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Nao sei... Se a vida é curta

Ou longa demais pra nos,

Mas sei que nada do que vivemos
Tem sentido, se ndo tocamos o coragdo das pessoas.
Muitas vezes basta ser:

Colo que acolhe,

Brago que envolve,

Palavra que conforta,

Siléncio que respeita,

Alegria que contagia,

Ldgrima que corre,

Olhar que acaricia,

Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,
E o0 que dd sentido a vida.

E o que faz com que ela

Ndo seja nem curta,

Nem longa demais,

Mas que seja intensa,
Verdadeira, pura...

Enquanto durar

(Cora Coralina)
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RESUMO

A doenca de Alzheimer estd relacionada a ligagcdo andmala que ocorre entre o peptideo [3-
amildide (BA) e o ion cobre. Segundo a literatura, utilizando-se espectroscopia Raman,
observou-se forte evidéncia de que o cobre se liga ao nucleo da BA através de anéis
imidazélicos de histidina. Agentes quelantes, em principio, podem ser usados
farmacologicamente no tratamento da intoxicacdo com metais pesados. Neste trabalho,
verificou-se a acdo quelante da quitosana atuando na remocao de fons cobre, na presenca de
B-amiléide ou de um composto equivalente que contenha histidinas (conhecidos como os
responsdveis pela ligagdo com o fon cobre). Devido a limitagcdes no uso da BA, decidiu-se
por usar histidina, para um melhor entendimento da interacdo que ocorre no sistema.
Inicialmente, esferas porosas de quitosana foram preparadas para utilizacdo na adsorcdo de
ions cobre, com e sem a presenca de histidina. Estudos de equilibrio, envolvendo isotermas
e cinéticas de adsorcdo foram realizados, e a partir desses constatou-se, que a histidina
compete com a quitosana pelos ions cobre, levando a uma diminui¢do na capacidade de
adsorcdo. Em contrapartida, observa-se uma diminui¢do ndo tdo brusca da capacidade de
adsor¢do, mostrando que mesmo com a competicdo ocorrendo a quitosana continua
adsorvendo cobre. Com a aplicagdo dos modelos isotérmicos, foi possivel prever que a
adsor¢do ocorre em monocamadas e também em sitios heterogéneos € que ndo existe
somente um grupamento responsdvel pela quelacdo dos fons cobre. Em relagdo aos
modelos cinéticos foi proposto que a etapa limitante no processo € adsor¢do quimica.
Empregando Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR),
observou-se que a histidina atua principalmente nos grupos amino e hidroxil da quitosana,
afetando os dtomos de nitrogénio e oxigénio do mesmo. Foram também realizadas anélises
de espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS) revelando que a adicdo de histidina ou
BA no sistema proporciona provavelmente um desenovelamento da quitosana. Através de
andlises de Estrutura Fina Estendida de Absorcdo de Raios-X (EXAFS) verificou-se que
apo6s adi¢do de histidina ocorre uma mudanga qualitativa relacionada a primeira esfera de
coordenagdo referente a ligagao de Cu-O, o que pode indicar novas ligacdes, agora com 0s
atomos de nitrogénio. Para finalizar, uma isoterma de adsor¢ao empregando-se o peptideo
BA foi obtida, os resultados foram semelhantes aos obtidos com a histidina, mantendo-se

uma de adsor¢do de cobre por parte da quitosana.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is related to the anomalous binding that occurs between the protein -
amyloid (BA) and copper metal ion. By using Raman spectroscopy, literature has shown
strong evidence that copper and zinc bind to AP peptide core through the imidazole ring of
histidine. Chelating agents, in principle, can be used pharmacologically in the treatment of
heavy metal poisoning. In this study, we verified the chelating action of chitosan acting in
the removal of copper ions in the presence of amyloid-B or an equivalent compound
structural that presents histidine (known as the responsible for binding with copper ion).
Due to limitations in using BA, it was decided to use just histidine, aiming a better
understanding of the interaction that occurs in the system. Initially, porous chitosan beads
were prepared for the use in the adsorption of copper ions, with and without the presence of
histidine. Equilibrium studies involving adsorption isotherms and kinetics were carried out,
and from them it was observed that histidine competes with chitosan for the copper ions,
leading to a decrease in the adsorption capacity. On the other hand, there is no sharp
decrease of the adsorption capacity showing that even with a competition taking place,
chitosan remains adsorbing copper. By applying the isothermal models, it was possible to
predict that an adsorption monolayer occurs and that there is not only one group responsible
for chelation of copper ions. With regard to kinetic models it was proposed that the limiting
step in the adsorption process is the chemical adsorption. By using Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR-ATR) it was observed that histidine acts mainly in the amino
and hydroxyl groups of chitosan, affecting the nitrogen and oxygen atoms of the same.
Analyses were performed for Small Angle X-Ray Scattering (SAXS) revealing that the
addition of histidine or BA in the system provides probably one unfolding of chitosan.
Through the analyses of Extended X-Ray absorption fine structure (EXAFS), it was found
that after addition of histidine a qualitative change occurs in the first coordination sphere
attributed to Cu-O binding, which may indicate new bindings, now with nitrogen atoms.
Finally, the adsorption isotherm employing BA protein was similar to those obtained with

histidine, chich shows that chitosan kept the ability to adsorb copper.
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1 INTRODUCAO

Com base nas estatisticas populacionais, estima-se que a ocorréncia da doenca de
Alzheimer (DA) no mundo abrange cerca de 35,6 milhdes de pacientes. No Brasil, essa
estimativa chega a 1,2 milhdes. Em razdo do envelhecimento populacional, esses nimeros
poderdo aumentar significativamente, sendo que no ano de 2030 a estimativa é de 65,7

milhdes e em 2050 de 115,4 milhdes de portadores no mundo.

A DA € uma doenca degenerativa progressiva do cérebro e caracteriza-se pela
perturbacdo de multiplas func¢des cognitivas, incluindo memoria, aten¢do e aprendizado,
pensamento, orientagdo, compreensdo, cdlculo, linguagem e julgamento. O
comprometimento das funcdes cognitivas € comumente acompanhado, e ocasionalmente
precedido, por deterioracdo do controle emocional, comportamento social ou motivacdo. A
deméncia produz um declinio aprecidvel no funcionamento intelectual e interfere com as
atividades do cotidiano, como higiene pessoal, vestimenta, alimentacdo, atividades

fisiologicas e de toalete. A sobrevida média apds o diagnostico de deméncia € de 3,3 anos.

A DA, na sua forma mais comum, aparece em geral por volta de 60-70 anos € nem
sempre € diagnosticada. Uma forma mais rara da doenca, que também € conhecida como
forma familiar ou precoce, ocorre antes dos 65 anos e estd ligado a um fator hereditario
(genético) muito acentuado. Estima-se que, apds os 65 anos, entre 1 a 6% da populagdao

sofre de Alzheimer.

Com o envelhecimento, temos também o aparecimento de uma reducdo na
capacidade funcional do organismo, o sistema nervoso central € altamente prejudicado com
este processo, sofrendo vérias alteracdes fisioldgicas, hd uma diminuicdo na produgdo,
liberacio e metabolismo dos neurotransmissores. Além disso, ocorrem reducdes nas
concentracdes de enzimas envolvidas nas transdugdes de sinais. Entre as enzimas que t€m
sua concentracdo reduzida com o envelhecimento, estdo aquelas responsdveis por

seqiiestrar os radicais livres e regular a homeostase do cobre.

Radicais livres sdao espécies quimicas instaveis, pelo fato de seus dtomos possuirem

elétrons desemparelhados. O excesso de radicais livres leva ao chamado estresse oxidativo,



que gera um processo inflamatério no cérebro. Estudos feitos recentemente constataram
que este processo inflamatdrio, causado pelos radicais livres, pode estar associado a

iniciacdo de doencas degenerativas, como Alzheimer e Parkinson.

O cerébro humano € responsavel por produzir uma quantidade de radicais livres por
dia. Com o envelhecimento, esta quantidade pode ser potencializada por um desequilibrio
na concentragao de fons metdlicos, neste periodo, as concentragdes extracelulares de metais
de transicdo aumentam consideravelmente. A associagdo de fons metdlicos a proteinas
também causa toxicidade, pois leva a formacdo de agregados insoliveis que podem causar

danos a proteina e até mesmo a sua desnaturacdo (GAGGELLI et al., 2006; PINTO, 2010 ).

Além da contribuicdo para a formacdo de radicais livres, os fons metalicos t€ém sido
associados aos depoOsitos protéicos caracteristicos de todas as doencas degenerativas,
potencializando a formacgdo das placas amildides (que contribuem ainda mais para o
aumento do estresse oxidativo). Na DA, a geracdo de espécies reativas de oxigénio tem sido
apontada como conseqiiéncia da coordenacao do peptideo p — amildide (BA) a ions cobre

(SESHADRI et al., 2002).

Estudos de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) revelam que o
cobre liga-se de maneira anomala a placa BA da DA (HOU; ZAGORSKI, 2006). Metais
com atividade redox como cobre, ferro, zinco e manganés sdo considerados possiveis

agentes patogénicos envolvidos ndo s6 na DA, mas em vdrias outras patologias neurais.

Dong et al. (2003), através do uso de espectroscopia Raman, observaram que ha
uma forte evidéncia de que o cobre e o zinco se ligam ao nucleo dos peptideos PA através

de anéis imidazolicos de histidina.

Atualmente, agentes quelantes como EDTA e clioquionol, s3o wusados
farmacologicamente no tratamento de toxicidade com metais pesados. Os quelantes sdo
moléculas que se ligam fortemente numa estrutura em anel aos metais. Um bom quelante
clinico deve ter baixa toxicidade, ligar-se preferencialmente aos metais pesados com uma
grande estabilidade e ter uma taxa de excrec@o mais elevada do que os ligantes enddgenos,

assim favorecendo a rdpida elimina¢do do metal téxico.



Biopolimeros que possuem acdo quelante, como alginato, quitosana e celulose,
podem ser de excelente valia para o tratamento de DA, pois sdo biocompativeis nao

causando problemas de rejei¢do, sendo incorporados naturalmente aos tecidos corporais.

A quitosana provém da desacetilacdo da quitina, que é considerado o segundo
polimero mais abundante na natureza. Além disso, € biodegradavel, hidrofilica, atdxica,
biocompativel e altamente versatil, o que nos permite mudar facilmente suas propriedades

fisicas e quimicas e possui uma excelente capacidade de remog¢do de fons metalicos.

Segundo Vieira (2008), a quitosana possui uma grande capacidade de remover
metais pesados em diferentes concentracdes e pode ser mudada quimica e/ou fisicamente,
provocando um aumento na capacidade de adsor¢cdo. Também é capaz de ser condicionada

em vdrias formas tais como membranas, esferas e filmes e ainda apresenta um baixo custo.

O desenvolvimento de opg¢Oes terap€uticas mais eficazes e seguras € um dos
objetivos mais avidamente perseguidos no cendrio cientifico internacional. Drogas capazes
de modificar a evolu¢do natural da doenca, ao lado da antecipacdo do diagndstico,

representardo o futuro do tratamento da DA e outras deméncias.

O objetivo do presente trabalho foi estudar a acdo quelante da quitosana, atuando na
remog¢ao dos ions cobre, na presenca de B-amildide ou de um composto equivalente que
contenha histidina (conhecidos como os responsdveis pela ligacdo com o ion cobre). Porém
devido a limitacdes em se trabalhar com o peptideo BA, decidiu-se por usar somente

histidina, o que proporcionou um melhor entendimento da interacao que ocorre no sistema.

e Preparacdo das esferas de quitosana utilizadas para adsor¢do de ions cobre.

e (Caracterizagao das esferas de quitosana.

e Estudo da interagdo quitosana-cobre em presenca de histidina, através da
determinacgdo das isotermas e das cinéticas de adsorc¢ao.

e (Caracterizacdo do complexo quitosana-cobre e quitosana-cobre-histidina,
utilizando-se andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV),
difracdo de Raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de fourier (FTIR-ATR), espectroscopia de energia dispersiva

de Raios-X (EDX), estrutura fina estendida de absorcdo de Raios-X
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(EXAFS) e espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS) para obtenc¢do
de mais informagdes em relacdo a interagcdo que ocorre do complexo
quitosana-cobre em presenca de histidina.

Determinacdo de isoterma empregando o peptideo BA visando comparagdo

entre os dados obtidos com a histidina.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Proteina A

O peptideo PA ¢ derivado da clivagem proteolitica de uma proteina grande,
denominado proteina precursora amiléide (PPA) (COHEN et al., 2006). A PPA constitui
uma familia de diferentes isoformas, que sdo nomeadas de acordo com o comprimento de
seus aminodcidos. A estrutura da PPA estd esquematizada na Figura 2.1. Pode-se observar
que a regido destacada em vermelho, é a regido que se encontra a BA (CHECLER;

VINCENT, 2002).
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Figura 2.1 - Estrutura da PPA. A caixa destacada em vermelho mostra a regido em que se

encontra o peptideo A (CHECLER; VINCENT, 2002).

Esta clivagem ocorre intracelularmente, por dois caminhos, um deles via
amiloidogénica e o outro via ndo-amiloidogénica. O processo via nao-amiloidogénica,
ocorre devido a clivagem do peptideo BA, através da a-secretase, levando a formacgdo de
uma secrecdo chamada PPAsa e ao fragmento chamado o - terminal carboxi (a-TC). Em
seguida a membrana o-TC ¢ clivada pela y-secretase, liberando o peptideo p3 e o dominio
intracelular PPA (DIPPA). O processo via amiloidogénica ocorre pela clivagem da PPA
através da P-secretase e também da y-secretase. Esta clivagem ocorre de uma forma
anOmala, e estd propensa a producdo de agregados insoldveis. Quando a membrana PPA ¢

clivada via B-secretase produz um fragmento chamado de PPAsp, e um outro fragemento



chamado B - terminal carboxi (B-TC). Apo0s isto, ocorre uma outra clivagem via y-secretase,

no fragmento B-TC, levando a formacdo do peptideo BA e também do DIPPA (WILQUET;

STROOPER, 2004). Para melhor visualizar o processo, a Figura 2.2 ilustra como ocorre o
mesmo.
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Figura 2.2 - Processo proteolitico da proteina precursora amiléide (PPA) via secretases,
geracdo do peptideo BA (WILQUET; STROOPER, 2004).



As proteinas amildide estdo presentes em todas as formas de degeneragdo, normalmente
na forma soldvel, mas tendem a se converter em agregados insoldveis que, se depositam
sobre as células causando sua morte. Estes agregados estdo presentes ndo sé no cérebro,

mas também no esqueleto, tecido muscular, coracio e figado (GAGGELLI et al., 2006).

A natureza exata da toxicidade destas placas € incerta, é possivel constatar através da
literatura, que as proteinas amildides estdo presentes de forma solivel, quando ndo ha a
ocorréncia da DA, no entanto a auto agregacdo destas placas, o que provoca o Alzheimer
ainda ndo estd estabelecido. Para cada tipo de doenca degenerativa existe um peptideo
especifico envolvido na constituicio da PPA. A principal alteracao fisiologica encontrada

no cérebro de pacientes com DA ¢ a presenga de placas BA.

Viarias formas do peptideo BA t€m sido estudadas, sendo que a mais soluvel e também
popular forma in vitro estudada ¢ o peptideo BA (1-40). Outra forma que aparece na
literatura é o peptideo BA(1-42), que tem uma menor solubilidade (DONNELLY et al.,
2007). Fibrilas sdao formadas quando as proteinas se enovelam de forma incorreta,
formando agregados insoluveis. Estudos cinéticos, relacionados a formagao das fibrilas A,
mostram que o BA(1-42) forma fibrilas significativamente mais rapido que a forma BA(1-
40) levando a afirmagdo de que, “BA(1-42) ¢ mais amiloidogénica do que a BA(1-40)”
(JARRETT et al., 1993). A Figura 2.3 mostra a estrutura primdria do peptideo da fA-42.

10 20 30 40
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Figura 2.3 - Sequéncia dos peptideos A (1-42) (DONNELLY et al., 2007).

2.2 Estresse oxidativo e producio de espécies reativas de oxigénio

Virios tipos de danos oxidativos tém sido notados em pacientes com DA, incluindo
glicacdo, oxidagdo de proteinas, peroxidacdo de lipidios e oxidacao de dcidos nucleicos.
Estresse oxidativo provém do excesso de radicais livres e também pode ser a principal

causa da perda de células neuronais no cérebro. A producdo excessiva de radicais livres



leva a formacdo de espécies reativas de oxigénio como H,0,, O, e OH, que provocam

lesdes no tecido cerebral (SMITH et al., 1996; CASTELLANI et al., 2004).

No interior das placas amildides existem agregados de peptideos PA. Estes agregados
tém sido descritos como ‘dissipadores de metal’, devido ao seu alto contetido de metais:
Cu, 0,44 mmol/L; Zn, 1 mmol/L; Fe, Immol/L. Cada um destes metais é capaz de induzir a
agregacdo do peptideo BA in vitro, o qual tem uma grande afinidade pelo fon metdlico Cu

(II) (CURTAIN et al., 2001; CHERNY et al., 1999).

O cobre (Cu) é um elemento essencial para algumas enzimas que atuam no
metabolismo do cérebro. Ex.: CuZn superéxido dismutase (SODI), ceruloplasmina,
citocromo e oxidase, tirosinase ¢ dopamina, f-hidroxilase. Mecanismos sofisticados fazem
um balanc¢o da entrada e saida de cobre do organismo para assegurar a homeostase, ou seja,
para que o ambiente interno do corpo humano se mantenha estdvel. Alteracdes na
homeostase do cobre também ajudam de alguma forma, seja direta ou indiretamente para a
formacgdo de doencas degenerativas incluindo a DA, pois contribuem com o crescimento do

estresse oxidativo, aumentando a toxicidade neuronal (DONNELLY et al., 2007).

Segundo Smith et al. (2007), cobre foi encontrado em altas concentracdes nas
placas amildides (~ 400 uM) comparado com o cerébro normal que possui uma
concentracdo de 0,2 — 1,7 uM. Também existem muitas evidéncias de que a ligacdo do

cobre com a BA, produz espécies reativas de oxigénio (HUREAU; FALLER, 2009).

Esta elevada concentracdo de metais, encontrada nas doencas degenerativas, gera
um desequilibrio na homeostase do cobre. Este desequilibrio potencializa a produgao de
radicais livres. No nosso organismo, os radicais livres sdo produzidos pelas células, durante
o processo de combustio por oxigénio, utilizado para converter os nutrientes dos alimentos
absorvidos em energia. Porém, existem as chamadas substancias antioxidantes que sao
compostas por vitaminas, minerais, pigmentos naturais € outros compostos vegetais e ainda
enzimas, que bloqueiam o efeito danoso dos radicais livres. A sintese de antioxidantes no
organismo diminui conforme envelhecemos, com isso hd um aumento na geracdo de

radicais livres que sdo altamente reativos. Elétrons que constituem os radicais livres,



tendem a se associar de maneira rdpida a outras moléculas de carga positiva com as quais

podem reagir ou oxidar. Este processo intensifica o estresse oxidativo.

2.3 PA e suarelacao com o cobre

A importancia do cobre na Doenca de Alzheimer, é ainda mais enfatizada pela
interagcdo neurotdxica entre a fA e o cobre. O peptideo PA se liga ao cobre com uma alta
afinidade e reduz de Cu** para Cu® através do recrutamento de redutores biolégicos como
colesterol, acido ascérbico ou dopamina. O resultado é a geracdo catalitica de espécies
reativas de oxigénio e também a agregacdo da BA (OPAZO et al., 2002; HUREAU;
FALLER, 2009).

O mecanismo exato da producdo de espécies reativas pela ligacdo entre o cobre e a
BA ainda ¢ incerto. A Figura 2.4 mostra um dos mecanismos ja estudados na literatura. No
ciclo catalitico principal (a), a producdo de OH' resulta de um mecanismo de seis passos
envolvendo trés reducdes de fons Cu(Il) (passos 1, 3 e 5), e de reducdes sucessivas de O,
em 0, (passo 2), de O, em H,0; (passo 4) e por dltimo de H,O, em OH (passo 6) pela
reduc@o do complexo Cu(I)-BA. A reagdo (1b) pular do passo 2 para o passo 4 diretamente,
realizando a reducgdo 2¢/2H" de O, em H,0,. Esta situacdo € mais favoravel do que a rota 2
para 4, mas requer a presenca de dois ions metdlicos reduzidos nas proximidades

(HUREAU; FALLER, 2009).

A idéia geral ¢ que a ligagdo de ions metédlicos com a PBA, ocorre de maneira
andmala e predominantemente na DA, sob condi¢cdes nao saudaveis (LOVELL, et al. 1998;
SMITH, et al. 1997). Segundo Gabuzda (1994), a acumulagdo de ifons metdlicos € o
estresse oxidativo que ocorre no cérebro de pacientes com DA, estd associado com a

diminui¢ao da solubilidade e deposicao da BA.

CgA . . 2 -
Apesar de serem grandes as evidéncias que ligam o Cu”" a DA, a coordenacio e os
residuos envolvidos na ligacdo do cobre com a PA, ainda ndo estdo completamente

estabelecidos (CURTAIN et al., 2001).



Figura 2.4 - Mecanismo da producdo de espécies reativas (ROS) pelo complexo Cu(Il)-
BA. Reacdes (1),(3) e (5): redu¢do de ions metalicos por varios substratos,reacao (6):
Reacdo Fenton e reacdo (l1a): descreve a reducio 2e/2H* de O, (HUREAU ; FALLER,
2009).

Estudos recentes indicam que residuos de histidina estdo envolvidos na coordenacao
do Cu**. Estes residuos sdo: His-6, His-13 e His-14 presentes na composicio da BA.
Através de andlises de RMN 'H, pode-se observar que His-13 é fundamental na ligagdo
com o fon cobre, e que His-6 e His-14 também estdo implicados nesta ligacdo (SYME et

al., 2004).

Streltsov et al. (2008), reportaram que o sitio de ligacao preferido do cobre na fA¢
um “distorted six-coordinated” (arranjo piramidal quadrado dissimétrico) com tres

residuos de histidina ( His-6, His-13 e His-14) e com os ligantes axiais consistindo em uma
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molécula de dgua e oxigénio carboxilato podendo ser Glu-11 ou Asp-1. Os dois possiveis

modelos sdo apresentados na Figura 2.5.

Desde que o peptideo PA € encontrado em pacientes com doengas degenerativas,
sao realizados estudos para se descobrir uma maneira de solubilizd-la (HUREAU;
FALLER, 2009). A solubilizacdo da BA no tecido cerebral de pacientes com DA aumentou
na presenca 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 quelador moderado de Cu2+/Zn2+, resultando em um

decréscimo na deposi¢do de BA (CHERNY et al., 2001).

O tratamendo das placas amildides com o agente quelante 4cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) reverteu a agregacao BA-Cu (II), provocando um “afrouxamento” na
estrutura da BA. Estes resultados indicam que o “afrouxamento” da estrutura, seguido do
tratamento com agentes quelantes, pode ser um possivel modo para solubilizacdo dos

depdsitos de amiléide (BEAUCHEMIN ; KISILEVSKY, 1998).

His13
Glu11/Asp1

sof

Figura 2.5 - Possiveis modelos de coordena¢do Cu(Il) — BA (STRELTSOV et al., 2008)
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2.4 Adsorcao

A adsorc¢do pode ser usada quando se deseja remover de uma mistura de liquidos ou
gases, um ou mais componentes através do contato direto com um sélido denominado de
adsorvente. Ocorre pelo contato entre duas fases, uma fluida e a outra sélida, tendo como

fenOmeno fisico a transferéncia de massa.

Determinados adsorventes possuem a capacidade de fazer com que substancias
particulares de uma solucao se ligue a sua superficie. Portanto, € necessario explorar esta
capacidade, para que a separacdo dos componentes presentes na solucio, seja ela gasosa ou

liquida, ocorra (TREYBAL, 1981).

Existem dois tipos de adsorcdo: a adsorcao fisica e a adsorcdo quimica. A adsorcao
fisica, ou adsor¢do de “van der Waals”, fendmeno facilmente reversivel, ¢ um resultado das
forcas moleculares de atracdo entre as moléculas do adsorvente e da substancia adsorvida.
Quimiossorcao, ou adsor¢do quimica, € um resultado da interagdo quimica entre o
adsorvente e a substancia adsorvida. A forca das ligacdes moleculares, na adsor¢do quimica
pode variar consideravelmente, e geralmente sua intensidade € maior do que a observada na

adsorc¢do fisica (TREYBAL, 1981).

Muitos adsorventes tém sido desenvolvidos para uma ampla variedade de
separacOes. Normalmente, os adsorventes sdo em forma de esferas, pérolas ou pequenos
granulos. A estrutura de uma particula adsorvente possui vérios poros, cujo volume chega a
ser metade do volume total da particula. A adsorcdo pode ocorrer somente na superficie
dos poros, ou também, formando vdrias camadas até chegar ao interior da particula

adsorvente (GEANKOPLIS, 1993).

Sdo limitadas as operagdes que removem quantidades baixas de fons metalicos em
solugdes aquosas, uma das alternativas usadas nestas condigdes € a bioadsor¢do (CHU,

2002).

Virios métodos tém sido utilizados para remocdo de metais pesados de solugdes

aquosas (precipitagdo quimica, troca idnica, tratamento eletroquimico, tecnologia de
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membranas, adsor¢ao em carvao ativado, etc. A bioadsorcdo é capaz de complexar metais
dissolvidos em soluc¢do através da atividade quimica da biomassa microbiana. Desta forma,
se apresenta como uma nova tecnologia para remoc¢do e recuperacdo de fons metélicos

(VOLESKY; HOLAN, 1995).

2.5 Bioadsorcao de metais pesados

Considerado um processo rapido e reversivel para remocdo de ions metdlicos de
dguas residuais, a maior vantagem da bioadsorcio em comparacio com os métodos
convencionais de tratamento incluem, baixo custo, alta efici€ncia, minimizacao do lodo
quimico e bioldgico, regeneracdo de bioadsorventes e a possibilidade de recuperacdo de

metais (KRATCHOVIL; VOLESKY, 1998).

O processo de bioadsor¢do envolve uma fase sélida chamada de bioadsorvente e uma
fase liquida contendo as espécies que serdo adsorvidas chamada de adsorvato. As espécies
do adsorvato sao removidas através de diferente mecanismos, isso ocorre devido a alta
afinidade do bioadsorvente com as espécies do adsorvato. O processo de remocdo continua
até que o equilibrio seja estabelecido entre a quantidade de espécies do adsorvato e a

porcao remanescente na solucdo (DAS, 2008).

Devido ao fato de existirem diversos grupos quimicos no bioadsorvente que podem
atrair e capturar os fons metélicos presentes na fase liquida, ocorre uma interagdo entre eles.
Alguns grupos quimicos e seus respectivos bioadsorventes sdo: grupos acetamido na
quitina, polissacarideos estruturais nos fungos, grupos amino e fosfato nos dcidos
nucleicos, amino, amido, sulfidril e grupos carboxil nas proteinas, hidroxil nos
polissacarideos, e principalemnte carboxil e sulfato nos polissacarideos de algas marinhas.
Entretanto, deve ser destacado que a presenga destes grupos funcionais nido garante sua
acessibilidade para adsorcdo, devido a conformagdo estérica, ou outras barreiras

(VOLESKY ; HOLAN, 1995).

Os fatores envolvidos no processo de bioadsorcio de metais sdo considerados
complexos. Existem muitos parametros que podem influenciar no processo como tipo de
bioadsorvente, tipos de biomateriais, propriedades do metal na solu¢do quimica, condi¢des

do ambiente como pH, temperatura, forca idnica dentre outros (CRIST et al., 1981).
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A bioadsor¢do de metais pesados engloba védrios mecanismos, dentre eles os mais
complexos sdo: troca idnica, quelacdo, adsor¢ao por forcas fisicas, aprisionamento de ions
em capilares inter e intrafibilares e difusdo através da parede celular e membranas. Estes
mecanismos podem diferir de acordo com as espécies que estdo sendo usadas, com a

origem da sua biomassa e seu processamento (VOLESKY; HOLAN, 1995).

A bioadsor¢do pode ocorrer em duas etapas: em um primeiro momento os ions
metdlicos sdo adsorvidos na superficie celular por interacdo entre o metal e os grupos
funcionais existentes. Antes de terem acesso a membrana celular, os fons metdlicos
atravessam a parede celular que consiste de uma variedade de polissacarideos e proteinas,
que oferecem um numero de sitios ativos capazes de adsorver os ions metdlicos. Na
primeira etapa, chamada de bioadsor¢do passiva, o processo ocorre rapidamente, por um ou
por uma combina¢do de mecanismos: coordenagdo, complexagdo, troca idnica ou adsor¢ao
fisica (eletrostdtica). Bioadsor¢do passiva, € um equilibrio dindmico de adsor¢ao-dessor¢ao
reversivel, os fons metdlicos que se ligam na superficie do bioadsorvente podem ser
dessorvidos por outros ions, agentes quelantes ou dcidos. A segunda etapa, ¢ a chamada
bioadsor¢do ativa, onde os fons metdlicos penetram na membrana celular e adentram no

interior das células (CRIST et al., 1981).

Os principais fatores que podem afetar o processo de bioadsor¢dao sdo: (i)
concentracdo inicial do fon metélico, (ii) temperatura, (iii) pH, e (iv) concentracdo da
biomassa em solucdo. Dentre eles, o pH é um dos mais importantes parametros,
influenciando na solucdo quimica do metal, na atividade dos grupos funcionais da
biomassa e na competicdo dos fons metdlicos (FRIIS ; MYERS-KEITH, 1986; GALUN
et.al,1987). Um aumento no pH causa a desprotonacdo dos sitios ativos de fons
metdlicos presentes na superficie celular. Um decréscimo no pH causa competicdo entre
prétons e as cargas positivas dos fons metdlicos (NAJA et.al, 2009). Os sitios ativos s6
estdo disponiveis para os fons metdlicos se estiverem no estado desprotonado (OFOMAIJA ;

HO, 2007).

Para analisar estes mecanismos € necessdrio compreender como as espécies

metdlicas se comportam em solucdo. Na especiagdo metdlica, os parametros mais
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importantes a serem considerados sdao a concentracao, o pH, a for¢a idnica e ainda o efeito

dos fons competidores (GUIBAL, 2004).

Dentre os vdarios bioadsorventes existentes (como macro e microalgas, fungos e
bactérias) temos os polissacarideos tal como a quitina e a quitosana, que possuem
caracteristicas particulares, uma boa estabilidade quimica e também capacidade de

sequestrar fons metalicos.

2.6 Quitosana

Dentre os indmeros polissacarideos, celulose e quitina sdo produzidas em larga
escala, estima-se que aproximadamente 10 bilhdes de toneladas de quitina e celulose sdo
biossintetizadas na natureza a cada ano. A quitina é considerada o segundo biopolimero
mais abundante na natureza depois da celulose e se apresenta na natureza, como
microfibrilas cristalinas que formam componentes estruturais no exoesqueleto de
artrépodes. Sua principal fonte s@o as carapacas de crusticeos como camarao, caranguejo e

lagostas (BABEL; KURNIAWAN, 2003; KURITA, 2006; RINAUDO, 2006).

A quitosana € um copolimero de glucosamina e N-acetilglucosamina. Para sua
obtencdo, a quitina sofre uma desacetilacdo, onde os grupos acetil sdo removidos sob
condi¢Oes bdsicas, para produzir uma cadeia copolimérica com taxas varidveis de
glucosamina e N-acetilglucosamina. As quitosanas geralmente t€ém de 70 a 90% de suas
unidades desacetiladas. Um grande desafio na produgdo de quitosana € atingir um nivel
suficientemente baixo de endotoxinas, adequado para aplicaches biomédicas e
farmacéuticas (MUZZARELLI, 1973; SHALABY et al., 2004). Na Figura 2.5 pode-se

observar o processo de formacgao da quitosana.

OH OH- OH
0 . 0]
HO o— HO o—
NHAc n NH, n

Figura 2.6 - Preparacio da quitosana por hidrdlise em meio basico a partir da quitina (NO;

MEYERS, 1997).
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Enquanto a quitina € insolivel na maioria dos solventes organicos, a quitosana se
apresenta solivel em solucdes diluidas de dcidos. Acidos orginicos como acético, férmico,
latico pirdvico e oxdlico sdo frequentemente usados para dissolu¢cdo da quitosana
(RINAUDO et.al, 1999; KIM et.al, 2006). O melhor solvente encontrado para a sua
dissolucdo € o 4cido férmico, sendo que, o mais usado € o 4cido acético (KIENZLE-
STERZER et al, 1982). Outra forma de dissolvé-la € usando solucdes de dcido cloridrico
(HCI) e 4cido nitrico (HNO3) diluido. Em dcidos fortes como o sulfirico e o fosférico é

insolivel (KURITA, 2006).

Segundo Furusaki et al. (1996), nas posi¢oes C-2, C-3 e C-6, respectivamente, a
quitosana possui trés tipos de grupos funcionais, um grupo amino e dois grupos hidroxilas,
dentre o grupo de hidroxilas uma € priméria e outra secunddria. A Figura 2.7 mostra a

estrutura quimica da quitosana.

CH20H

NH2

Figura 2.7 - Estrutura linear da quitosana (KUMAR, 2000).

A presenca de grupos amino na quitosana indica que o pH altera substancialmente o
estado das cargas e as propriedades da quitosana. Em pHs baixos, os grupos amino sao
protonados e ficam positivamente carregados, isso faz com que a quitosana se torne um
polieletrélito catidnico solivel em 4gua. Por outro lado a medida que o pH aumenta, os
grupos amino da quitosana sao desprotonados e o polimero perde sua carga tornando-se

insoluvel (YI et al., 2006; CHO et al., 2000).

Caracteristicas como, massa molecular, viscosidade, grau de desacetilagdo indice de
cristalinidade, nimero de unidades monoméricas, valor de retencao de dgua, pKa, e energia
de hidratacdo sdo considerados dentre outros as mais importantes da quitosana. A quitosana

€ uma poliamina linear em que os grupos amino estao prontamente disponiveis para reagoes
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quimicas. Possui uma densidade de carga elevada, aderindo negativamente a superficies
carregadas de fons metélicos. A quitosana € conhecida por quelar fons metdlicos através de

ligacdes com os grupos amino (BODEK, 1991).

Sandford (1990), descreveu as propriedades quimicas e bioldgicas da quitosana

como se pode ver na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Propriedades quimicas e bioldgicas da quitosana

Propriedades quimicas da quitosana Propriedades biologicas da quitosana

Poliamina catiOnica

Elevada densidade de cargas em pHs <

6.5 Biocompatibilidade
Adere a superficies carregadas Polimero natural
negativamente Biodegradavel
Forma gel com polidnions Segura e ndo-tdxica
Viscosidade de alto a baixo Hemostatica
Alto peso molecular Bacteriostatica
Agentes quelantes de varios fons Fungistatica
metdlicos de transi¢cdo Espermicida

Disponivel para modificacdes quimicas

Grupos amino/hidroxil reativos

Devido as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da quitosana, ela € largamente
usada em uma vasta gama de diferentes produtos e aplica¢des. Utilizada principalmente
para produtos farmacéuticos, cosméticos, biomédicos, materiais agricolas e produtos
alimenticios a quitosana € usada também em produtos de cuidados pessoais (tratamento de
cabelo, cuidados com a pele, hidratante, cicatriza¢do de feridas), para a gestdo de residuos
(tratamento de lodo de esgoto e residuos da industria da cerveja, da quelacdo de metais
pesados tdoxicos radioativo e materiais), na agricultura (revestimento de sementes,
aumentando a produtividade da cultura, como um agente de floculacdo, tal como um agente

de liberagcdo controlada de pesticidas e herbicidas), por produtos da biotecnologia (para
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separar e purificar os agentes bioldgicos e para imobilizar enzimas e células) (KAS, 1997).
Em cada diferente aplicagcdo, diferentes propriedades da quitosana sdo exigidas. Estas
propriedades podem variar com o grau de desacetilacdo e sua massa molecular (DUTTA et

al. ,2004).

Podem-se observar diversas aplicacdes para quitosana. Uma das mais desenvolvidas

€ a sua utilizacdo como quelante de ions metdlicos, especificamente o fon metélico cobre.

2.7 Atuacao da quitosana na quelaciao de ions metalicos

Para um melhor entendimento de como a quitosana atua na quelacdo dos fons
metalicos, trés itens devem ser analisados. Primeiro como ocorre o processo de interagdo da
quitosana com os ions metdlicos. Este processo vai depender principalmente do nimero de
grupos amino e hidroxila disponiveis, que irdo atuar como sitios de quelacdo. Segundo,
deve-se examinar as propriedades que podem afetar na adsor¢io da quitosana, como o grau
de desacetilacdo, modificacdo quimica, cristalinidade, massa molecular e a forma da
quitosana membranas, filmes, granulos, esferas, nano-particulas etc). E, finalmente, deve-se
analisar as varidveis que podem afetar a capacidade de adsorc¢do. Vdridveis essas que estao
contidas no adsorbato e incluem, o pH e a composi¢do da solucdo que podem também

afetar a protonacdo da quitosana e a especiacdo dos fons metalicos (GUIBAL, 2004).

Os polissacarideos como a quitosana, possuem uma Otima capacidade adsorvente,
pois tem uma alta hidrofilicidade devido aos grupos hidroxil, um grande nimero de grupos
funcionais, a alta reatividade destes grupos e a flexibilidade da cadeia polimérica (CRINI,

2005).

Devido ao par de elétrons livres disponiveis no dtomo de nitrogé€nio, 0s grupos
aminos sdo fortemente reativos com fons metdlicos. Porém, em contato com solucdes
acidas este grupo pode sofrer protonacdo, que diminui o poder de adsor¢do de espécies

metalicas, devido a repulsdo eletrostética destas com o bioadsorvente (GUIBAL, 2004).

Segundo Rhazi et al. (2002), fons de cobre se ligam através de um mecanismo
chamado quelacdo, a adsorcdo ocorre com ligagdes covalentes, onde os ions se ligam

preferencialmente aos grupos aminos e hidroxilas da quitosana.
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Ogawa et al. (1993) propuseram um dos modelos que demonstram o mecanismo de
coordenacdo na formagdo do complexo quitosana-cobre chamado de “pendant model”.
Com base em um estudo de Raios-X envolvendo complexos de quitosana com Cd (II), Zn
(II) e Cu (II), este modelo estabelece que uma espécie metdlica liga-se a um grupo amino

da quitosana como se fosse um pingente.

Este mesmo modelo “pendant model” foi suportado por Domard (1987), onde
sugeriu-se que [Cu NH,(OH);] € o tnico complexo formado pela quitosana e o cobre, seus
ligantes s@o formados por dois grupos OH e um grupo NH;. Considerando a coordenacdo
esférica do cobre, o quarto sitio pode ser ocupado por uma molécula de d4gua ou um grupo
OH na posicao C-3. Monteiro e Airoldi (1999), também compravaram esta hipotese por
medidas de calorimetria. No estudo relataram que o cobre liga-se a trés dtomos de oxigénio

e um atomo de nitrogénio, com geometria quadrado-planar tetraédrica.

Outro modelo, “bridge model”, sugere que os ions metalicos sdo coordenados por
varios grupos amino origindrios da mesma ou de diferentes cadeias do polimero

(SCHLICK, 1986). O mecanismo representativo do modelo “bridge model” pode ser visto

na Figura 2.8.
A\
e T>
| 5 2 \,—0 .. N\_ /ﬂw-"m_‘
l! N, _|,, ,\(/
rf""“xv.-NH,
QUITOSANA CL, i

Figura 2.8 - Mecanismo de quelagdo de espécies metdlicas em quitosana natural

representativo do modelo “bridge model” (KAMINSKI ; MODRZEJEWSKA, 1997).
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Por outro lado, Rhazi et al., (2002), apresentaram dois tipos de complexos para o
cobre e a quitosana, o qual depende do pH da solugdo. A um pH entre 5,3 — 5,8 o complexo
formado é [Cu(—NH2)2+, 20H’, H,0]; enquanto que a um pH > 5,8 sugere-se o seguinte

complexo [Cu(-NH,),**, 20H7]. Os complexos propostos sdo apresentados na Figura 2.9.

Modelo 1 - [Cu(-NH,)**, 20H", H*O] Modelo 2 - [Cu(-NH,),*", 20H7]

Figura 2.9 - Estruturas propostas para o complexo cobre-quitosana , adaptado de Rhazi et

al. (2002).

Mckay et al., (1989) avaliou a adsorcdo de alguns metais utilizando quitosana como
adsorvente . Encontrou-se uma capacidade maxima de adsor¢do para os ions Hg2+, Cu™,
Ni** e Zn** de 815, 222, 164 e 75 mg/g respectivamente. Através de outro estudo realizado
por Peniche-Covas et al., (1992), observa-se que a capacidade de adsor¢do baixou para
430mg/g referente ao fon metdlico Hg2+, utilizando quitosana como bioadsorvente também.
O que explica esta diferenca é que neste ultimo estudo a quitosana foi usada com uma
particula variando de 1.25-2.5 mm (contra 0.21-1 mm do estudo anterior). Uma reducdo no
tamanho da particula permite que a drea superficial aumente, resultando em uma maior
eficiéncia de remog¢do de fons metdlicos. Outro estudo realizado por Ngah e Isa (1998),

mostram que 1 g de quitosana pode adsorver 4,7 mg de Cu**, aum pH de 6,2.
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Os resultados mostrados acima indicam que a quitosana pode ser considerada um bom
adsorvente para metais pesados. Uma médxima capacidade de adsorcdo envolvendo metais
pesados e tendo como bioadsorvente a quitosana, pode ser atribuido a alguns fatores como:
alta hidrofilicidade da quitosana devido a presenca de um grande nimero de grupos
hidroxil, grande niimero de grupos amino primdrios com alta atividade e uma cadeia
estrutural flexivel tornando a configuracdo apropriada para adsorcdo de ions metélicos

(BABEL; KURNIAWAN, 2003).

Kurita et al., (1979), observou que a capacidade de adsorcdo da quitosana varia com a
cristalinidade, afinidade por dgua, grau de desacetilacdo e quantidade de grupos amino.
Polissacarideos com cerca de 50% de desacetilagdo se mostraram efetivos para adsorcao,
para produzir uma quitosana 50% desacetilada e insoluvel, Kurita et al., (1986), sugeriu a
reticulacdo do polimero com glutaraldeido. A reticulagdo reduz a capacidade de adsorgao,

mas esta perda é necessaria para assegurar a estabilidade do polimero.

Dois importantes parametros da quitosana que podem influenciar nas propriedades de
adsorc¢do, sdo o grau de desacetilacio e a cristalinidade. O grau de desacetilagdo controla a
fracdo de grupos amino que podem estar disponiveis para interacdo com fons metalicos e a
cristalinidade do polimero pode controlar a acessibilidade aos sitios de adsor¢ao (OGAWA,
et.al , 1993; OKUYAMA et.al, 1997; MONTEIRO ; AIROLDI, 1999; EROSA et.al,
2001).

A quitosana apresenta diversas vantagens, € um material biodegraddvel, sendo estavel
quimicamente, com boa biocompatibilidade no campo da medicina, podendo ser usada para
o preparo de suturas, vasos sanguineos artificiais e agentes de libera¢do controlada e uma
das principais caracteristicas, possui a capacidade de complexar ions metalicos, incluindo o

ion cobre.

2.8 Estudo do equilibrio na adsorc¢ao

Isotermas de adsorcdo, sdo modelos matemadticos que descrevem a relacdo de
equilibrio da concentracdo do adsorvato na fase fluida e a concentragdo do adsorvato no
bioadsorvente, ou seja, descrevem como se comporta a interacdo entre o soluto e o

adsorvente (ALZAYDIEN; MANASREH, 2009). Estes modelos sio baseados em um
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conjunto de pressupostos que sdo relacionadas com a heterogeneidade/homogeneidade do
adsorvente, o tipo de superficie e a possibilidade de interacdo entre as espécies de
adsorvatos. Os modelos de isoterma frequentemente usados na literatura sdo o de Langmuir

e Freundlich.
2.8.1 Isoterma de Langmuir

A isoterma de Langmuir, é uma isoterma tedrica desenvolvida em 1916 e seu
modelo baseia-se em poucas suposi¢Oes: primeiro, todos os sitios sdo idénticos e
energicamente equivalentes. Termodinamicamente isso implica que cada sitio pode segurar
uma molécula de adsorvato e a adsorcdo ndao pode acontecer além da monocamada.
Segundo, a habilidade da molécula de ser adsorvida em determinado local é independente
da ocupagdo dos sitios vizinhos, o que significa que ndo existirdo interacdes entre as
moléculas adjacentes na superficie e imobilizadas na adsorcao, isto é, a transmigracdo do
adsorvato no plano da superficie € impedido. Para adsorcdo do soluto de um liquido. A

isoterma de Langmuir é expressa pela seguinte equacao :

0, = b QmaxCe (1
¢ 1+4+bC,
Onde C, € a concentracdo dos fons metdlicos na fase liquida no equilibrio; Q, € a
quantidade de fons metalicos adsorvida pela massa de adsorvente no equilibrio, Q. € a

constante relacionada a maxima capacidade de adsorcdo; b € a constante relacionada com a
energia de adsor¢do, ou a relacdo de afinidade entre o adsorvente e o adsorvato (AWALA;

EL JAMAL, 2011).

A fim de se prever se o sistema € “favoravel” ou “desfavoravel” para adsor¢do Hall
et al., (1966) propuseram um fator de separacdo dimensional, R;, ou também chamado de
parametro de equilibrio, sendo uma caracteristica essencial da isoterma de Langmuir, o qual

¢ definido como:

1

RL -
1+bCTef

2)

Onde, Cy.r € a concentragdo de referéncia na fase-fluida do adsorvato € b € a

constante de Langmuir. Para um sistema dnico de adsor¢do, Cy.r € geralmente a maior
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concentracdo encontrada na fase fluida. Valores de R; indicam um modelo de isoterma em

conformidade com o que é mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Tipos de Isoterma de acordo com o valor de R;.

Valores de R, Tipos de Isoterma
0<R,<1 Favordvel
R, > 1 Desfavorével
R;=1 Linear
R;=0 Irreversivel

A isoterma de Langmuir é vialida para adsor¢cdoes em monocamada em uma
superficie contendo um ndmero finito de sitios identificados. O modelo assume adsorcdo

uniforme na superficie e nenhuma migracdo no plano da superficie (HALL et al., 1966).

2.8.2 Isoterma de Freundlich

A isoterma de Freundlich € comumente usada para descrever a adsorcdo
caracteristica para uma superficie heterogénea. Derivada empiricamente em 1912 a

isoterma de Freundlich pode ser expressa pela Equagao 3 (KUMAR; KIRTHIKA, 2009).

Q. = KzC'™ 3)

e

Onde; Ky € a constante relacionada com a capacidade méxima de adsor¢dao; n € a
constante relacionada com a superficie heterogénea (adimensional), ou com a intensidade
de adsor¢do; C, e Q. sdo a concentracdo dos ions metélicos na fase liquido no equilibrio e
a quantidade de ifons metdlicos adsorvida pela massa de adsorvente no equilibrio

respectivamente. A isoterma de Freundlich também assume que a adsor¢do de solutos de
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um liquido através de uma superficie sélida ocorre através diferentes sitios com diferentes

energias de adsor¢cdo (KUMAR; KIRTHIKA, 2009).

2.9 Cinética de adsorcao

A fim de investigar o0 mecanismo que controla o processo de adsorcio como a
transferéncia de massa e as reagdes quimicas, os modelos de pseudo- primeira ordem,

pseudo- segunda ordem e difusdo intraparticula sdo utilizados neste trabalho.

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

log( Qe — Q) =log Q. — 3=t @

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

(LAGERGREN, 1898).

O modelo de pseudo-segunda ordem proposto por Ho e McKay (2000) pode ser
usado para explicar a cinética de adsor¢do. Este modelo € baseado na suposi¢ido de que a
adsor¢do segue uma quimiossor¢do de segunda ordem. O modelo de pseudo-segunda ordem

pode ser expresso como:

t 1 1
Q K2Q% Qe %)

Onde t € o tempo de contato, min, Q, e Q, sdo as quantidades de metal adsorvido,

mg/g, no equilibrio e no tempo t.

O modelo de difusdo intraparticula proposto por Weber e Morris (1962) € descrito

pela Equagao 6.
Qe = k- t°F (6)

Onde k; € a constante deste modelo sendo este parametro caracteristico da taxa do

processo de adsor¢d@o no inicio.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e matérias-primas

- Quitosana (Sigma, 85% de desacetilacdo, E.U.A.)
- Acido acético glacial (Chemco, 99,7%, Brasil)
Os reagentes apresentados a seguir sao de grau analitico:
- NaOH (Synth, Brasil)
- HC1 (Synth, 36,5-38,0%, Brasil)
- Nitrato de cobre trihidratado, CuNO3.3H,0 (Vetec, Brasil)
- L-histidina monocloridrato (Synth, Brasil)
- Beta-Amyloid Peptide (1-42) (American Peptide Company, E.U.A) — BA42
- Beta-Amyloid Peptide (1-40) (American Peptide Company, E.U.A) — BA40

- 1,1,1,3,3,3 - hexafluoro -2 - propanol (Aldrich Chemistry, 99%, E.U.A)

3.2 Preparacao dos bioadsorventes
3.2.1 Preparacdo da solucio de quitosana
Uma solu¢d@o de 2,5% em massa foi preparada através da dissolu¢do da quitosana

em uma solucdo acética com concentracdo de 3% em massa.

A solucdo foi mantida em agitacdo mecanica (Fisatom, 713D, Brasil) a 3000 rpm,
por uma semana e em seguida, filtrada a vacuo para retirada de impurezas. Apds isso foi

estocada a 4°C, para posterior uso na obtengéo das esferas de quitosana (BEPPU, 1999).
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3.2.2 Preparagao das esferas porosas de quitosana

A obtencdo das esferas de quitosana, ocorreu através do gotejamento da solucao de
quitosana a vazdo constante, em uma solucdo de NaOH 1 mol/L, sob agita¢do regular. As
esferas permaneceram em repouso por 24 horas na solucio de NaOH Imol/L e
posteriormente foram lavadas com dgua destilada até atingirem um pH neutro, e entdo

acondicionadas em dgua milli-Q. A Figura 3.1 ilustra o processo de obtenc¢ado das esferas.

Figura 3.1 - Esquema do processo de obten¢@o de esferas de quitosana.
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3.3 Ensaios de adsorcao

O Nitrato de cobre foi o sal escolhido para realizacdo dos ensaios de adsorcdo, sua
escolha foi baseada no diagrama de especiacdo metdlica que se encontra nos Resultados e

Discussoes deste trabalho.

3.3.1 Especiacdo Metdlica

Diagramas de especiacdo de cobre em fun¢do do pH foram simulados utilizando o
software HYDRA (Hydrochemical Equilibrium-Constant Database, Suécia) de modo a se
conhecer o comportamento das diferentes espécies em meio aquoso. Sendo possivel
determinar a melhor faixa de pH para se realizar os ensaios de adsor¢do. O Sulfato e o

Nitrato de cobre foram utilizados na simulacao.

3.3.2 Influéncia da agitacdo na capacidade de adsor¢do

Objetivando analisar a influéncia da agitacao na capacidade de adsor¢do das esferas
de quitosana, ensaios utilizando diferentes condi¢des de agitacdo foram analisados.

Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizada uma solug¢do de cobre com concentracao
inicial de 20 mg/L e pH = 5,0. A cada intervalo de tempo especifico uma aliquota era
retirada e sua concentragdo medida através do espectrometro de absor¢ao atdmica Perkin
Elmer Analyst 300 com chama oxidante de ar-acetileno, instalado no Laboratério de
Saneamento (LABSAN) localizado na Faculdade de Engenharia Civil (FEC), UNICAMP.
Este procedimento foi realizado, utilizando trés diferentes agitagdes: O rpm, 150 rpm e 250
rpm, empregando um banho termostatico (Dubnoff, NT 232, Brasil) 2 uma temperatura de

25°C.

3.3.3 Ensaios de adsorcdo de fons cobre em esferas de quitosana

Inicialmente, foram estudados os fendmenos de adsor¢do envolvendo somente o
sistema Quitosana + Cobre (Qui + Cu(Il)), ou seja, esferas de quitosana previamente
preparadas foram utilizadas para atuar na adsorcao de fons cobre.

O método utilizado para obtenc¢do dos dados foi o estdtico. Os experimentos foram

realizados a temperatura de 25°C empregando um banho termostéitico (Dubnoff, NT 232,
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Brasil) com agitacdo de 150 rpm. O pH foi fixado em 5,0, valor escolhido, com base na

especiacdo metdlica do fon cobre, realizada antes dos ensaios de adsorcao.

3.3.4 Ensaios de adsorcao de ions cobre na presenca de histidina

Conhecido o comportamento do sistema quitosana-cobre, foram entdo iniciados os

experimentos empregando 100umol/L de histidina.

Foram estabelecidos trés diferentes procedimentos para se investigar a atuacdo da

histidina no sistema quitosana-cobre, descritos a seguir:

1° procedimento: (Quitosana + Cobre) + Histidina (ap6s o equilibrio) / (Qui + Cu(II) +His

Neste sistema, quitosana e fons de cobre eram colocados em contato, até atingirem o tempo
de equilibrio ja encontrado previamente. Apds este periodo uma aliquota de histidina, era

adicionada a solucgdo e sua capacidade de adsorcdo e tempo de equilibrio eram medidos.

2° procedimento: (Quitosana + Cobre) + Histidina (antes do equilibrio) / (Cu(Il) + His) +

Qui

Neste segundo sistema, a solu¢do de cobre era colocada em contato primeiramente com
histidina. Apds um tempo pré-estabelecido de 2h, as esferas de quitosana eram adicionadas

ao meio, e novamente sua capacidade de adsorcdo e tempo de equilibrio eram medidos.

3° procedimento: (Quitosana + Histidina) + (Posterior adicdo de cobre) / (Qui + His) +

Cu(TD)

Finalmente, neste terceiro sistema, esferas de quitosana eram colocadas em uma solugdo de
histidina (100pmol/L) por 24horas. Apds isso, as esferas de quitosana foram filtradas e
colocadas em uma solugdo contendo o ion cobre. O tempo de equilibrio e a capacidade de

adsor¢do foram determinados.

As condicdes empregadas para cada sistema sdo as mesmas descritas no Item 3.2.3.
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3.3.5 Cinética de adsor¢ao

Para a cinética de adsorc¢do dos sistemas foram utilizadas duas concentracdes de
cobre:
e solucdo de 500 mL com concentragdo de 20 mg/L.

e solucdo de 50 mL com concentragdo de 250 mg/L.

A massa de esferas porosas de quitosana utilizada foi de aproximadamente 0,6 ge 6 g

respectivamente para cada solugdo.

Em intervalos de tempo especificos, aliquotas destas solu¢cdes eram retiradas, e sua
concentracdo era medida utilizando um espectrometro de absor¢do atomica Perkin Elmer

AA Analyst 100 com chama oxidante de ar-acetileno (LABSAN/FEC/UNICAMP).

A quantidade de fons cobre adsorvida em cada tempo especifico foi calculada usando a

seguinte equagao:

Q(capacidade de adsorgao) = oGV (7)

m

Onde C, € a concentracdo inicial de fons cobre, C, € a concentracdo final de ions
cobre, V € o volume da solucdo de ions cobre e m é a massa das esferas de quitosana usada

para o processo de adsor¢do em base seca.

3.3.6 Isotermas de adsor¢do

Para obten¢do dos dados de equilibrio dos sistemas descritos acima, colocou-se uma
massa de 0,3 g de esferas de quitosana em uma série de tubos falcon contendo 25 ml de
solugd@o de cobre em diferentes concentragdes.

O pH da solugdo foi ajustado com solucdes de NaOH (0,1 mol/L) e HCI (0,1
mol/L), durante o ensaio o pH ndo era ajustado.

O sal utilizado para realizacio dos experimentos foi o CuNO3.3H,O, e a

concentracdo das solugdes variaram de 5 mg/L a 300 mg/L.
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Apds o sistema atingir o tempo de equilibrio obtido através da cinética, eram
retiradas aliquotas de cada solug@o para determinacdo de sua concentracdo através de um
espectrometro de absor¢do atdmica Perkin Elmer AA Analyst 100 com chama oxidante de
ar-acetileno, instalado no Laboratério de Saneamento (LABSAN) localizado na Faculdade

de Engenharia Civil (FEC), UNICAMP.

Para o célculo da capacidade de adsorcao fez-se uso da Equagao 7.

3.3.7 Isoterma de adsorcdo utilizando o peptideo BA

3.3.7.1 Preparacdo do filme peptidico

O peptideo utilizado na realizagdo deste experimento foi o BA42, e a obtencao dele
se deu pela preparacdo de um filme peptidico. Este filme foi obtido através da dissolucao
do mesmo em 1,1,1,3,3,3 — hexafluoro -2 — propanol (HFIP) para obter-se uma solucdo de
ImM de BA42, peptideo utilizado neste experimento. A solug¢do contendo o peptideo e o
HFIP foi entdo dividida igualmente em seis aliquotas de 35uL. e para evaporacao do HFIP
foi deixada em uma capela por 90 min e centrifugada sob vicuo para total evaporacdo do

HFIP, apo6s este procedimento o filme foi estocado a -80°C (STINE et al., 2003).

Este procedimento foi realizado no Laboratério de Desenvolvimento de Farmacos e
Medicamentos (LAFAME) da Profa. Dr. Wanda P. Almeida do Instituto de Quimica da
Unicamp, portanto venho através deste agradecer a disponibilidade para viabilizacdo deste

experimento.

3.3.7.2 Isoterma de adsorcdo

Solucdes de cobre contendo diferentes concentracdes foram colocadas nos
eppendorfs contendo o peptideo BA42, e foram deixados por 2 horas até que alcangassem o
equilibrio. Apds isso, uma massa de 0,01 g de esferas de quitosana foi colocada em contato
com as solucdes contendo o peptideo e a solucdo Cobre. O pH da solucao foi fixado em 5,0

e durante o ensaio ndo foi ajustado. A concentrac¢do das solugdes variaram de 5 mg/L a 300
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mg/L. O experimento foi realizado a uma temperatura de 25°C, controlado por uma estufa,

sem agitacao.

ApO6s o sistema atingir o tempo de equilibrio de 100 h, eram retiradas aliquotas de
cada solugcdo para determinacdo de sua concentracdo através de um espectrOmetro de
absor¢do atdmica Perkin Elmer Analyst 300 com chama oxidante de ar-acetileno, instalado
no Laboratério de Saneamento (LABSAN) localizado na Faculdade de Engenharia Civil
(FEC), UNICAMP. Para o célculo da capacidade de adsor¢do fez-se uso da Equacao 7.

3.4 Meétodos de Caracterizacao

Depois de concluidos os ensaios de adsor¢@o de ions cobre pela quitosana, com e sem
a presenca de PA/histidina, foram realizadas caracterizacdes com o objetivo de
compreender melhor as interagdes que ocorreram nos ensaios. As caracterizacdes foram
realizadas com as esferas de quitosana, antes e apds a adsor¢c@o de fons cobre, e apds a
adicao de histidina, com excecdo da técnica de espectroscopia de energia dispersiva de
Raios-X (EDX) utilizada somente para caracterizar as esferas apds adsor¢ao de ions cobre e
adicao de histidina, e das técnicas de espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS) e
estrutura fina estendida de absor¢cdo de Raios-X (EXAFS) realizadas com algumas

particularidades expostas nos itens 3.3.6 € 3.3.7 .

3.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi usada para verificar a morfologia da
superficie. As andlises foram realizadas nos microscopios do Laboratério de Recursos
Analiticos e de Calibragao (LRAC- FEQ/UNICAMP) com um microscopio eletronico de
varredura LEO Electron Microscopy/Oxford (Leo440i, Inglaterra).

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

liofilizacdo Labcomco (Freeze Dry System/Freezone 4.5, Brasil) no Laboratério de
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Engenharia Quimica e Produtos (LEQUIP -FEQ /UNICAMP), a um vicuo 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 metalizacao Polaron (SC7620, Inglaterra) (LRAC -

FEQ/UNICAMP).

3.4.2 Diametro médio das esferas de quitosana

. , ® [N
Foram analisadas 30 esferas através do software Imagel] ™, resultando em um didmetro

médio das esferas porosas de quitosana utilizadas neste trabalho.

3.4.3 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

Foi utilizada a técnica EDX acoplada a MEV para analise das esferas de quitosana
depois da adsorc@o de ions cobre e na presenca de histidina. Esta andlise possibilitou,
observar qual a distribui¢do dos fons metalicos cobre presentes na amostra Esta andlise foi
realizada no LRAC da FEQ/UNICAMP, utilizando-se um equipamento de microscopio
eletronico de varredura LEO Electron Microscopy/Oxford (Leo440i, Inglaterra). Os
parametros empregados para andlise foram 15 kV de tensdo e tempo para mapeamento de

10 min. As amostras foram analisadas no LRAC da FEQ/UNICAMP.

3.4.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR - ATR)

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica que visa o estudo da estrutura
molecular, baseada na absor¢do de radia¢do no infravermelho pelos modos de vibracdes das
ligacdes 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 Scintific, Nicolet 6700 (E.U.A) com acessério ATR Smart Omni-

Sampler. As andlises foram feitas nas esferas de quitosana antes e depois da adsorcdo de
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ions cobre e na presenga da histidina. A andlise das amostras foi realizada no LRAC na

FEQ/UNICAMP.

3.4.5 Difracdo de Raios-X (DRX)

Esta técnica possibilitou analisar vérios parametros dos cristais presentes na
amostra. Permitindo a determinacdo real da estrutura e orientacdo dos cristais, andlise
quimica, investigacdo do equilibrio de fases, estudo de deformacdo plastica, dentre outros

(ALBUQUERQUE, 1985).

Para realizacdo destas anélises 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.

3.4.6 Estrutura Fina Estendida de Absorcao de Raios-X (EXAFS)

A estrutura fina estendida de absor¢do de Raios-X (EXAFS) estd associada a
medida do coeficiente linear de absor¢do de Raios-X (u) de um material em funcio da
energia do feixe incidente, fornecendo informagdes estruturais sobre as duas ou trés
primeiras camadas atdmicas em torno do dtomo central. Esta andlise permite determinar
precisamente a vizinhanca do dtomo principal do complexo de adsorcdo, seu nimero de
coordenacdo e as distancias interatdmicas do adsorvato (FAY er al., 1988). As
determinacdes estruturais por EXAFS dependem da viabilidade do tratamento dos dados.
Isto pode ser feito através do ajuste da curva ou utilizando-se a técnica da transformada de
Fourier que fornece a funcao distribuicao radial de vizinhos e relaciona as posi¢des dos
picos com a distancia destes ao dtomo absorvedor, bem como suas amplitudes com o

numero de vizinhos (ASHLEY; DONIACH, 1975).

O EXAFS basicamente aparece do processo fisico que envolve a interferéncia. A
funcdo de onda do elétron excitado se propaga para além do 4dtomo e é parcialmente

refletida pelos dtomos vizinhos. A interferéncia entre a onda que se propaga e a que €
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refletida pelos datomos vizinhos causa as ondulacdes no espectro de absor¢cdao. A
interferéncia € construtiva ou destrutiva dependendo do comprimento de onda associado ao
elétron e da distincia interatdmica. Assim, através do tratamento dos dados de EXAFS

podem-se determinar as distancias interatdmicas entre o dtomo que sofreu a excitacdo e os

seus vizinhos préximos (LEE et al., 1981; PARSONS et al., 2002).

Cada elemento quimico possui uma borda de absor¢do caracteristica, esta borda é
identificada quando ocorre um salto no espectro de absorcao, referente a energia de Raios-
X incidente ser maior ou igual a ligacdo de um elétron nas camadas mais proximas do

nucleo do atomo (K ou L) (NEWVILLE, 2004).

As medidas foram de EXAFS foram realizadas na linha de luz D04B - XAS do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil), com as seguintes
especificagdes técnicas: Fonte de luz: ima defletor D04B (15°), ay = 0,222mm; Feixes na
amostra (dimensées e fluxo): vertical : 0,5 - 1,5 mm e horizontal : 1,0 - 10,0 mm, Fluxo na
amostra: 3 x 109fét0ns/(s.mrad.100mA) 6 keV; Monocromador: cristal sulcado de silicio
Si(111) (2d = 6,271 A): 3 000 - 12 000 eV, Si(220) (2d = 3,840 A): 5 000 - 24 000 eV;
Resolugdo em energia (E/. E): 5.000 - 10.000; Detectores: camaras de ionizacao, detector
de elétrons em atmosfera de He, cintilador para altas contagens, detector de estado sélido
Si(Li), detector de estado s6lido Ge (15 elementos); Facilidades experimentais: criostato
com circuito fechado de He : 8K - 300 K, criostato/forno : 80K - 700 K, Potenciostato para

eletroquimica in-situ.

Nesta andlise foram testados somente dois sistemas, Cu(Il) + Qui e (Cu(Il) + His) +
Qui. Os dados de EXAFS foram analisados pelo software ATHENA®, que permitiu através
do espectro bruto a extracao das oscilacdes de EXAFS, y(k), também chamada de funcao de
EXAFS. Apos a obtengdo de y(k), aplica-se a transformada de Fourrier, resultando em uma
funcdo radial, esta funcao radial se aproxima da distribui¢do dos dtomos vizinhos em torno
do atomo central, e cada pico do gréafico obtido a partir da transformada de Fourrier pode
corresponder a uma esfera de coordenacdo, de um determinado dtomo ou diferentes dtomos

ligados aos grupos funcionais da quitosana.
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3.4.7 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo - SAXS

O espalhamento de Raios-X a baixo angulo representa uma das técnicas mais
adequadas para estudos estruturais no nivel atdbmico e molecular, pois permite caracterizar
a conformacdo geral de proteinas e outras macromoléculas ordenadas ou desordenadas de
diferentes conformagdes e tamanhos em solucdo a uma resolu¢do entre 50 e 10 A
(BERNAD(); SVERGUN, 2012; PUTNAM et al., 2007). Através dos dados de SAXS
podem-se obter informagdes, sobre o raio de giro, volume, massa molecular, conformagao
geral, organizacdo espacial e mudancas estruturais, além de uma andlise quantitativa do
grau de compacidade (que pode ser correlacionado com o grau de enovelamento) de uma

proteina flexivel e/ou com grandes regides desestruturadas (TREWHELLA, 1997).

SAXS € uma técnica que permite estudar caracteristicas estruturais de tamanho
coloidal (de 10 A a 1000 A) de moléculas em solucdo e suas organizacdes dentro de um
material. O mais surpreendente da técnica de SAXS € a possibilidade de realizar uma
modelagem de baixa resolu¢do, usando célculos ab initio, para se obter um modelo
tridimensional para o envelope molecular de uma proteina. Essa reconstitui¢io
tridimensional fornece um modelo de baixa resolucdo, ja que os dados de SAXS fornecem
informacdes de dimensdes coloidais sobre a forma da particula. Porém, um dos mais
importantes aspectos da técnica de SAXS € que ela permite o estudo de proteinas em
solucdes muito proximas das condi¢Oes fisioldgicas, além de permitir a andlise de

mudancas estruturais em resposta a variagdes das condi¢des externas (SILVA, 2010).

A técnica de SAXS consiste num processo de espalhamento eldstico que ocorre
quando os Raios-X de alta energia (da ordem de 1,5 A) atingem um material e interagem
com os elétrons do mesmo. A radiacdo espalhada pelos elétrons nesse caso € isotrdpica e as
ondas espalhadas interferem entre si de forma construtiva ou destrutiva, dependendo da
fase relativa das diferentes ondas. As interferéncias produzidas dependem das relativas
posicdes atdmicas e por consequéncia, a amplitude e intensidade da onda difratada em uma
determinada direcdo estardo relacionadas com a distribuicdo espacial dos atomos do

material (PUTNAM et al., 2007).
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O experimento consiste na exposi¢do da solu¢do de proteinas, acomodadas em um
capilar ou cubeta, a um feixe colimado de Raios-X e cuja intensidade espalhada é registrada
em funcdo do angulo de espalhamento 20 por detectores bidimensionais. A mesma medida
¢ realizada apenas para o tampao na qual se encontra a proteina. A subtracdo do
espalhamento observado para a solugdo de proteinas em relagdo ao tampdo resulta na

informacdo de espalhamento apenas da macromolécula (BERNADO & SVERGUN, 2012).

O SAXS mede a intensidade de espalhamento versus o vetor de espalhamento, q,

que € definido pela Equagao 1:
q = 4m /A senf ®)

Onde 6 é a metade do angulo em que a radiacdo € espalhada e A é o comprimento de

onda da radia¢do incidente.

A curva de espalhamento pode fornecer vdrias informagdes, uma delas € o raio de
giro (Rg), que representa a raiz quadrada do quadrado das distdncias médias de cada 4tomo
em relacdo ao centro da particula. A informacgao sobre o Rg € encontrada através do plot de
Guinier (In(I) vs. q°), que mostra uma funcdo linear préxima ao 4ngulo zero e cuja
inclinacao € usada para calcular o Rg. Este pardmetro permite avaliar a forma, o tamanho e

a compactagdo da particula em estudo (GUINIER; FOURNET, 1955).

Outra informag@o que podemos deduzir com a curva de espalhamento € o plot de
Kratky (q° x I(q) vs. q). Este plot possui padrdes especificos que permitem avaliar se a
proteina esta estruturada, parcialmente desordenada e desnaturada (PUTNAM et al., 2007).
A informacao global contida na curva de espalhamento pode ser submetida a operacdo de
transformada de Fourier para gerar a funcido de distribuicdo de pares P(r). Esta funcdo
descreve todas as distancias entre os elétrons em uma proteina e permite a reconstrug¢ao
tridimensional através de modelos de envelope molecular denominados ab initio

(SVERGUN et al., 2001).

Nesta analise o peptideo BA40 foi utilizado, e a preparagao dos filmes peptidicos foi
a mesma utilizada no item 3.4.7.1. Os sistemas analisados foram Qui, Cu(Il) + BA, (Cu(I)

+ BA) + Qui e (Cu(Il) + His) + Qui. A preparacao dos sistemas Cu(Il) + BA, (Cu(Il) + BA)

36



+ Qui e (Cu(Il) + His) + Qui, se deu pela adi¢ao de solucdes de Nitrato de Cobre, ao
peptideo BA40 e histidina respectivamente, onde foram deixados por 2 horas para atingir o
equilibrio, e posterior adi¢do de quitosana foi efetuada. Para viabilizacdo da anélise, foram
utilizadas nanoesferas de quitosana previamente preparadas pelo método de gelificacio
ionotropica, onde ocorre a reticulagdo idnica da quitosana com contra-ions multivalentes, as
particulas resultantes possuem tamanhos da ordem de nanometros (SILVA, 2006). Outro
fato observado, foi que para diluicdo do peptideo BA foi utilizado tampao TRIS 20 mM e a

concentracao da solucao de nitrato cobre utilizado nos sistemas foi de 30 mg/L.

Os dados de SAXS foram coletados utilizando a linha de luz SAXS?2, localizada, no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil) utilizando um detector
2D (Pilatus-Dectris). Foi utilizado um comprimento de onda de 7»=1,51/°\, detector
bidimensiona (MarCCD). O experimento foi realizado a 25 °C com uma distancia amostra-
detector de 1674,5 mm que permitiu registrar os dados em um intervalo de 0,01< q < 0,32
A’'. Os dados eram normalizados pela intensidade do feixe incidente e multiplicando-os
pela absorcdo da amostra. O espalhamento da solucdo tampao foi subtraido da curva de
espalhamento da solucdo dos sistemas analisados, a solu¢do tampao utilizada foi o TRIS 20
mM. A andlise dos dados bem como a obten¢do do Rg e do grafico de Kratky foi feito

utilizando-se o programa PRIMUS® do pacote ATSAS®.
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4 Resultados e Discussoes
4.1 Resultados dos ensaios de adsorc¢ao de ions cobre
4.1.1 Especiagao metdlica

Os diagramas de especiagdo mostram a distribuicdo das espécies metdlicas de cobre em
funcdo do pH em uma solucdo aquosa. Através destes diagramas, decidimos qual o sal, e
qual o pH que seria utilizado nos estudos de adsorcdo. Os sais analisados pelo diagrama de
especiacdo metalica foram o nitrato de cobre e o sulfato de cobre com uma concentragdo de
20 mg/L para ambos. Decidiu-se pela utilizacdo do nitrato de cobre, pois observando os
diagramas constatamos que para a solucao de sulfato de cobre existem sais ndo dissociados
nos valores de pH abaixo de 5, onde o cobre tem a sua forma dissociada Cu?**. Ao utilizar
este sal no processo de adsor¢do poderia levar a erros na quantificacdo de cobre adsorvido,

visto que parte do cobre estaria precipitado em solugao.

Apo6s a escolha do sal que seria utilizado, foi escolhido em qual pH os experimentos
seriam realizados. Analisando o diagrama de especiacdo para o Nitrato de Cobre, observa-
se que a forma dissociada do cobre, Cu”*, encontra-se em pHs menores que 5. Em pHs
maiores que 5, o metal Cu™ precipita na forma de Cu(O). Sabemos que em solugdes dcidas
a quitosana pode sofrer protonacdo, isso causaria uma diminuicdo na capacidade de
adsor¢do dos fons metélicos, desta forma, o pH escolhido para a realizacdo dos

experimentos foi 5.
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Figura 4.1 - Diagrama de especia¢do metdlica do sulfato de cobre, Cu(Il) = 20 mg/L.
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Figura 4.2 - Diagrama de especia¢do metalica do Nitrato de Cobre, Cu(Il) = 20 mg/L.
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4.1.2 Influéncia da agitac@o na capacidade de adsor¢do

Na Figura 4.3, temos ensaios de adsor¢do envolvendo 3 diferentes agitacdes. Estes
ensaios foram feitos de forma a se avaliar qual a melhor agitagdo para se utilizar nos
experimentos. As agitagdes utilizadas foram, 250 rpm, 150 rpm e O rpm empregando um
banho termostatico (Dubnoff, NT 232, Brasil). De acordo com os resultados encontrados
ndo € possivel afirmar que a agitacdo esteja influenciando na capacidade de adsorcdo de
ions cobre, mostrando que a agitacdo ndo € uma limitacdo a transferéncia de massa externa
no processo de adsor¢do. Também se deve ponderar que o “set up” de rpm usado varia
conforme o equipamento usado, mas um estudo realizado por Ngah et al. (2004), onde sao
utilizadas esferas de quitosana e quitosana-dlcool polivinilico, ocorre um aumento na
capacidade de adsorcao, devido ao aumento na agitacdo. A agitacdo 6tima encontrada por
Ngah et al. (2004), foi de 500 rpm, resultando em uma capacidade méaxima de adsor¢do de
0,7109 mmol de Cu(Il)/g de adsorvente, resultado este, superior ao encontrado por este
trabalho. Como ndo foi possivel testar agitacdes superiores a 250 rpm, ndo podemos
afirmar que com uma maxima agitacdo a capacidade de adsor¢do aumente, o que pode-se
afirmar através deste estudo é que as agitacdes testadas ndo estdo influenciando o processo

de adsorc¢do, desta forma, escolheu-se a agitacdo de 150 rpm para realizar os experimentos.
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Figura 4.3 - Estudo do efeito da agita¢do na cinética de adsor¢do de fons de cobre em

esferas de quitosana utilizando uma solugao de 20 mg/L.
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4.1.3 Cinética de adsorcao de fons cobre com e sem a presencga de histidina

A taxa pela qual os fons metélicos sdo transferidos do soluto para superficie do

adsorvente, determina a cinética de adsor¢do e também a efici€éncia do processo. O estudo

da cinética promove uma idéia do possivel mecanismo de adsor¢do juntamente com oOs

caminhos da reacdo até que ocorra o equilibrio. O tempo de residéncia do soluto na

superficie do adsorvente € importante para determinar se o processo chegou ao fim e

também para estimar a adsor¢do total que ocorreu no processo.

O estudo da cinética foi realizado em banho finito para duas concentragdes iniciais

de cobre: 20 mg/L e 250 mg/L. Os resultados encontrados para os sistemas: Qui + Cu(Il),

(Cu(I) + His) + Qui e (Qui + His) + Cu(Il) podem ser vistos nas Figuras 4.4 e 4.5.
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Figura 4.4 - Cinética de adsorcao para os sistemas Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) + Qui e

(Qui + His) + Cu(Il) com concentragdo inicial de 20 mg/L.

42



1,2 + A A

& OO0

OO0 0‘ —
ghes ©s
... @ Qui+Cu(ll)

B (Cu(Il)+ His) +Qui

Qt(mmol de cobre/g de adsorvente seco)

(Qui+His) + Cu(ll)

40 60 80 100 120
Tempo(h)

Figura 4.5 - Cinética de adsor¢do Cinética de adsor¢do para os sistemas Qui + Cu(Il),

(Cu(II) + His) + Qui e (Qui + His) + Cu(Il) com concentracao inicial de 250 mg/L.

Através das curvas cinéticas podemos observar que o tempo de equilibrio para os
sistemas foi de = 100 h, este resultado assemelha-se a um estudo realizado por Wu et al.
(2013), onde sdo utilizadas esferas porosas de quitosana-tripolifosfato para adsor¢do de fons
cobre, encontrando um tempo de equilibrio de 120 h. Em relacdo as cinéticas realizadas
com concentragdo inicial de 250 mg/L obserou-se uma interacao entre quitosana e histidina,
pois no sistema (Qui + His) + Cu(Il) a capacidade de adsor¢ao aumenta em relacdo ao
sistema Qui + Cu(Il). Este fato indica que a altas concentracdes, a ordem de adi¢do da
histidina € importante e que a quitosana teria dificuldade de adsorver o cobre ja coordenado

pela histidina. Em suma, a ordem de adi¢@o da histidina muda o equilibrio quimico final.

De acordo com Deschamps (2005), o pka da histidina possui um valor de 6,0.
Dependendo do pH em que a solugdo se encontra, a carga da histidina pode variar. Quando
se tem uma faixa de pH de 2 a 6, os grupos amino e imidazol da histidina encontram-se

protonados. A protonacio destes grupos impede que exista uma coordenagdo entre o ion
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cobre a histidina, ou seja, a histidina pode estar interagindo com a quitosana, em vez de

atuar como quelante de fons cobre.

Na Figura 4.4, nota-se que somente a curva cinética Qui+Cu se distancia das
demais, evidenciando que o equilibrio deve ocorrer da mesma maneira nos 2 casos

variando-se a ordem de adi¢do da histidina.

A capacidade de adsor¢dao aumenta com a concentracao inicial de 250 mg/L, o que
era esperado. Uma concentracdo inicial alta significa um aumento na for¢a motriz causado
pelo gradiente de concentracdo e efeitos da transferéncia de massa, resultando em um

aumento da capacidade de adsor¢do (WAN et al., 2010).

Para o sistema (Qui + Cu(Il)) + His, onde adiciona-se histidina apés Cu(Il) + Qui
entrarem em equilibrio observa-se através da Figura 4.6 que ocorre uma dessor¢ao de ions
cobre na solugdo, provando novamente que a histidina pode estar competindo com a
quitosana. Pode-se constatar que a porcentagem de fons dessorvidos de cobre é mais
evidente para uma concentracdo inicial de 250 mg/L, reafirmando a teoria de Wan et al.

2010.
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Figura 4.6 - Cinética de dessor¢ao para o sistema (Qui + Cu(Il)) + His, para a concentragao

inicial de 20 mg/L e 250 mg/L.

As curvas cinéticas referentes ao sistema Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) + Qui e (Qui
+ His) + Cu(Il) com concentracdo inicial de 20 mg/L foram avaliadas através dos modelos
cinéticos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Difusdo intraparticula, os
resultados para cada sistema se encontram nas tabelas e graficos abaixo, o software usado

para tal anédlise foi Microsoft Excel.
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Figura 4.7 - Ajuste linear dos sistemas Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) + Qui e (Qui + His) +

Cu(II) para o modelo cinético de pseudo-primeira ordem.
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Tabela 4.1 - Ajustes dos parametros ao modelo de pseudo-primeira ordem

Sistema Q.(mmol/ g de quitosana seca) k,(h™!) R?
Qui + Cu(ID) 0,877 0,0023 0,94
(Cu(II) + His) + Qui 0,611 0,0024 0,95
(Qui + His) + Cu(Il) 0,584 0,0033 0,97
800 -
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|
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2
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Figura 4.8 - Ajuste linear dos sistemas Qui + Cu(II), (Cu(Il) + His) + Qui e (Qui + His) +

Cu(II) para o modelo cinético de pseudo-segunda ordem.
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Tabela 4.2 - Ajustes dos parametros ao modelo de pseudo-segunda ordem (20 mg/L)

Sistema Q.(mmol/g de quitosana seca) k,(g/mmolmin) R?
Qui + Cu(Il) 0,221 0,00103 0,99
(Cu(Il) + His) + Qui 0,164 0,00038 0,98
(Qui + His) + Cu(I) 0,195 0,00039 0,93

As Tabelas 4.1 e 4.2 apresentam os parametros encontrados para os modelos
cinéticos de adsor¢do de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem. Observa-se que
para os sistemas Qui + Cu(Il) e (Cu(Il) + His) + Qui os valores tedricos de Q. estimados
pelo modelo cinético de pseudo-primeira ordem se mostram significativamente diferentes
dos valores determinados experimentalmente, além disso, o coeficiente de correlacao R? ¢
muito menor que 1, enquanto que os coeficientes de correlacdo se mostram melhores para o
modelo cinético de pseudo-segunda ordem. Este resultado para o coeficiente de correlagdo
sugere que a adsor¢cdo de fons cobre nestes dois sistemas ocorra pela cinética de pseudo-
segunda ordem. Outro fator observado é que os valores calculados para capacidade de
adsorcdo no equilibrio Q. estdo muito préximos dos valores experimentais encontrados.
Com isso, podemos concluir que a etapa limitante no processo de adsor¢do dos fons cobre
nos sistemas Qui+Cu(Il) e (Cu(Il)+His) + Qui é a adsor¢cdo quimica envolvendo
compartilhamento ou troca de elétrons entre Cu(Il) e a quitosana. Isto significa que a taxa
global do processo de adsorc¢do de cobre parece ser controlada pela adsor¢ao quimica e nao
pelo transporte de massa (CHIOU; LI, 2003). Porém analisando-se o sistema (Qui + His) +
Cu(II) o modelo de pseudo-primeira ordem se ajusta melhor aos dados, este modelo sugere
que a adsorcdo ocorra através de ligacdes reversiveis que acontecem na superficie do
adsorvente e que portanto a etapa limitante neste caso € difusdo externa e nido mais a
adsorcdo quimica (LOW et al., 2000). Isso pode indicar uma possivel interacdo entre
quitosana e histidina que pode estar ocorrendo na superficie das esferas de quitosana,
diferentemente do outro sistema (Cu(Il) + His) + Qui, onde ocorre uma competi¢ao entre

quitosana e histidina pelos fons cobre.
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Outro ponto que podemos observar para o modelo de pseudo-segunda ordem, é que
com a adicdo de histidina no sistema tem-se uma diminui¢do na taxa de adsor¢do
representada pelo parametro k,, isso pode ser explicado pelo fato de que quando histidina é
adicionada ao sistema existe uma competicdo pelos fons cobre, tornando mais dificil a

ligacdo entre fons cobre e a quitosana, levando a uma taxa de adsor¢@o mais lenta.

Os modelos de adsor¢do sempre sao construidos com base em trés fases
consecutivas, primeiro temos a difusdo através do filme liquido que envolve as particulas
do adsorvente, também chamada de difusdo externa ou difus@o no filme. Segundo temos a
difusdo no liquido contido nos poros e/ou na parede dos poros, chamada de difusdo interna
ou difusdo intraparticula e finalmente ocorre a adsor¢do e dessorc¢do entre o adsorbato e os

sitios ativos (LAZARIDIS; ASOUHIDOU, 2003).

As equacdes de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem predizem somente o
comportamento ao longo de toda adsor¢do, mas nao confirmam um mecanismo de adsor¢ao
particular e ndo conseguem representar o mecanismo de difusdo. Com o objetivo de propor
um processo razodvel de difusdao para a adsorcdo de ions cobre, o modelo de difusdo

intraparticula foi analisado.
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Figura 4.9 - Ajuste linear dos sistemas Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) + Qui e (Qui + His) +

Cu(II) para o modelo cinético de Difusao Intraparticula.
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Tabela 4.3 - Ajustes dos pardmetros ao modelo de Difusdo Intraparticula (20 mg/L)

Sistema k; R?
Qui + Cu(II) 0,021 0,98
(Cu(II) + His) + Qui 0,015 0,99
(Qui + His) + Cu(Il) 0,018 0,97

Pode-se observar através da Figura 4.9 que existe uma multilinearidade dos pontos
para os trés sistemas observados, esta multilinearidade sugere que existem dois ou mais
passos envolvidos no processo de adsor¢dao (SUN; YANG, 2003). Se a linha do modelo ndo
passar pela origem, isso indica que o transporte intraparticula nao € o limitante no processo
de adsorc¢do, desta forma pode-se observar na Figura 4.9 que os pontos experimentais nao
passam pela origem, mostrando que a existem duas ou mais etapas envolvidas no processo

de adsorcdo (OZCAN et al., 2006).

4.1.4 Isotermas de adsorcdo de ions cobre com e sem a presenca de histidina

Através dos dados de equilibrio podemos descrever como os adsorvatos interagem
com os adsorventes, sendo de grande valia também para aperfeicoar o uso dos adsorventes.
Os dados experimentais de adsor¢ao dos sistemas estudados: Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) +
Qui, (Qui+Cu(Il)) + His e (Qui+His) + Cu(Il) sdo mostrados na Figura 4.10. Os resultados
claramente indicam que com adicdo de histidina, a capacidade de adsorcio das esferas de
quitosana decresce. Pode-se observar também que a ordem em que a histidina é adicionada

ao sistema nao interfere no equilibrio do mesmo.
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Figura 4.10 - Isotermas de adsor¢do referente aos sistemas: Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) +
Qui, (Qui+Cu(Il)) + His e (Qui+His) + Cu(II)

No presente estudo, foram utilizados os modelos de Langmuir e Freundlich a fim de
se conhecer o comportamento de cada sistema. Os ajustes foram realizados pelo software
Origin® e utilizou-se o método de regressdo ndo linear. A Figura 4.11, mostra os modelos
ajustados para cada sistema e os resultados desta anélise podem ser vistos nas Tabelas 4.4 e

4.5
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Figura 4.11 - Modelos de Langmuir e Freundlich, ajustados as isotermas dos sistemas, Qui

+ Cu(1D), (Cu(D) + His) + Qui, (Qui+Cu(Il)) + His e (Qui+His) + Cu(Il).
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Tabela 4.4 - Parametros obtidos pelo ajuste dos dados de equilibrio pelo modelo de

Langmuir.
Sistema Q.4 (mmol/ g de quitosana seca) b R?
Qui + Cu(ID) 0,927 0,960 0,97
(Cu(ID) + His) + Qui 0,647 1,246 0,99
(Qui + Cu(ID) + His 0,642 1,019 0,98
(Qui + His) + Cu(II) 0,610 1,837 0,98

Tabela 4.5 - Pardmetros obtidos pelo ajuste dos dados de equilibrio pelo modelo de

Freundlich.

Sistema k; (mmol/ g de quitosana seca) n R,

Qui + Cu(Il) 0,154 0,497 097
(Cu(Il) + His) + Qui 0,077 0,467 0,96
(Qui + Cu(Il)) + His 0,078 0,511 097
(Qui + His) + Cu(ID) 0,066 0,409 098

Pode-se concluir que os dois modelos tanto de Langmuir quanto o de Freundlich,
forneceram boas correlacdes com os dados experimentais, € se mostraram adequados aos
dados de equilibrio. O modelo de Langmuir assume que o soluto é adsorvido em um
numero finito de sitios e que a adsor¢cao ocorre em monocamadas onde nao existe interacao
entre as moléculas adsorvidas (NGAH; FATINATHAN, 2008). O modelo de Freundlich é

baseado em uma equagdo empirica e a adsor¢cdo do soluto geralmente ocorre em sitios
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ativos com niveis de energia heter6genos em uma superficie heterogénea (SEN GUPTA;

BHATTACHARYYA, 2011).

Isso indica que talvez a adsor¢@o ndo esteja ocorrendo sé na monocamada, e que
além dos grupos amino que geralmente sdao responsdveis pela quelacdo dos fons metélicos

cobre, podem existir outros grupos fazendo parte da adsor¢ao.

A capacidade méxima de adsor¢do da quitosana em relagao aos ions cobre, pode ser
comparada com um estudo realizado por Ngah e Fatinathan (2008) onde ele também utiliza
esferas de quitosana para adsorcdo de cobre. A capacidade mdxima encontrada por Ngah e
Fatinathan (2008) foi superior a encontrada neste estudo. Isso se deve ao fato de que no
estudo realizado por Ngah e Fatinathan (2008) as esferas possuiam um didmetro menor do
que as esferas que foram utilizadas neste trabalho. A reducdo do tamanho da esfera
proporciona um aumento na drea superficial, permitindo uma maior eficiéncia na remog¢ao

dos ions cobre.

A constante ,n, do modelo de Freundlich indica o favorecimento da adsorcdo. Se o
valor de n for menor que 1, a intensidade de adsorcdo é favoravel em todo o intervalo de
concentracdo usado, porém, um valor de n maior que 1, significa que a adsorcdo é
favordavel somente em altas concentracdes. A intensidade de adsor¢do m para todos os
sistema estudados foi menos que 1, indicando que a adsor¢do € favordvel no intervalo de

concentracao usado neste experimento (NGAH; FATINATHAN, 2008).

O parametro da isoterma de Langmuir, Q,,s, (mmol/ g de quitosana seca) representa
a capacidade maxima de adsorcao do adsorvente. A adi¢ao de histidina no sistema ocasiona
um decréscimo no Qs 1550 nos leva a hipdtese de que a histidina esteja competindo com
a quitosana pelos fons metdlicos cobre, diminuindo dessa forma a capacidade de adsorcao
das esferas de quitosana. A constante de equilibrio b representa 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¢ca de interagdo do adsorvente com o
adsorvato. Pode-se observar que o valor de b aumenta com a adi¢do de histidina, o que
significa que a histidina remanescente na matriz promove um aumento na forca de

interacdo do cobre com a quitosana. Um acréscimo no parametro de interacdo b deveria
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aumentar a capacidade méaxima de adsorcdo, mas o que se observa é o contrdrio, ocorre

uma diminui¢do na capacidade de adsor¢do.

O parametro R; indica se o sistema € ou nao favoravel a adsor¢ao. Foram calculados
os valores de R;, para os quatro sistemas estudados, seus respectivos resultados sdo
mostrados na Tabela 4.6. A equagdo usada para o célculo foi a Equacao 2. Através da
Tabela 4.6 observa-se que todos os valores encontrados se mantiveram entre 0 e 1
mostrando que todos os sistemas sdo favoraveis a adsor¢do. Outro ponto observado é que
quando a concentracdo inicial de fons cobre é de 0,09 mmol/L os valores de R; se
aproximam de 1 denotando que para concentracdes abaixo deste valor os sistema estudados
tendem a ser desfavordveis para adsor¢cdo. Enquanto que em concentragdes mais altas os
valores de R; tendem a se aproximar de O apontando sistemas irreversiveis. Portanto pode-
se concluir que o sistema (Qui + His) + Cu(Il) com concentracdo de 4,56 mmol/L se

mostrou o melhor sistema estudado.

Segundo um estudo realizado por Marti et al., (2004), sobre as interacdes da
histidina com o fon metélico cobre, aponta-se que o cobre realiza ligacdes covalentes, com
atomos de nitrogénio do grupo NH; e/ou dtomos de oxigénio do grupo COO™, presentes na
estrutura da histidina. Outro estudo também revela que dentre os aminodcidos existentes, a
histidina € um dos ligantes mais fortes que se coordenam com metais, e exerce um papel
importante na ligagdo de fons metalicos com proteinas. A histidina possui trés ligantes com
potencial para capturar fons metdlicos, sendo eles, oxigé€nio carboxilato (Ocarboxil)s
nitrogénio do grupo imida do imidazol (Ni,) € o nitrogénio do amino (Nyp)
(DESCHAMPS, 2005). Com esta informag¢do, pode-se concluir que a histidina possa estar
competindo com a quitosana pelos fons cobre, pois em sua estrutura se encontram grupos
funcionais com grande potencial para captura de cobre. Ainda assim, a capacidade méxima
de adsorcdo da quitosana ndo mostrou um dréstico decréscimo, mostrando que mesmo na
presenca de histidina, a quitosana se mostra como um poderoso quelante de metais e a

adsorcdo continua a ocorrer neste biopolimero.
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Tabela 4.6 - Valores do paramétro R, para os sistemas Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + His) + Qui,
(Qui + Cu(ID)) + His, (Qui + His) + Cu(II).

Concentracao Valores de R,
Inicial de
Cu(Il) Qui + (Cu(I) + His) + | (Qui+ Cu(l))+ | (Qui + His) +

(mmol/l) Cu(ID) Qui His Cu(D)
0,09 0,92 0,89 0,91 0,85
0,18 0,85 0,82 0,84 0,75
0,27 0,80 0,75 0,79 0,67
0,28 0,79 0,74 0,78 0,66
0,45 0,70 0,64 0,69 0,55
0,75 0,58 0,52 0,57 0,42
2,20 0,32 0,27 0,31 0,20
2,99 0,26 0,21 0,25 0,15
3,93 0,21 0,17 0,20 0,12
4,56 0,19 0,15 0,18 0,11

4.1.5 Isoterma de adsor¢ao utilizando o peptideo A

Depois de concluidos e analisados os experimentos relacionados com a
histidina, decidiu-se por fazer uma isoterma com o peptideo PA visando observar o
comportamento da adsorc¢do. Através das andlises feitas, observou-se que o equilibrio do
sistema independe da ordem que a histidina é adicionada ao sistema. Logo, optou-se por
realizar a isoterma adicionando-se o peptideo antes do sistema Qui+Cu(Il) entrar em

equilibrio, ou seja, o sistema analisado foi (Cu(Il) + BA) + Qui, e a quantidade de BA
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adicionada ao sistema foi a mesma dos experimentos realizados com histidina, 100uM. A

isoterma pode ser vista na Figura 4.12.

)

|t
N }

0,2
" = (Cu(ll) + BA) + Qui

Q(mmol de Cu(ll)/ g de adsorvente)

0,1 T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Ce(mmol)

Figura 4.12 - [soterma de adsor¢do do sistema (Cu(Il) + BA) + Qui.

Confrontando-se a isoterma do sistema (Cu(Il) + BA) + Qui com a isoterma do
sistema Qui+Cu(Il) obtida neste trabalho, observa-se que a capacidade de adsorcdo
diminuiu, mas as esferas de quitosana continuam com capacidade de adsorver ions cobre,

mesmo na presenga do peptideo BA.

Comparando-se os resultados obtidos da isoterma envolvendo a histidina com a
isoterma envolvendo o peptideo BA, também pode-se dizer que ndo existe muita diferenca
em relacdo a capacidade de adsor¢do das esferas de quitosana. Os resultados se
assemelharam bastante, sendo a capacidade mdaxima de adsorcio para o sistema
(Cu(I)+His) + Qui de 0,54 mmol de Cu(Il)/ g de adsorvente, enquanto que para o sistema
(Cu(l) + BA) + Qui foi de 0,55 mmol de Cu(ll)/ g de adsorvente. Através de um
levantamento da porcentagem de histidina que existe no peptideo BA empregada neste

experimento, concluiu-se que somente 5% dos 100uM de BA adicionados sdo efetivamente
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histidina. Entretanto, a metodologia utilizada nos experimentos ndo nos permite separar o
cobre livre em solu¢do, daquele ligado com His ou BA. O que pode-se concluir com este
resultado, € que a quitosana tem a mesma tendéncia em adsorver cobre tanto em presenca

de His ou BA, nas condic¢des estudadas neste trabalho.

Vale ressaltar que existe a possibilidade da formacdo de dimeros e oligdmeros nas
condi¢des empregadas neste experimento, ou seja, o peptideo BA pode ter desenvolvido sua

forma agregada.

4.2 Caracterizacao das esferas porosas de quitosana antes e ap6s adsorcao de ions
cobre e na presenca de histidina

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e diametro médio das esferas

Com a finalidade de caracterizar o bioadsorvente usado neste trabalho, foram feitas
medigdes para obtengdo do diametro médio das esferas de quitosana. O software ImageJ®

foi usado para tal andlise, e o resultado encontrado foi 3,78 + 0,014 mm.

Figura 4.13 - Aspecto macroscépico das esferas porosas de quitosana.

57



A morfologia da superficie das esferas porosas de quitosana também foi analisada,

usando-se microscopia eletronica de varredura, que pode ser vista na Figura 4.14.

200pm

10pm +H—

Figura 4.14 - Microscopia eletronica de varredura das esferas liofilizadas de quitosana.

Pode-se observar através da Figura 4.14, que a superficie das esferas de quitosana

apresenta irregularidades e rugosidade com a existéncia de poros. H4 a presenca de alguns

pontos brancos, que se devem a resquicios de sais de NaOH que ndo foram removidos apds

a lavagem com 4gua destilada.

O diametro médio das esferas de quitosana apds a adsorcdo de ions cobre e adi¢do de

histidina também foi calculado pelo software Imagel. Os diametros encontrados para cada

sistema seguem na Tabela 4.7.

Tabela 4.7 — Diametro médio e desvio - padrao das esferas de quitosana apds adsorcao de

ions cobre e adi¢ao de histidina.

Qui+Cu(I) | (Qui+ Cudl)) | (Cu() + His) | (Qui + His) +
+His + Qui Cu(ID)
Diametro
Médio (mm) 4,6210,19 4,10 £ 0,10 5,07 £0,03 4,79+ 0,02

58



Na Figura 4.15, encontram-se as esferas de quitosana apds a adsorcdo dos ions
cobre, e ap6s adicao de histidina ao sistema. As esferas exibem uma coloragdo azul, devido
a ligacdo do fon cobre com os grupos amino da quitosana (RHAZI et al., 2002). Observa-se
ainda que as esferas referentes ao sistema (Cu(Il) + His) + Qui, apresentou uma colorac¢io
menos intensa em relacdo aos outros sistemas, mostrando uma possivel interferéncia da
histidina no meio. Neste caso as esferas de quitosana sdo adicionadas apds o sistema
cobre+histidina entrar em equilibrio, ou seja, as ligacdes entre cobre e histidina ja estdo

formadas, dificultando a adsorc¢do de fons cobre pela quitosana.

Figura 4.15 - Esferas porosas de quitosana apds adsor¢do de cobre e adicdo de histidina:
(A) Qui + Cu(II), (B) (Qui + Cu(Il)) + His, , (C) (Cu(I) + His) + Qui e (D) (Qui + His) +
Cu(Il).

A Figura 4.16 apresenta imagens de microscopia eletronica de varredura para os
sistemas estudados neste trabalho, Qui + Cu(Il), (Qui + Cu(Il)) + His, (Cu(II) + His) + Qui,
(Qui + His) + Cu(Il). Ap6s a adsorcao de ions cobre a superficie da esfera continua
irregular e rugosa, mas com poros de morfologia diferente. Com a adi¢do de histidina no
sistema, a superficie se torna mais lisa e ndo podemos detectar poros. Isto pode ser devido a
influéncia da histidida atuar de fato na morfologia da esfera ou ainda, atuar no processo de

liofilizacdo usado para preparo das amostras na microscopia.

59



200pum —i 10um +H—

Figura 4.16 - Microscopia eletronica de varredura das esferas porosas de quitosana para os
seguintes sistemas: (A) Qui + Cu(Il), (B) (Qui + Cu(Il)) + His, (C) (Cu(Il) + His) + Qui e
(D) (Qui + His) + Cu(ID).

60



4.2.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

Através da Figura 4.17, observa-se o mapeamento do elemento cobre, realizado pela
técnica de EDX, mostrando uma distribuicdo uniforme na superficie das esferas de

quitosana para todos as rotas estudadas.

A B

200um 200pm i
C D

200pum 200pm

Figura 4.17 - EDX das esferas porosas de quitosana para os seguintes sistemas: (A) Qui +

Cu(ID), (B) (Qui + Cu(Il)) + His, (C) (Cu(Il) + His) + Qui e (D) (Qui + His) + Cu(II).

Espectros de EDX também foram analisados de forma a se confirmar a presenca de
cobre na superficie das esferas de quitosana. Na Figura 4.18, temos os espectros de EDX
para as amostras de quitosana referentes aos sistemas : Qui + Cu(Il), (Qui + Cu(Il)) + His,
(Cu(I) + His) + Qui e (Qui + His) + Cu(Il). Com estes espectros constatamos a presenca
de cobre em todas as amostras analisadas, confirmando que a adsor¢do de cobre na

superficie das amostras ocorreu. Uma quantidade menor de cobre foi localizada nas
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amostras em que histidina € adicionada ao sistema. Na Tabela 4.8, temos as porcentagens
madssicas e em mol encontradas nas esferas de quitosana pelo espectro de EDX referentes
ao elemento cobre, onde pode-se observar com mais clareza, uma diminuicdo da

porcentagem de cobre, quando temos a adicao de histidina no meio.
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Figura 4.18 - Espectros de EDX obtidos para as esferas de quitosana nos diferentes
sistemas estudados: (A) Qui + Cu(Il), (B) (Qui + Cu(Il)) + His, (C) (Cu(l) + His) + Qui e
(D) (Qui + His) + Cu(ID).
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Tabela 4.8 - Porcentagem mdssica e em mol do elemento cobre na superficie das esferas de

quitosana, segundo medidas de EDX.

Sistemas % em massa de Cu(Il) | % em mol de Cu(Il)
Quit + Cu(Il) 16,32 4,15
(Quit + Cu(Il)) + His 10,78 2,58
(Cu(Il) + His) + Cu(I) 9,75 2,33
(Quit + His) + Cu(Il) 11,74 2,73

4.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Para identificar as possiveis ligacOes que ocorrem entre quitosana e cobre, com €
sem a presenca de histidina, espectros de FTIR-ATR foram obtidos para Qui, Qui + His,
Qui + Cu(Il), (Qui + Cu(Il)) + His, (Cu(l) + His) + Qui e (Qui + His) + Cu(I). Os

respectivos espectros podem ser vistos nas Figuras 4.19 e 4.20.

Na Figura 4.19, observam-se as seguintes bandas de absorcdo de IR para a quitosana
natural: 3330 cm’ (referente aos estiramentos —OH e —NH); 2854 cm’! (referente ao
estiramento —CH); 1633 cm’! (referentes a grupos —NH); 1365 cm’! (referente a
deformacdo vibracional de -NH a —NH, ; 1060 cm’! ( estiramento vibracional C-O do
dlcool primdrio) e 1025 cm™ (referente aos grupos —C-O-C-) (GOULART, 2006; POPURI
et al., 2008).

Ap6s a adsor¢do de cobre, os estiramentos referentes aos grupos amino e hidroxil da
quitosana apresentaram um decréscimo em sua intensidade, evidenciando que durante a
adsorcdo, os fons cobre se ligam preferencialmente a estes grupos. 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 ligacOes

junto aos dtomos de nitrogénio e oxigénio da quitosana.
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Figura 4.19 - Espectros de FTIR de esferas de Qui, esferas de Qui + His e esferas de

quitosana ap6s adsor¢ao de cobre Qui + Cu(Il).

Com a adic@o de histidina, observa-se um aumento na intensidade de vibragcdo do
estiramento referentes aos grupos C-O e —C-O-C-. Isso sugere que a histidina possa estar
afetando as ligacdes com os dtomos de oxigénio envolvidos na adsorcao dos fons cobre.

Outro fato notado ocorre com o estiramento em 1365 cm'l, correspondente aos
grupos amino da quitosana: quando temos a adi¢do de histidina, este estiramento também
aumenta sua intensidade, mostrando que o grupo amino antes ligado ao cobre agora deve
estar livre, indicando uma competi¢do entre a quitosana e a histidina pelos ions cobre. Este
fato se evidencia quanto temos o sistema (Qui + His) + Cu (II), onde a intensidade referente
ao grupo —NH da quitosana se encontra mais elevada se comparada aos outros sistemas,
indicando que a histidina estd inserindo grupos nitrogenados na quitosana. Em um estudo
realizado por Beppu et al., (2004), onde histidina € funcionalizada em membranas de

quitosana reticuladas com glutaraldeido, € relatado que no espectro de histidina-tratada com

64



quitosana o estiramento perto de 1100 cm™ aumenta, como se a histidina estivesse

adicionando grupos amino na quitosana.
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Figura 4.20 - Espectros de FTIR para os sistemas: (Qui + Cu(Il)) + His, (Cu(Il) + His) +
Qui e (Qui + His) + Cu(I).

4.2.4 Difracdo de Raios — X (DRX)

A Figura 4.21, apresenta os difratogramas de Raios-x para as esferas de quitosana
antes e apds adsorcdo de cobre e adi¢do de histidina. Pode-se observar que em todos os

difratogramas existe um pico caracteristico em 20 = 19,2°.

De acordo com Saito et al., (1987), a quitosana apresenta um arranjo atdmico similar ao
da quitina, sendo que os picos caracteristicos sao 20 = 10,4° 19,6 ° e¢ 21,4 °

correspondendo aos equatoriais (200), (020) e (220) e (202) de reflexdo. Este pico de 20 =

65



19,2° apresentado pela quitosana, indica uma regido de cristalinidade. Entretanto, apds

adsorcdo de cobre a superficie das esferas quitosana, a intensidade deste pico decresce

revelando uma estrutura mais amorfa apds a adsor¢ao.
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Figura 4.21 - Difratogramas de Raios-X para amostras de Qui, Qui + His , (Qui + Cu(Il) +
His), (Cu(II) + His) + Qui, Qui + Cu(II) e (Qui + His) + Cu(II).

O aparecimento de uma estrutura mais amorfa apds a adsorcdo se deve a presenga

dos ions metdlicos cobre entre as cadeias de quitosana. Segundo Vieira (2008), o
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empacotamento das cadeias decresce com a adicao dos fons cobre, levando a um aumento
na natureza amorfa, ou seja, o metal tende a deixar a matriz das esferas de quitosana mais
amorfas. Estes resultado estdo de acordo com os difratogramas encontrados por Vieira
(2008) e Albarelli (2009). Este comportamento também pode ser observado para os
sistemas estudados (Qui + Cu(Il) + His) e (Cu(Il) + His) + Qui. Com o difratograma da
amostra de Qui+His, observa-se que a histidina proporciona um aumento na cristalinidade
das esferas de quitosana, e apds a etapa de adsor¢do o sistema (Qui + His) + Cu(Il),

também se torna mais amorfo se comparado com o sistema Qui + Cu(Il).

4.2.5 Estrutura Fina Estendida de Absor¢ao de Raios-X (EXAFS)

As andlises de EXAFS foram feitas em duplicatas para as amostras padrdes, € em
quadruplicatas para as amostras testadas. Apos a realizacio das isotermas pode-se perceber
a existéncia de uma unica forma de equilibrio que independe da ordem de adicdo da
histidina no sistema. Portanto, nesta analise foram testados somente dois sistemas, Cu(Il) +
Qui e (Cu(Il) + His) + Qui. O tratamento dos dados foi feito através do software Athena®
e os graficos dos espectros brutos u(E), e os espectros transformados em espaco real
(transformada de Fourier), para as esferas de quitosana complexadas com cobre com e sem

histidina sdo mostradas na Figura 4.22.
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Figura 4.22 - Espectros de EXAFS.

Através da literatura sabemos que a absor¢do da borda K do metal Cu, ocorre a
energia de 8987 eV. Os valores experimentais encontrados para as bordas de absorcdo, que
sdo representados por picos ou saltos, foram de 8995.32 e 8995.61 eV, respectivamente
para os sistemas Cu(Il) + Qui e (Cu(Il) + His) + Qui, correspondente a parte A da Figura
4.22. Este salto ou pico j4 era esperado, confirmando a presenca de cobre nas amostras
analisadas. Os espectros mostrados na parte A das amostras estudadas nesta técnica sdao
essencialmente idénticos. Na parte A temos um pico préximo a 9000 eV correspondente a
borda de absor¢do K do metal Cu ja comentado anteriormente. Apds este pico, observamos
outro, localizado entre as 9000 e 9100 eV que esta relacionado, principalmente, ao
espalhamento multiplo dos atomos de oxigénio sobre seus vizinhos mais proximos.
Observando-se os sistemas analisados, nao existe nenhuma diferenca em relagdo a posicao
e/ou intensidade sugerindo que estas apresentam o mesmo arranjo nos poliedros de

coordenagdao (NETTO, 2001).

O sinal de EXAFS extraido corresponde a soma das contribuicdes de diferentes

camadas atdmicas. A separagdo do sinal proveniente de cada camada é feita através da
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transformada de Fourier que pode ser vista na parte B da Figura 4.22. A transformada de
Fourier fornece uma representacdo da distribuicdo dos dtomos em func¢do das distancias r.
Na transformada de Fourier, cada pico estd centrado em uma distancia r; correspondente 4
iésima esfera de coordenacao (NETTO, 2001). Foram utilizados dois compostos padroes,
oxido de cobre e acetato de cobre. Para o 6xido e o acetato de cobre observam-se trés picos
principais em 1,5, 2,5 e 3,310%, onde o primeiro € referente a primeira esfera de coordenacio
relacionada com a ligacdo do cobre com o oxigénio (Cu-O), a segunda se refere a ligacao
tipo metal-metal (Cu-Cu) e a terceira tem o tipo de ligagdo (Cu-O-Cu) (PARSONS et al.,
2002).

O pico que aparece em 1,5 A, além de estar relacionado com ligagdes do cobre com
0 oxigénio, também pode estar relacionado com as interacdes de cobre com nitrogénio e
este pico aparece para a amostra Cu(Il) + Qui, e (Cu(Il) + His) + Qui, com isso pode-se
dizer que a adsorcdo esteja ocorrendo através dos grupos amino e grupos hidroxila da
quitosana. (BRIGATTI et. al., 2004; PARSONS et al., 2002). Através da Figura 4.23,
observa-se que apds a adi¢do de histidina no sistema hd uma mudanga qualitativa do sinal
emitido na regido de 1,5 A, que se intensifica mais na direcio da primeira esfera de
coordenacdo relacionada com a ligagdo Cu-O. Indicando uma tendéncia a redugdo da
distancia de coordenag¢do média, que poderia ser induzida, por exemplo, através das novas

interacoes do cobre com grupos contendo nitrogénio.

marked groups

cull + Qui
(Cu(l) +His) + Qui

[x®I A9

I
7
Radial distance  (A) Demeter 0.0.15 @ Bruce Ravel 2006.2013

Figura 4.23 - Espectros de EXAFS para os sistemas, Qui + Cu(Il) e (Cu(Il) + His) + Qui.
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4.2.6 Espalhamento de Raios-X a baixo angulo (SAXS)

Além do sistema envolvendo histidina, nesta andlise fez-se uso do peptideo BA.
Desta forma, foram analisados os seguintes sistemas: Qui, Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + BA)
+Qui e (Cu(Il) + His) + Qui. Para permitir o uso da andlise foram utilizadas nanoparticulas
de quitosana ao invés das esferas de quitosana, pois o porta-amostra ndo suportava as
esferas de quitosana. Outro sistema que também foi analisada foi o sistema envolvendo
somente Cu(Il) e PA, infelizmente nao foi possivel a obtengdo destes dados pois a
concentragdo de PA exigida para um bom sinal era muito alta, o que inviabilizou o
experimento. Os dados do espalhamento de luz das amostras se encontram na Figura 4.24
que mostra a relacdo entre a intensidade de espalhamento 1(q) e o mddulo do vetor de
espalhamento Q. O tratamento dos dados foi feito pelo software Sasfit®. Observa-se que a
intensidade de espalhamento diminui com a adsor¢do de cobre nas nanoparticulas de
quitosana e posterior adi¢do de PBA, ja em relacdo a adicdo de His esse espalhamento
aumenta. A concentracdo de His utilizada nestes experimentos foi muito maior que a

concentragdo de BA, o que pode levar a um aumento no espalhamento.

Para encontrarmos o raio de giro, plota-se um gréfico de In(Q) x Q% quando tem-se
um sistema monodisperso e diluido, o grafico apresenta uma reta na regidao de Q tendendo a
zero, cuja inclinacdo fornece o valor do raio de giro. Um afastamento deste comportamento
linear indica que o sistema estudado € do tipo polidisperso, isto €, ndo existe
homogeneidade no tamanho das particulas. Em nenhuma das amostras analisadas neste

trabalho foi observada a linearidade dos dados, indicando que trata-se de um sistema

polidisperso (JUNIOR, 1999).

Os valores do raio de giro, apresentados na Tabela 4.9, foram encontrados
extrapolando-se a regido que apresenta maior linearidade. Observando-se os valores
encontrados para o Rg, conclui-se que a diferenca entre eles ndo € significativa, ou seja, a
mudanca que houve no tamanho das unidades espalhadoras ndo foi expressiva, levando a
acreditar que o Rg das nanoparticulas de quitosana ndo muda com a adsorcdo de cobre, e
posterior adicdo de His ou PA. Tavares (2011), encontrou um raio de giro préximo de 10
nm’', utilizando nanoparticulas de quitosana, valor muito préximo ao encontrado por este

trabalho.
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Figura 4.24 - Espalhamento da funcdo de 1(Q) em funcdo do espalhamento do vetor Q,
para os sistemas Qui, Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + BA) + Qui e (Cu(Il) + His) + Qui.

Tabela 4.9 - Raio de Giro calculado a partir dos dados de SAXS

Rg (nm”-1)
Qui 13,037 £ 1,349
Qui + Cudl) 12,891 + 1,356

(Cu(I) + BA) + Qui 11,914 + 1,495

(Cu(II) + His) + Qui 11,393 £1,597

Outra caracteristica que pode ser obtida a partir dos dados de espalhamento € o grau
de enovelamento da particula espalhadora. Para esta andlise utilizam-se os graficos de
Kratky (Q* x Q). Essa representacdo vem da teoria de espalhamento por polimeros
lineares, onde, cada tipo de conformacdo (cadeia Gaussiana ideal, cadeia enovelada

compacta, cadeias flexiveis com comprimento de persisténcia etc.) pode ser identificado

71



pelo perfil caracteristico do gréfico de Kratky associado (GLATTER; KRATKY, 1982). O
grifico de Kratky € apresentado na Figura 4.25, onde para uma particula esférica, como
uma proteina de dominio globular, a curva € descrita por um pico inicial bem definido
seguido por uma linha de base préxima de zero mostrada pela curva em preto. Proteinas
formadas por um dominio parcialmente desenovelado, ou adicionada de uma regido
flexivel, apresenta um curva com um pico definido, mas com uma elevada linha de base,
representado pela curva em cinza. Em particulas totalmente desenoveladas, a curva perde a

forma gaussiana e a linha de base € extremamente elevada, como € mostrada pela curva em

vermelho (GLATTER; KRATKY, 1982).

q° - I(q)
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Figura 4.25 - Variacdo do gréfico de Kratky para uma proteina. (linha vermelha) Gréafico
de Kratky para proteina globular compacta, (linha cinza) em estado intermediério ou de

crescente desenovelamento e (linha preta) completamente desenovelada (RAMBO, 2011).

A Figura 4.26 e 4.27 e 4.28, apresenta o grafico de Kratky para as amostras de Qui,
Qui + Cu(Il), (Cu(Il) + BA) + Qui e (Cu(Il) + His) + Qui respectivamente. O que podemos
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observar é que inicialmente a nanoparticula de quitosana encontra-se compacta, mantendo
sua conformagdo apos a adsor¢ao de ions cobre. Adicionando a BA no sistema percebemos
que a curva de Kratky sofre uma pequena alteracdo tendendo a aumentar sua flexibilidade,
ou seja, a BA provoca um desenovelamento parcial da quitosana. Ao adicionar a His no
sistema temos o mesmo comportamento observado para a BA s6 que desta vez mais
intensificado, indicando que as nanoparticulas possivelmente se desenovelaram. Esta
mudan¢a de comportamento em relagdo a His e a PA, mais uma vez, deve estar
acontecendo devido a concentragdo de His ser maior que a de BA, portanto, o sistema
envolvendo His provavelmente esta interagindo mais com as nanoparticulas de quitosana

devido a sua alta concentragdo.
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Figura 4.26 - Grifico de Kratky. Comparacdo dos perfis de Kratky para Qui e Qui +
Cu(D).
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Figura 4.27 - Gréfico de Kratky. Comparacdo dos perfis de Kratky para (Cu(Il) + BA) +
Qui
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Figura 4.28 - Grifico de Kratky. Comparagdo dos perfis de Kratky para (Cu(Il) + His) +
Qui
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5 DISCUSSAO GERAL

Pode-se observar através dos dados obtidos neste trabalho com as isotermas dos
sistemas Cu(Il) + Qui, (Cu(Il) + His) + Qui, (Qui + His) + Cu(Il) e (Cu(Il) + Qui) + His
que com a adi¢do de histidina a capacidade de adsor¢do das esferas de quitosana sofre uma
reducdo. Ngah er al, 2002 utilizando esferas de quitosana reticuladas, também constatou
uma diminuicdo na capacidade de adsorcdo se comparada com a quitosana natural, ele
relacionou isso com uma possivel diminuicao nos grupos amino livres, uma diminui¢do na

acessibilidade aos sitios internos ou um possivel impedimento nos sitios de adsorc¢ao.

Nesta pesquisa constatou-se através dos espectros de FTIR que a histidina interfere
nas ligacdes com os atomos de oxigénio envolvidos na adsorcdo de fons cobre, e também
nas ligacdes envolvendo os grupamentos amino, o que nos leva a acreditar que exista uma
competi¢do entre quitosana e histidina, deixando estes grupos que antes estavam ligados ao
cobre, livres. Desta forma, diferentemente de Ngah et al, 2002 que atribui a diminui¢io da
capacidade de adsorcdo das esferas de quitosan a uma diminui¢do nos grupos amino da
quitosana; com este trabalho, observou-se que com a adi¢do de histidina os grupos amino
que anteriormente estavam ligados aos fons cobre, agora estdo livres, diminuindo a

capacidade de adsor¢c@o da quitosana.

Ainda em relacdo a andlise de FTIR, observou-se que para o sistema (Qui + His) +
Cu(Il) a banda referente ao grupamento amino tem sua intensidade claramente elevada,
comparando-se com o espectro de quitosana, isso indica que neste caso a histidina pode
estar inserindo grupos amino na quitosana, isto deveria levar a um aumento na capacidade
de adsorcdo de ions cobre, o que ndo € constatado pelas isotermas de adsorcao. Isso deve
ter ocorrido devido ao fato de que a adsor¢do para este sistema esteja ocorrendo através de

outro mecanismo de adsorc¢ao.

Os dados de equilibrio também mostraram através dos modelos, que a adsorcdo
esteja ocorrendo nao somente em monocamadas mas também em sitios heterogéneos e que
ndo exista somente um grupamento responsavel pela quelagdo dos ions cobre. De acordo
com Guibal (2004), a presenca de acetilglucosamina e glucosamina na estrutura da

quitosana, contribui para existéncia de heterogeneidade no polimero. Outro parametro
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encontrado pelos dados de equilibrio foi que a ordem em que histidina é adicionada ao

sistema nao interfere no equlilibrio do mesmo.

Os dados cinéticos de adsorcdo indicaram que a etapa limitante em todos os
sistemas estudados € a adsor¢do quimica revelando um tempo de equilibrio de 100 horas, e
mostrando que apesar do resultado das isotermas apontarem que a ordem de histidina nao
interfere no equilibrio, a altas concentracdes a ordem se torna importante, pois quando
temos o sistema (Qui + His) + Cu(Il) a capacidade de adsor¢do aumenta em relacdo aos
demais sistemas estudados. Outro fator observado agora através dos modelos cinéticos, €
que a taxa de adsorcdo se torna mais lenta com adi¢do de histidina, com a competi¢do de

quitosana e histidina pelos fons cobre, ocorre um retardamento na adsor¢ao.

Comprovou-se, pelas andlises de EDX, que na presenga de histidina as esferas de
quitosana tendem a adsorver menos cobre, de acordo com os resultado, a quantidade de
cobre presente nas esferas de quitosana, provenientes dos sistemas em que histidina era
adicionada foi menor. As andlises de DRX mostraram que apds a adsorcao de ions cobre e
adsor¢do de histidina na soluc¢ao, ocorre um decréscimo em sua cristalinidade tornando-a
mais amorfa. Em contrapartida, a amostra Qui + His, apresentou uma estrutura mais
cristalina. De acordo com Kurita et al. (1979), uma diminui¢do na cristalinidade acarreta
em melhorias nas propriedades de adsor¢do, devido a um aumento na acessibilidade aos
sitios locais internos, tanto para moléculas de 4gua como para os fons metalicos, portanto o
que ocorre quando a histidina € adicionada ao sistema € o contrdrio, a matriz das esferas de
quitosana se torna mais cristalina e mais empacotada, dificultanto a permissividade dos fons
metalicos aos sitios adsortivos das esferas de quitosana, acarretando em uma diminui¢ao da

capacidade de adsorcdo.

As analises de EXAFS mostraram que apds adi¢do de histidina ocorreu uma
mudanca qualitativa relacionada a primeira esfera de coordenacdo referente a ligacdo de
Cu-0, o que pode indicar novas ligacdes, mas agora com os dtomos de nitrogénio. Com as
andlises de SAXS, observa-se que o Rg das nanoparticulas de quitosana, se mantém
praticamente o mesmo para os sistema analisados. Um fator interessante que ocorre é que

apods adicdo de histidina e/ou BA no sistema as nanoparticulas de quitosana tendem a se
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desenovelar e tornarem-se mais flexiveis, este fator € evidenciado para o sistema em que

histidina € adicionada.

Por fim, a isoterma realizada com o peptideo BA, revelou um comportamento muito
parecido com as curvas encontradas para as isotermas envolvendo histidina, e com isso
verificou-se que a quitosana tem a tendéncia de adsorver cobre tanto em presenga de His

quanto BA, denotando ainda mais a capacidade da quitosana na quelagao de fons metalicos.

O aumento do estresse oxidativo é amplamente aceito na literatura como um dos
fatores no desenvolvimento e progressdao da DA. Em um trabalho realizado por Khodagholi
et al. (2010), utilizou a quitosana como um agente antioxidante, atuando na protecdo contra
espécies reativas de oxigénio HZOZ/FeSO4' que induzem a morte de células neuronais,
como resultado a quitosana nio s protegeu os neurOnios contras as espécies reativas de
oxigénio como provocou um decréscimo na deposicao do peptideo BA. O uso da quitosana
foi considerado como uma estratégia terapéutica auxiliar no combate as mortes de células

neuronais na DA e em outras doengas relacionadas ao estresse oxidativo.

Como ja citado neste trabalho, a histidina possui um anel imidazdélico que se
comporta de maneira eficaz na captura de Cu(Il), os residuos de histidina (His 6, His 13 e
His 14) contidos no peptideo BA sdo cruciais na ligacdo do ion metélico e agregagdo da BA.
Estes residuos contidos em peptideos, podem se ligar a fons metdlicos como cobre e ativar
o H,O, para formar as espécies reativas de oxigénio responsdveis pela morte celular
(GAGGELLLI, 2003). Em vista disto, e através dos resultados apresentados por este trabalho
pode-se perceber que a quitosana atua como um bom quelante de fons metdlicos
especificamente o cobre, mesmo em presenga de histidina quitosana teve um decréscimo de

apenas 20% em sua capacidade de adsorcao.

A permeabilidade da barreira hemato - encefdlica (BHE) tem limitado vérios
estudos in vivo. Zhang e Wu (2009), exploraram o mecanismo de permeacdo de
nanopatirculas de quitosana conjugadas com PA através da BHE e avaliaram a
imunogeneicidade destas particulas. As nanoparticulas demonstraram permeabilidade
eficiente e imunogenicidade significativa foi observada. Jaruszewski et al. (2012) também

estudaram a permeabilidade de nanoparticulas de quitosana atravessarem a BHE,
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desenvolvendo “immuno-nanovehicles” de quitosana revestidos por poli (dcido latico-co-
glicélico) e conjugado com um novo anticorpo anti-BA. Os “immuno-nanovehicles”
mostraram ter uma grande aceitacdo pela BHE, além disso, a quitosana aumentou a
estabilidade dos “immuno-nanovehicles”, assim transformando-os em veiculos ideais para

liberacdo de agentes terapéuticos para o tratamento de danos vasculares provocados pela

BA.

Alguns agentes quelantes tém sido propostos pela literatura, para auxiliarem no
combate a DA, um exemplo € o clioquinol, agente responsavel pela quelacao de Cu(Il), que
ainda se encontra em fase piloto, mostrando a sua habilidade de diminuir os niveis de A (1
— 42) e melhorar a cognicdo em alguns pacientes (CHERNY er al., 2001). Como j4
estudado por Khodagholi et al. (2010), a quitosana se mostrou um bom agente antioxidante
diminuindo a deposi¢do de BA e além do mais, ¢ capaz de atravessar a BHE, o que torna
possivel seu uso. Neste trabalho observou-se através dos estudos com histidina e da
isoterma envolvendo o peptideo BA, a quitosana atuou como um efetivo agente quelante
interferindo na ligacdo Cu(ll) — BA, ainda que, os estudos nao tenham sido realizados em
condicdes fisioldgicas, a quitosana pode vir a se tornar um 6timo auxiliar na diminui¢ao de

espécies reativas de oxigénio e deposi¢do do peptideo BA.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos por este trabalho pode-se entender melhor como ocorre a
interacdo quitosana+cobre+histidina e concluir que na presenga de histidina, ocorre uma
competicdo pelos ions cobre entre quitosana e histidina, comprovado pelos resultados de
equilibrio e caracterizagdes realizados. Essa competicdo leva a uma diminui¢do na
capacidade de adsor¢c@o da quitosana, apesar disso, ainda pode-se considera-l4 um efetivo
adsorvente. O mesmo foi observado quando empregado o peptideo BA, em relagdo a
capacidade de adsor¢@o, mostrando que a quitosana pode exercer uma possivel contribui¢dao
no controle e atenuacdo da doenca de Alzheimer, pois se mostrou um poderoso agente

quelante de ions cobre, mesmo na presenca de BA e histidina.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdo para trabalhos futuros pode-se ressaltar:

- Realizar todos os experimentos, isotermas e cinéticas anteriormente realizados agora em

condigdes fisioldgicas (ph =74 e T = 37°C).

- Estudar o efeito de outros ions metdlicos na capacidade de adsorcdo da quitosana em

presenca de histidina, como zinco e ferro também envolvido nos fatores da DA.

- Estudar os fatores termodindmicos que envolvem a adsordo de ions cobre pela quitosana,

em presenca de histidina.

- Diminuir o tamanho das esferas de quitosana, visando aumento da adsor¢do e diminuicao

do tempo de equilibrio

- Estudar o efeito da reticulagdo das esferas de quitosana, na adsor¢do de ions cobre em

presenca de histidina.

- Através de mais caracterizagdes do complexo quitosana+cobre+histidina, propor um

mecanismo para os sistemas estudados.
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