria a perda de
conteddo organico com a mudanca de pH. Os autores utilizaram a alga Sargassum sp.
na adsorcdo de fons cobre, antes da adsorcdo a alga passava por um processo para
alcancar um pH de 4.5, os resultados antes e depois da mudanca de pH mostram a
diminui¢do de ligacdes C-C e a consequente perda de conteido organico (CHEN;
YANG, 2006). Porém, na Tabela 5 verifica-se que ndo existe uma diminui¢do dos
elementos carbono e oxigénio, o que nos leva a acreditar que esta teoria ndo se encaixa

nos resultados deste trabalho.
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Figura 26 - Identificacdo dos picos que sofreram deconvolu¢do com base nas energias
de ligacdo para o Cls com suas respectivas concentragdes atdmicas para cada sistema

estudado.

O pH inicial da solugdo do metal proporcionou um efeito significativo na
capacidade de adsorcdo das esferas de alginato, devido aos grupos carboxilicos serem

ionizados em pH’s abaixo de 4. O pH da solugdo pode afetar tanto o estado de
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ionizacdo dos grupos funcionais dos adsorventes quanto a solubilizagdo dos ions
metalicos. Em valores baixos de pH, a competicdo entre os fons H' e as espécies
metélicas (M**) resulta em um decréscimo na adsor¢do do metal, enquanto que valores
altos de solu¢do podem causar a precipitacao dos sais de hidréxido do metal.

Os valores de pKa para os grupos carboxilicos a-L-acido guluronico e B-D-dcido
manurdnico do alginato variam entre 3,4-3,9 (SMIDSROD; HAUG; LARSEN, 1966).
Papageorgiou et al. (2008) encontraram um pH 6timo para adsorcio de fons cobre de
4.5, valor muito préximo do utilizado neste trabalho. Com o aumento do pH, mais
sitios negativos ficam disponiveis para a adsor¢do do cobre, desta forma, a remog¢ao do
metal aumenta (JIAPING CHEN; FANY TENDEYONG; YIACOUMI, 1997)

Com a Figura 25 observou-se que apds adsor¢do de ions cobre a ligacdo C=0 do
grupo funcional carboxila tem sua concentracdo atdmica elevada, implicando a
participacdo destes grupos na captura dos ions metdlicos cobre. Com a adicdo de
histidina no sistema pode-se observar o mesmo. Isso indica a formacdo de um
complexo carboxila-metal, em que os dtomos de oxigénio doam elétrons para os fons
metalicos. Desta forma, a densidade eletronica do dtomo de carbono diminui, fazendo
com que a BE também diminua, de 288,77 para 288,43 eV.

Os espectros de alta resolucio do Ols sdo apresentados na Figura 27
juntamente com as deconvolugdes. A identificacdo dos picos e suas concentragdes
atdomicas podem ser visualizadas na Figura 28. No caso do oxigénio o pico com BE de
531 eV ¢€ atribuido a ligacdo Metal-OH, em 533 eV a ligacio C=0 proveniente dos
grupos carboxilicos e em 534 eV a ligacdo C-O dos 4dlcoois e éteres.

Observa-se que apds a adsorcdo ocorre um aumento no pico em 531 eV
correspondente a ligacdo Metal-OH, o que indica a formagdo da ligagdo Cu-O,
evidenciando a ligagcdo entre os grupos hidroxila e o cobre. Observa-se novamente
uma maior exposicdo dos grupos funcionais apds mudanga de pH e consequentemente
diminui¢do da ligacdo metal-OH, o que leva a uma concordancia com os espectros de
Cls e a teoria de que em solu¢do mais 4cida e meio aquoso o alginato libera os fons

calcio.
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Figura 27 - Espectros de fotoelétrons de alta resolugdo do Ols e suas respectivas
deconvolucdes para o AIgGEL antes e apds adsorcdo e adi¢ao de histidina.
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Figura 28 - Identificacdo dos picos deconvolucionados com base nas energias de
ligacdo para o Ols com suas respectivas concentracdes atOmicas para cada sistema
estudado.

A Figura 29 apresenta os espectros de XPS do dtomo de cobre Cu 2p. Observa-
se um grande sinal de ruido devido ao curto tempo de exposi¢do da amostra a
radiacdo. Esse curto tempo de exposi¢ado foi aplicado a fim de evitar a foto-redugdo do
cobre pela acdo dos Raios-x durante a aquisi¢cdo do espectro. Os picos situados em
2p3/2 = 933,0 e 2p1/2 = 952,6 sdo atribuidos a presenca de Cu(0) ou Cu(I). Os picos
em 2p3/2 = 935,2 e 2p1/2 = 955,2 eV indicam uma provdvel existéncia de Cu(Il).

Outro fato que confirma a presenca de Cu(Il) na superficie das amostras é a
presenca de linhas de shake-up em 945 e 965 eV para Cu 2p3/2 e 2p1/2. Isso ocorre
quando elétrons mais internos de um atomo sdo arrancados. Com isso, seus elétrons de
valéncia sofrem uma reorganizacdo, levando a uma elevacdo do elétron para um nivel
de mais alta energia (nivel shake-up). O pico secundario é formado devido a perda de
energia neste processo. Esses picos, sdo normalmente observados em transi¢des de
alguns compostos metalicos que possuem elétrons das camadas 3d ou 4f
desemparelhados como o ions cobre (WATTS, J.F.; WOLSTENHOLME, 2005). As

linhas de shake-up sao um indicio de uma esfera aberta 3d° de Cu(I) indicando a
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presenca de CuO na superficie das esferas. O mesmo € observado quando histidina é

adicionada ao sistema.
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Figura 29 — Espectro de alta resolugdo do Cu2p para o AlgGEL apds adsor¢io de
cobre e adi¢do de histidina.

5.2 Ensaios de adsor¢@o dos fons cobre na presenca de histidina
5.2.1 Cinética de adsorc¢ao

O estudo da cinética de adsor¢do entre metal-biopolimero em uma solu¢do aquosa
€ essencial para entender os mecanismos de transporte que controlam a taxa de
adsor¢do como a transferéncia de massa e a adsor¢@o quimica.

As Figuras 30, 31 e 32 apresentam as curvas cinéticas de adsorcdo para o fon
cobre na presenca de histidina utilizando os adsorventes QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL
respectivamente. Observa-se uma cinética mais rapida para os dois tipos de alginato
estudados. Se compararmos as curvas, os alginatos apresentam equilibrio cinético
proximo a 25h enquanto a quitosana modificada entra em equilibrio com
aproximadamente 45h. Alguns estudos ja realizados sobre a cinética de adsorcdo de
fons metalicos utilizando alginatos mostraram que a adsorcdo comeca com uma fase
rdpida seguida de uma fase relativamente lenta. A fase rdpida ocorre no periodo de
alguns minutos a horas enquanto a fase lenta pode continuar durante varias horas até

um dia (JIAPING CHEN; FANY TENDEYONG; YIACOUM]I, 1997).
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Figura 30— Cinética de adsorcdo das esferas de quitosana funcionalizada com
histidina, utilizando, temperatura de 25°C, pH 5 e concentracdo inicial de 0,47

mmol/L de nitrato de cobre.

Kleiniibing (2009) estudou a adsorcdo de fons cobre utilizando dois tipos de
alginato comercial e obteve resultados semelhantes ao deste trabalho, porém, o
equilibrio cinético foi menor, provavelmente devido ao diametro da particula utilizado
neste trabalho ser maior, o que diminui a area superficial do adsorvente, aumentando

assim sua cinética.

68



9 0,81 S

[0}

N A '"A N ° As

Q 1 ° ‘l

5 o

S 0,6

? g

T 1 =

8 0,4 - n

@ 3 AA

=~ °

= °

>

(@] 0,2 1

S

= m  AlgGEL+Cu(ll)

E ® (AlgGEL+His)+Cu(ll)

E 004 = A (Cu(ll)+His)+AlgGEL

[0)

O T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo(h)

Figura 31 - Cinética de adsorcdo das esferas do alginato AIgGEL, utilizando

temperatura de 25°C, pH 5 e concentracdo inicial de 0,47 mmol/L de nitrato de cobre.

A taxa de adsor¢@o do metal € influenciada por fatores que afetam a transferéncia
de massa do seio da fase fluida para os sitios ativos. Assim, o experimento de cinética
pode ser considerado uma combinacdo de vdrias etapas. Estas etapas incluem o
transporte de fons metdlicos pela solucdo, o transporte de ions metélicos através da
fina camada hidrodindmica que se encontra ao redor do adsorvente e a difusdo dos
fons metalicos dentro da particula. O tempo de equilibrio do sistema adsorvato-
adsorvente depende principalmente da temperatura, coeficiente de difusdo e tamanho
da particula adsorvente (PAPAGEORGIOU et al., 2006).

No presente estudo, as condi¢des experimentais promoveram uma boa mistura dos
solutos e dos adsorventes no sistema o que pode ter eliminado as limitagdes referentes
ao transporte do fon na solugdo e pela camada hidrodindmica. Com isso, a
probabilidade de a difusdo do metal ser a etapa que controla o processo de adsorcao é

elevada.
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Figura 32 - Cinética de adsorcdo das esferas do alginato AlgCOL, utilizando
temperatura de 25°C, pH 5 e concentracdo inicial de 0,47 mmol/L de nitrato de cobre
A Figura 33 mostra o caso especifico do sistema em que o adsorvente é
primeiramente incubado com a solu¢do de cobre e apds o equilibrio, histidina €
adicionada. Nesse caso espera-se que ocorra uma dessor¢cdo de ions cobre, devido a
histidina apresentar elevada interacio com ions metédlicos. Observa-se que para
quitosana modificada isso ndo ocorre, nao apresentando nenhum efeito dessortivo. Isso
pode ser explicado pelo fato de existir uma interacdo entre QuiHIS e histidina maior
do que a interacao entre histidina e cobre. Com isso, ndo existe uma competi¢do entre
QuiHIS e histidina pelos fons cobre, mas sim, uma sinergia entre as duas para que
ocorra a adsorcdo do metal. Essa interagdo pode ocorrer devido a presenca da prépria
histidina na matriz da quitosana, e também pela interacdo entre quitosana e histidina
confirmada por Mahl (2013). Outra explicacdo pode ser o fato de que todo o cobre esta

quelatado fortemente por QuiHIS ndo havendo desprendimento e assim mantendo sua

capacidade de adsorcao.
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Figura 33 — Cinética de dessor¢ao de ions cobre apds adi¢do de histidina para QuiHIS,

AlgGEL e AlgCOL utilizando banho finito com T:25°C e pH:5.

O contrario observa-se para os alginatos, onde a dessorc¢ao € evidenciada pelo
AlgCOL que apresenta quase 60% de liberacdo de fons cobre na solucdo apds adi¢do
de histidina no meio. O AlgCOL apresenta maior quantidade de grupos manurdnicos,
e portanto, a complexacdo com o cobre serd predominantemente monodentada e mais
fraca como ja relatado nesse trabalho (DAVIS; VOLESKY; MUCCI, 2003). Isso pode
caracterizar uma maior dessor¢do por parte do AIgCOL.

As curvas cinéticas de adsor¢ao foram avaliadas usando modelos cinéticos de
pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem. Os resultados para cada sistema se
encontram na Tabela 6. Foram utilizadas regressdes nao lineares para aquisi¢do dos
parametros e o software utilizado para tal andlise foi o Origin.

Observa-se que o formato das curvas obtidas para QuiHIS sdo diferentes das

obtidas para os dois tipos de alginatos que apresentam uma interagdo mais rapida entre
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o adsorvato e o adsorvente. Isto pode ser confirmado pelas constantes cinéticas obtidas
pelos modelos que apresentam valores maiores para os alginatos. Foi aplicado o teste
do Qui-Quadrado (xz) para cada modelo devido ambos apresentarem respostas
significativas. O calculo do v%, auxiliou na decisdo de qual modelo se adequou melhor
aos dados.

Pode-se perceber que o modelo de pseudo-segunda ordem apresenta melhores
resultados se comparado ao modelo de pseudo-primeira ordem, para a maioria dos
sistemas estudados. Este resultado indica que a etapa limitante nestes sistemas &
decorrente de uma adsor¢do quimica onde existe o compartilhamento ou troca de
elétrons entre os fons cobre e os adsorventes, ou seja, a taxa global do processo de
adsorcdo de cobre parece ser controlada pela adsorcao quimica e nao pelo transporte
de massa (CHIOU; LI, 2003). Porém, o sistema (Cu(Il)+His)+QuiHIS se adequou
melhor ao modelo de pseudo-primeira ordem, este modelo descreve a adsorcio
ocorrendo através de ligacOes reversiveis na regido superficial do adsorvente, sendo a
difusdo externa a etapa limitante (LOW er al., 2000). Neste sistema, ocorre uma
diminui¢do da adsor¢do de ions cobre devido a presenca de histidina. Um estudo
realizado por Marti et al. (2004), apontou que a histidina faz ligacOes covalentes com
os dtomos de cobre. Neste caso, a esfera de QuiHIS nao foi capaz de capturar os fons
metdlicos ja ligados a histidina, e o que restou em solucdo estd se ligando
superficialmente a matriz da QuiHIS.

Como ja comentado, as taxas de adsor¢cdo foram maiores para os dois tipos de
alginato, além disso, a capacidade de adsorcdo também foi maior. Isso mostra uma
elevada interacdo dos alginatos com o ion cobre se compararmos com 0s resultados
obtidos para QuiHIS. Dentre os adsorventes estudados o AIgGEL se mostrou o mais
adequado por ndo apresentar maiores vulnerabilidades frente a histidina, mesmo no
sistema (AlgGEL+Cu(Il))+His a taxa de dessor¢do é de aproximadamente 10%.
Portanto, mantém sua adsorc¢do elevada independente da ordem em que histidina é
adicionada ao sistema, o que torna este adsorvente extremamente interessante. Outro
resultado interessante foi o aumento da capacidade de adsor¢do para o sistema
(QuiHIS+His)+Cu(II). Isso mostra novamente uma possivel interacdo entre QuiHIS e

histidina levando a uma maior capacidade de adsorc¢ao.
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Tabela 6 Parametros cinéticos obtidos para os modelos de pseudo-primeira e pseudo-

segunda ordem para QuiHIS, AIgGEL e AlgCOL antes e apds adi¢do de histidina.

Adsor¢ao em banho estatico com T: 25°C e pH 5.

QuiHIS-Cu(Il)

(Cu(I1)-His)-QuiHIS (QuiHIS-His)-Cu(II)

Pseudo - primeira ordem

Q, (mmol g™") 0,40+0,03 0,19 £ 0,01 0,63 0,09
ki(hD 0,06+0,02 0,30+ 0,09 0,01+ 0,005
R’ 0,96 0,92 0,98

X2 0,34 1,97 0,36
Pseudo - segunda ordem

Q, (mmol g™1) 0,56+0,06 0,24+0,02 1,03+0,18
k,(g mmol h™1) 0,04+0,01 0,07+0,01 0,02+0,004
R’ 0,95 0,98 0,90

x? 0,26 0,91 0,78

AlgGEL-Cu(Il) (Cu(ID-His)-AlgGEL (AlgGEL-His)-Cu(I)

Pseudo - primeira ordem

Q, (mmol g™") 0,73+0,02 0,72 + 0,03 0,72 + 0,02
ki(h™D 0,85+0,12 0,43+ 0,05 0,48+ 0,07
R’ 0,88 0,95 0,90

X2 0,17 0,18 0,07
Pseudo - segunda ordem

Q, (mmol g™ 0,78+0,01 0,76+0,03 0,77+0,02
k,(g mmol h™1) 1,71£0,21 0,91+0,12 1,24+0,36
R’ 0,97 0,98 0,90

x? 0,04 0,16 0,02

AlgCOL-Cu(Il) (Cu(ID-His)-AlgCOL (AlgCOL-His)-Cu(II)

Pseudo - primeira ordem

Q, (mmol g™1) 1,15+0,02 1,19 £ 0,02 1,18 £ 0,01
k,(h™Y 0,70+0,14 0,63+ 0,05 0,80+ 0,06
R’ 0,94 0,96 0,98

X2 0,12 0,08 0,20
Pseudo - segunda ordem

Q. (mmol g™1) 1,21+0,03 1,26+0,02 1,25+0,01
k,(g mmol h™1) 0,92+0,16 0,73+0,08 1,06+0,09
R’ 0,94 0,98 0,98

x* 0,11 0,05 0,05
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5.2.2 Isotermas de Adsorcao

Através dos dados de equilibrio podemos descrever como os adsorvatos
interagem com os adsorventes, sendo de grande valia também para aperfeicoar o
processo de adsor¢@o. Os dados experimentais de adsor¢cdo sdo mostrados nas Figuras
34, 35 e 36. Observa-se em todos os casos elevada adsorcao de ions cobre. A adi¢ao de
histidina em todos os sistemas provocou mudangas, tanto pela sua interacdo com os
adsorventes quanto pela competicdo por ions cobre.

No caso da quitosana funcionalizada, o primeiro fato que se observa € o aumento
da adsor¢cdo de ions cobre apds sua funcionalizacdo, vide dados obtidos por Mahl
(2013). A autora testou a adsorc¢do de ions cobre em esferas de quitosana naturais e
obteve uma capacidade de adsor¢do inferior.

O trabalho de Beppu ef al. (2004) investigou a adsor¢do de Cu(Il) em solucdes
aquosas na faixa de pH 4 — 6 com membranas porosas de quitosana funcionalizadas
com histidina. O estudo mostrou que a porosidade foi o fator que influenciou na
capacidade méixima de adsor¢do de Cu(ll). Membranas com alta porosidade
apresentaram um aumento na capacidade de remoc¢do do metal, enquanto que o oposto
também foi verificado. Os valores das capacidades maxima de adsor¢do variaram de 2-
3 mmol Cu(Il)/g de quitosana.

Observa-se na Figura 34 que a adicdo de histidina influenciou o sistema
(Cu(II)-His)-QuiHIS de forma a diminuir a capacidade de adsor¢do, mostrando que a
interagdo Cu(II)-His continua forte, mesmo apds a modificacdo da quitosana. Porém,
nos outros casos a histidina interferiu de forma positiva, promovendo um aumento na
capacidade de adsorcdo. Isso mostra novamente, uma possivel interagdo entre QuiHIS

e histidina que se intensifica na presencga do ions cobre.
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Figura 34 — Isotermas de adsorcdo das esferas de quitosana funcionalizada com
histidina, utilizando temperatura de 25°C e pH 5.

Os dois alginatos também apresentaram elevada capacidade de adsorc¢do.
Mesmo provendo de fontes diferentes e, por isso, apresentam estruturas moleculares
diferentes, as capacidades de adsor¢do foram semelhantes. Contudo, analisando-se os
sistemas na presenca de histidina, o AlgCOL manteve sua capacidade de adsorcdo,
com excecdo do sistema (AlgCOL+Cu(Il))+His onde ocorre uma diminuicdo na
capacidade de adsor¢do. Como ja citado anteriormente, este tipo de alginato possui
uma ligacdo mais fraca com fons metdlicos, devido a presenca maior de grupos
manurdnicos em sua estrutura. Esse fator pode facilitar a dessor¢do de ions cobre pois
torna a histidina um quelante com elevada forca de interacdo com o metal. Em relacdo
ao AlgGEL ocorre uma leve diminui¢do na capacidade de adsor¢do que pode indicar a
competi¢do do adsorvente com a histidina pelos fons cobre, pois a mesma apresenta
grupos funcionais em sua estrutura capazes de interagir fortemente com metais
(DESCHAMPS, 2005). Por possuir a capacidade de se ligar fortemente aos metais,

devido a ligagdes tridentadas e formando a “caixa de ovos” o AlgGEL € possivelmente

uma interessante opg¢ao para atuar na ligacao BA-Cu(Il).
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A capacidade mdxima de adsorcdo dos dois tipos de alginato pode ser
comparada com um estudo realizado por Kleiniibing (2009) e Ngah Fatinathan (2008).
Os autores utilizam esferas de alginato e esferas complexadas de quitosana-alginato
respectivamente, na adsorcdo de ions cobre. Nos dois casos citados acima, as
capacidades méaximas de adsor¢@o sao inferiores as encontradas neste trabalho.

Em relacdo aos modelos utilizados, pode-se concluir com os dados mostrados
na Tabela 7 que o modelo de Langmuir foi o que apresentou melhores ajustes em
todos os sistemas estudados neste trabalho, com uma unica excecdo do sistema
(QuiHis+His) +Cu(Il). Neste sistema, ndo foi possivel a aplicagdo do modelo de
Langmuir e com o modelo de Freundlich ndo foi obtido bons resultados. O modelo de
Langmuir assume que o soluto é adsorvido em um numero finito de sitios e que a
adsorcdo ocorre em monocamadas onde ndo existe interacdo entre as moléculas
adsorvidas (NGAH; FATINATHAN, 2008). Portanto, no caso de QuiHIS a ligacao
com o cobre deve estar ocorrendo através dos grupamentos amino da quitosana e
imidazol da histidina, e no caso dos alginatos através das carboxilas.

A constante de equilibrio b representa um coeficiente de parti¢do, ou seja, a
afinidade entre o soluto e o adsorvente. Seu valor aumenta com a for¢a de interagdo e
depende da temperatura. Deste modo, um baixo valor de b indica uma menor for¢a de
interacdo do adsorvente. Observa-se um alto valor de b para os dois tipos de alginato.
A quantidade de grupos manurdnicos e gulurdonicos presentes na cadeia polimérica do
alginato estd diretamente relacionada a sua interagdo com fons metdlicos. Alginatos
com maior propor¢do de grupos gulurénicos possuem maior afinidade por estes ions,
originando um maior nimero de ligacdes de conteido energético superior as formadas
pelos alginatos com maior propor¢do de grupos manurénicos que apresentam ligacoes
mais brandas com fons metilicos (SMIDSR@D, 1974). Se compararmos os alginatos
com a quitosana modificada, o parametro b exibiu valores menos expressivos para
QuiHIS, mostrando que a for¢a de interacao entre os AlgGEL/AlgCOL e o ion cobre é

mais elevada.

Em alguns casos, para QuiHIS, AlgCOL e AlgGEL ocorre um aumento no
parametro b. O modelo de Langmuir aplicado considera o sistema como
monocomponente. Se pensarmos na histidina como um segundo componente no
sistema, isso explicaria o aumento do parametro b. A contribuicdo da histidina no

sistema poderia estar embutida neste parametro e como consideramos um sistema
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monocomponente e nao bindrio, isso refletiu neste aumento. Vieira (2008) observou o

mesmo comportamento para quitosana reticulada com glutaraldeido na adsor¢do de

cobre.

Tabela 7 — Pardmetros de equilibrio obtidos para os modelos de Langmuir e

Freundlich para QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL antes e apds adi¢do de histidina.

Adsorcao em banho estatico com T: 25°C e pH 5.

QuiHIS+Cu(Il)  (Cu(ID+His)+QuiHIS  (QuiHIS+His)+Cu(Il)  (QuiHIS+Cu(I))+His
Langmuir
Qmax (mmol g71) 2,47+0,29 1,69 £0,16 2,50 + 0,49 -
b (Lmmol 1)  0,89+0,12 0,99 + 0,15 1,29+ 0,33 -
R’ 0,93 0,99 0,97 --
x? 0,42 0,38 0,62 -
Freundlich
ks (mmolg™") 0,88 +0,05 0,82 +0,04 1,4740,1 1,39+0,33
n 1,48+0,05 1,73 0,17 1,560,11 0,79+0,13
R’ 0,94 0,95 0,96 0,62
x° 0,82 0,45 1,08 -
AlgGEL+Cu(Il) (Cu(ID+His)+AlgGEL  (AlgGEL+His)+Cu(Il)  (Cu(ID+AlgGEL)+His
Langmuir
Q sy (mmol g=1) 2,5120,08 2,02+0,16 2,04+0.16 2,05+0,14
b (Lmmol™Y)  9,74+134 10,83 + 3,49 4,67+1,52 4,61 £135
R’ 0,98 0,87 0,93 0,93
X2 0,36 0,70 0,77 0,36
Freundlich
ks (mmolg™)  2,02+0,11 1,640,16 1,50+0,07 1,44+0,09
n 4,24+0,72 3,80+1,04 2,97+0,39 2,93+0,46
R’ 0,87 0,71 0,93 0,9
x> 0,57 5,65 1,05 3,37
AlgCOL+Cu(Il) (Cu(ID+His)+AlgCOL  (AlgCOL+His)+Cu(Il)  (Cu(I)+AlgCOL)+His
Langmuir
Qs (mmol g71) 2,4120,07 2,34+0,16 2,38 +0,21 1,37 0,03
b (Lmmol™Y)  840+095 11,56 + 4,01 4,44+ 1,49 13,05 £1,26
R’ 0,99 0,92 0,94 0,99
X 0,09 0,79 0,35 0,06
Freundlich
ks (mmolg™)  191+0,11 1,89+0,14 1,83+0,09 1,19+0,08
n 3,530,53 3,39+0,67 2,36+0,28 3,66+0,72
R’ 0,89 0,85 0,95 0,83
x> 0,65 8,88 1,71 1,89

A Tabela 8 mostra os valores das capacidades de adsor¢do de ion cobre para

diferentes adsorventes. Uma comparacdo rigorosa ¢é dificil, uma vez que as

capacidades méaximas de adsor¢do ndo foram obtidas em condi¢Oes semelhantes. No

entanto, estes dados s@o suficientes para mostrar que os adsorventes utilizados neste

trabalho exibem elevada capacidade de adsor¢do.
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Tabela 8 — Valores de capacidade de adsor¢do de ions cobre para diferentes
adsorventes (LI; BAIL, 2005; NGAH er al., 2010; NGAH; FATINATHAN, 2008;
NGAH; KAMARI; KOAY, 2004; POPURI et al., 2009; WAN NGAH; ENDUD;
MAYANAR, 2002).

Capacidade
Adsorvente de Adsorcao Referéncia
(mmol/g)

Esferas de Qui-Celulose 0,8 Lie Bai (2005)
Esferas de Qui-PVC 1,4 Popuri et al . (2009)
Esferas de Qui-PVA 0,7 Ngah et.al. (2004)

Esferas de Qui-EPI 1,0 Ngah et.al. (2010)

Esferas de Qui- Alginato 1,1 Ngah and Fatinathan (2008)

Esferas de Qui 1,3 Mahl (2013)
Esferas de QuiHIS 2.5 Este trabalho
Esferas de AlgGEL 2,5 Este trabalho
Esferas de AlgCOL 2,4 Este trabalho

5.3 Isoterma de adsor¢do de fons cobre na presenca do peptideo BA

ApOs as realizacdes dos experimentos de adsor¢cdo com a histidina, decidiu-se
utilizar o peptideo PA visando uma comparacdo. O adsorvente escolhido foi o
AlgGEL, por demonstrar a partir dos resultados um melhor desempenho nos
experimentos de adsorcdo. Esse experimento foi realizado em temperatura média
corporal de 36,7°C. Experimentos mudando o pH para 7,4 também foram realizados,
entretanto, ndo foram obtidos resultados satisfatorios devido ao fato de que o aumento
do pH da solucao de Nitrato de Cobre produz precipitados, o que poderia mascarar a
concentracdo final de {fons cobre na solucdo.

Os resultados obtidos podem ser verificados na Figura 37. O aumento da
temperatura de 25°C para 36,7°C ndo provocou nenhuma mudancga significativa na
capacidade de adsor¢@o de ions cobre. A adicdo do BA no sistema, provocou um leve
decréscimo na capacidade de adsor¢do, o que mostra mais uma vez que o AlgGEL

pode ser considerado um excelente agente quelante.
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Figura 37 - Isoterma de adsorc¢ao do sistema AlgGEL+Cu(Il) e (Cu(I)+pA)+AlgGEL
em pH 5 e T=36,5°C.

Mahl (2013), também realizou uma isoterma utilizando o peptideo BA,
utilizando esferas de quitosana natural como adsorvente. Os resultados obtidos com o
peptideo foram similares aos experimentos utilizando a histidina, confirmando mais
uma vez a validade do uso da histidina nos ensaios de adsor¢do. Além disso, os
modelos de Langmuir e Freundlich foram aplicados aos dados experimentais e
reproduziram os resultados obtidos com histidina (Tabela 9). Observa-se também um
aumento do parimetro b na presenca do peptideo BA. Como ja explicado anteriormente, a
presenca do peptideo reflete neste aumento, pelo modelo de Langmuir considerar um sistema

monocomponente € ndo bindrio. O fato de o peptideo possuir 42 aminoacidos que podem

interagir no processo de adsor¢do também pode refletir no aumento do parametro b.
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Tabela 9 - Parametros de equilibrio obtidos para os modelos de Langmuir e Freundlich
para os sistemas AIgGEL-Cu(Il) e (Cu(I)-BA)-AlgGel. Adsor¢cdo em banho estatico
com T: 25°C e pH 5.

AlgGEL-Cu(Il) (Cu(I)-BA)-AlgGEL

Langmuir

Qi (mmol g1)  2,560,08 1,96 + 0,02
b (L mmol™1) 6,48+1,15 19,30 2,97
R’ 0,95 0,92
Freundlich

ky (mmol g™*) 2,09£0,08 1,81£0,03
n 5,62+1,31 16,30+4,65
R’ 0,81 0,72

Pode-se concluir que, o AlgGEL tem a mesma tendéncia em adsorver ions
metalicos tanto na presenga de histidina, quanto na presenca de PA. Desta forma,
observa-se que o uso da histidina nos experimentos se mostrou eficiente, podendo
entdo atuar na substituicdo do peptideo para experimentos de adsor¢do que exigem
uma demanda maior de reagente para que se consiga resultados satisfatorios, o que

com o peptideo ndo seria possivel.
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6 DISCUSSAO FINAL

A partir dos resultados deste trabalho foi possivel explorar trés tipos de
adsorventes que atuaram na adsorcio de fons cobre na presenca de histidina. E
interessante notar que todos tiveram resultados considerdveis com capacidades de
adsorcdo proximas a 2 mmol de Cu(Il)/ g de adsorvente seco, QuiHIS, AlIgGEL e
AlgCOL superaram vdrios adsorventes ja estudados como mostra a Tabela 8. Com
isso, € notdvel o potencial de cada um deles que pode ser explorado visando outras
finalidades, como por exemplo, o tratamento de d4guas contaminadas por metais.

Com os estudos cinéticos e de equilibrio, foi possivel concluir que os dois tipos
de alginatos estudados AlgCOL e AlgGEL apesar de terem composi¢des diferentes e
serem obtidos de fontes diferente, apresentaram capacidades de adsor¢do semelhantes.
Outro estudo realizado por Kleiniibing (2009), com diferentes tipos de alginato, obteve
resultados similares, em que as capacidades de adsor¢do de cada um dos alginatos ndo
demonstraram diferencgas significativas entre si. Assim, este trabalho mostrou que a
quantidade de grupos gulurdénicos x grupos manurdnicos ndo exerce influéncia na
capacidade de adsor¢do de ifons cobre. Isso pode ser corroborado com um estudo
realizado por Papageorgiou (2006) onde foi apresentado que quando estamos
trabalhando com ions metdlicos com pouca afinidade, por exemplo, o Cd*, os fons
metalicos conseguem “distinguir” os diferentes tipos de sitios ligantes (blocos
carboxila gulurdnicos e manurdnicos e hidroxilas) mostrando diferentes capacidades
de adsor¢do. Contudo, conforme a afinidade entre o alginato e o metal cresce, como
exemplos, Cu**e Pb2+, os fons metalicos sdo facilmente adsorvidos por todos os sitios
disponiveis nas esferas de alginato.

Ainda assim, a estrutura quimica diferente de cada alginato pode ser percebida
na interacdo com o fon cobre. O grande diferencial ocorreu na adi¢do de histidina ao
sistema apds o equilibrio. Se analisarmos este sistema, primeiramente ocorre a
adsor¢do de fons cobre na matriz dos alginatos e apds o equilibrio, histidina é
adicionada. Neste momento conseguimos perceber a diferenca entre os dois tipos de
alginato estudados. O AIgGEL com quantidade superior de grupos gulurfnicos teve
uma leve decaida na sua capacidade de adsorcdo, mas, o AlgCOL com quantidade
superior de grupos manurdnicos teve uma queda brusca, comprovando o que a
literatura apresenta sobre grupos gulurénicos e grupos manurOnicos. Alginatos com

grande quantidade de blocos gulurdnicos tendem a formar a “caixa de ovos” com
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ligacdes bidentadas extremamente fortes, enquanto que, alginatos com quantidade
maiores de blocos manur6nicos formam ligagdes monodentadas e, portanto, mais
fracas. Observou-se que apesar da adicdo de histidina ter provocado um leve
decréscimo na capacidade de adsor¢do, o AIgGEL se apresentou mais estdvel se
comparado aos outros adsorventes devido a ordem em que a histidina € adicionada ao
sistema ndo interferir no equilibrio do mesmo.

Por ter uma matriz flexivel, disponibilizar grupos funcionais capazes de interagir
e reagir com diversas substdncias e apresentar interacio com metais pesados a
modificacdo quimica da quitosana se torna atraente. Neste caso, sua funcionalizacao
promoveu um aumento considerdvel na capacidade de adsorcdo de ions cobre.
Dependendo da ordem de adicdo de histidina ao sistema, as esferas de QuiHIS
reagiram de formas diferentes. As cinéticas mostraram que, uma vez que a ligacdo
Cu(Il)-His se estabelece, QuiHIS ndo é capaz de capturar o metal ja ligado, o que
promove a diminui¢do na capacidade de adsorc@o. Nos outros sistemas, nota-se que
possivelmente ocorreu uma interagao entre QuiHIS e HIS ndo havendo decréscimos na
capacidade de adsorcao.

Um fato observado através dos resultados de Isotermas foi o parametro b de
Langmuir ter apresentado um valor mais elevado para os alginatos, mostrando assim
uma menor forca de interacdo entre quitosana e o fon cobre. A maior afinidade do
cobre pelo alginato pode ser explicada, principalmente, devido ao efeito “egg-box”,
presente neste polimero. Como ja comentado, € causado pela alta afinidade do alginato
por ions metdlicos divalentes, onde as cadeias do polimero mudam a sua conformacao,
passando de cadeias lineares para um arranjo tridimensional, apds a interacdo com o
fon divalente, formando estruturas cada vez mais complexas e ampliando a
possibilidade de mais fons metélicos interagirem com o polimero (PHILLIPS, 2000).
Sabe-se que, a interacdo entre alginato e fons metdlicos ocorre através de ligacdes
ionicas e no caso da quitosana funcionalizada, ocorrem através dos elétrons livres
presentes no grupamento amina propiciando uma ligacdo covalente com o metal e
também pelo grupo carboxila livre da histidina. A ligacdo i6nica tende a ser mais forte
que a covalente, pois a diferenca de eletronegatividade entre os dtomos € maior, 0 que
torna a substancia mais estivel. J4 na ligacdo covalente os &4tomos apenas
compartilham os elétrons, e por isso podem ser quebradas facilmente se fornecermos
energia. Isso pode ser provavelmente um dos fatores que resultaram em um resultado

menor do valor do parametro b para quitosana.
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Além da troca idnica, percebeu-se que, o mecanismo de adsor¢cdo do AlgGEL
envolve principalmente os grupos carboxilicos do alginato e ligacOes hidroxilicas.
Esses grupos foram observados através das andlises de FTIR e XPS. O FTIR apontou
que possivelmente ocorre uma ligacdo bidentada via quelagdo metélica entre o alginato
e o fon metdlico. Para o AlIgGEL isso pode estar relacionado com a quantidade de
grupos gulurdnicos presentes em sua estrutura capazes de realizar ligacdes bidentadas
com fons metdlicos. Com o FTIR e o XPS, também foi possivel analisar a interacdo
entre AIgGEL e HIS. A andlise ndo detectou nenhuma intera¢do, portanto, a
diminui¢do da capacidade de adsor¢do ocorre provavelmente pela competi¢do entre
AlgGEL e HIS pelos {ons cobre.

Os trés adsorventes mostraram potencial para serem utilizados na quebra da
ligagdo BA - Cu(Il). Porém, o AIgGEL foi escolhido para fazer um ultimo teste de
adsor¢do utilizando o peptideo. Resultados semelhantes ao dos experimentos
utilizando histidina foram encontrados. Houve um leve decréscimo da capacidade de
adsorcdo de cobre em esferas de AlgGEL apo6s adicdo do BA. Ao realizar uma busca
pela literatura, € possivel encontrar somente dois artigos que utilizam o alginato para
minimizar os efeitos do peptideo BA. Eftekharzadeh et al. (2009) e Zhou et al. (2015)
utilizaram oligdmeros de alginato visando a neutralizacdo dos efeitos oxidantes e
inflamatorios da BA e obtiveram resultados positivos. Entretanto, ndo existem estudos
utilizando o alginato como agente quelante objetivando a quebra da ligacdo BA-Cu(Il).

A DA pode ser desencadeada por diferentes fatores, presenca elevada de metais
pesados, espécies reativas de oxigé€nio, peptideo BA dentre outros. O AlgGEL neste
caso apresenta potencial para contribuir tanto na atenuacio da inflamag¢ao da BA como
J4 mostrado pelos autores acima, como também poderd atuar na quelacdo dos fons
metalicos, em especial o cobre, promovendo assim uma possivel quebra da ligacdo
BA-Cu(Il) o que poderd gerar um equilibrio na produgdo de radicais livres e na

homeostase do cobre.
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7 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho pode-se explorar e analisar a acao
quelante de trés adsorventes: QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL. Os adsorventes
apresentaram elevada capacidade adsor¢do mesmo na presenca de histidina
considerado um forte agente quelante de ions cobre. O AlgGEL por sua vez
apresentou maior estabilidade se comparado aos outros adsorventes, diminuindo
levemente sua adsor¢do na presenga do peptideo BA e da histidina. Essa diminuicio
ocorre provavelmente pela competi¢do entre AIgGEL e HIS pelos ions cobre, pois ndo
foi detectado interacdo entre His e AIgGEL. Além da troca 10nica, percebeu-se que, o
mecanismo de adsorcao do AIgGEL envolve principalmente os grupos carboxilicos do
alginato e ligacOes hidroxilicas. O AlgGEL entdo, se mostra um excelente candidato a
ser utilizado como modelo para obter-se um melhor entendimento das interacdo
biopolimero-cobre que ocorrem na DA, assim como, um possivel agente quelante que

pode interferir nas ligagdes entre BA e o ions cobre
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9 APENDICE A

Espectros de FTIR referentes a interacdo entre QuiHIS, AlgGEL e AlgCOL com
histidina, assim como, 0s outros sistemas que ndao apresentaram alteracdes apods
adicao de histidina ao sistema. Também € apresentado o espectro de FTIR do pé dos

alginatos de sédio AlgGEL e AlgCOL.
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Figura Al — Espectros de FTIR das esferas de (QuiHIS+Cu(ll))+HIS e
(QuiHIS+HIS)+Cu(II).
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Figura A2 — Espectros de FTIR dos reagentes em p6 AlgGEL e AlgCOL.
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Figura A3 — Espectros de FTIR das esferas de AlgGEL+HIS, (AlgGEL+Cu(Il))+HIS)
e (AlgGEL+HIS)+Cu(II).

10 APENDICE B
Aplicagdo dos modelos de Isoterma, Langmuir e Freundlich aos dados

experimentais de equilibrio e aplicacdo dos modelos de Pseudo-primeira ordem e

Pseudo segunda-ordem aos dados cinéticos.
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Figura B1 - Modelos de Langmuir e Freundlich, ajustados as isotermas dos sistemas,

QuiHIS+ Cu(Il), (Cu(Il) + His) + QuiHIS, (QuiHIS+Cu(Il)) + His e (QuiHIS+HIS) +

Cu(l).
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Figura B6— Modelos cinéticos de Pseudo-primeira ordem e Pseudo-segunda ordem
ajustados aos sistemas, AlgCOL+ Cu(Il), (Cu(Il) + His) + AlgCOL, e (AlgCOL+HIS)
+ Cu(ID).
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