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RESUMO

MARTINS, Jéssica Guerreiro. Desenvolvimento de membranas de
pectina/quitosana e estudos de adsor¢cdo de ions Cu(ll). 2019. Dissertacédo de
Mestrado (Mestrado em Engenharia Ambiental) — Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana. Apucarana, 2019.

O desenvolvimento de materiais duraveis a base de polissacarideos tem sido um
desafio devido a baixa estabilidade em meio aquoso. Por isso, neste trabalho, por
meio de uma metodologia inédita, propusemos o desenvolvimento de membranas
poliméricas durdveis e resistentes. As membranas de pectina e quitosana (PT/QT)
foram produzidas por meio de blendas poliméricas obtidas em HCI 0,10 mol L™,
preparadas em diferentes razées PT/QT (m/m). Hidrogéis fisicos (PECs — Complexos
polieletroliticos) isentos de reticulacdo quimica foram processados com excesso de
pectina (PT) em suas estruturas, partindo-se de PT com alto grau de O-metoxilacdo
(56%). As membranas foram caracterizadas por meio de espectroscopia ha regiao do
infravermelho no modo refletdncia total atenuada (FTIR-ATR), analise térmica
(TGA/DSC), espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS), microscopia eletrénica
de varredura (SEM) e analise das propriedades mecéanicas. Membranas estaveis e
resistentes (resisténcia a tracdo na faixa de 39 a 18 MPa) foram obtidas nas razfes
PT/QT (m/m) de 14, 5, e 2. A membrana contendo o maior teor em massa de PT (93%)
em sua estrutura (amostra M(28-2)) foi utilizada como material adsorvente de ions
Cu(Il). Estudos de cinética e equilibrio de adsorcdo mostraram que o modelo cinético
de pseudo-segunda ordem e o modelo isotérmico de Sips se ajustaram aos dados
experimentais, proporcionando os maiores valores de coeficiente de determinacéo e
menores desvios. A membrana M(28-2) apresentou capacidade maxima de adsor¢céo
(gm) de 29,20 mg g e ciclos de adsorcdo/dessorcao indicaram que o material pode
ser reutilizado. ApOs ensaios de adsorcao, pode-se aplicar o material contendo ions
Cu(ll) adsorvidos no campo biomédica. A membrana com ions Cu(ll) adsorvidos
(M(28-2)/Cu) foi citocompativel para células tronco mesenguimais do tecido 0sseo
(MSCs) e, apresentou atividade bacteriostética contra Escherichia coli. Pela primeira
vez, membranas duraveis e resistentes de PT/QT contendo excesso de PT em suas
estruturas foram desenvolvidas e, entdo, a membrana com maior percentual de PT foi
usada como agente adsorvente de ions Cu(ll).

Palavras-chave: Hidrogéis Fisicos, Polissacarideos, Estabilidade, Recuperacéo,
Adsorcéo, Membranas.



ABSTRACT

MARTINS, Jéssica Guerreiro. Development of pectin/chitosan membranes and
adsorption studies of Cu(ll) ions. 2019. Master degree. Environmental Engineering
Master Program (PPGEA), Federal University of Technology (UTFPR). Apucarana,
2019.

The development of durable materials based on polysaccharides has been a challenge
due to low water stability. Therefore, in this work, through an unpublished
methodology, we proposed the development of durable and resistant polymeric
membranes. The pectin and chitosan-based membranes (PT/QT) were produced by
using polymeric blends obtained in HCI 0,10 mol L=! prepared in different ratios PT/QT
(w/w). Physical hydrogels (PECs — polyelectrolytes complexes) without chemical
crosslinking were processed with pectin (PT) excess in their structures, using PT with
a high degree of O-methoxylation (56%). The membranes were characterized by
infrared spectroscopy in total attenuated reflectance mode (FTIR-ATR), thermal
analysis (TGA/DSC), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), scanning electron
microscopy (SEM) and analysis of mechanical properties. Stable and resistant
membranes (with tensile strength in the range of 39 to 18 MPa) were obtained in the
PT/QT (w/w) ratios at 14, 5 and 2. The membrane containing the highest mass content
of PT (93%) in its structure (sample M (28-2)) was used as adsorbent material for Cu(ll)
ions. Kinetics and adsorption equilibrium studies showed that the kinetic model of
pseudo-second-order and Sips isothermal model adjusted well to the experimental
data, providing the highest coefficient determination values and lower deviations. The
membrane M(28-2) presented a maximum adsorption capacity (gm) of 29.20 mg g
and adsorption/desorption cycles indicated that the material could be reused. After
adsorption tests, the material containing Cu(ll) ions can be applied in the biomedical
field. The membrane with ions Cu(ll) (M(28-2)/Cu) was cytocompatible for
mesenchymal stem cells (MSCs) and had bacteriostatic activity against Escherichia
coli. For the first time, durable and resistant PT/QT membranes containing PT in
excess in their structures were developed, and then the membrane with a higher
percentage of PT was used as an adsorbent agent for Cu(ll) ions.

Keywords: Physical Hydrogels, Polysaccharides, Stability, Recovery, Adsorption,
Membranes.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, novos materiais adsorventes a base de complexos
polieletroliticos (PECs) estdo sendo desenvolvidos e aplicados em sistemas aquosos
contaminados por metais toxicos (FACCHI et al., 2018). PECs séao formados pelo
estabelecimento de interacdes eletrostaticas e/ou interagdes intermoleculares, entre
segmentos de cadeias poliméricas com grupos ionizaveis de cargas opostas em
solucdo (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010; TENTOR et al., 2017). Por isso, PECs
sao classificados como hidrogéis fisicos, pois sdo materiais obtidos sem o0 uso de
agentes quimicos de reticulacdo. Portanto, a estabilidade dos PECs depende das
caracteristicas dos polimeros precursores (massa molar, fonte de extracao, e outras),
bem como da metodologia de preparo (FACCHI et al., 2017; LUO; WANG, 2014).

A pectina (PT) é um polissacarideo aniénico que vem sendo utilizado no
desenvolvimento de novos materiais PECs; porém, a PT apresenta solubilidade em
agua, fato que dificulta sua aplicacdo no desenvolvimento de PECs estaveis e
duraveis. Contudo, a quitosana (QT) pode ser associada a PT para formar materiais
PECs estaveis. Materiais poliméricos a base de PT e QT recebem destaque, pois
ambos polissacarideos apresentam propriedades de biodegradabilidade,
biocompatibilidade, baixa toxicidade e outras propriedades (COIMBRA et al., 2011).
PECs constituidos por esses polimeros vém sendo estudados e aplicados na area
meédico-farmacéutica (NEUFELD; BIANCO-PELED, 2017), engenharia de tecidos
(COIMBRA et al., 2011) e engenharia de alimentos (MACIEL; YOSHIDA; TEIXEIRA,
2015). Por outro lado, obter estruturas PECs estaveis, duraveis e resistentes ainda é
um grande desafio.

Estudos recentes descrevem o desenvolvimento de membranas PECs de
QT/PT com estruturas frageis e porosas devido a predominancia das forcas de
Coulomb (forgas de longo alcance) na estrutura final dos materiais. Além disso, esses
PECs de PT/QT séo formados a partir de elevadas razées PT/QT (m/m) e, a partir de
pectinas com baixo grau de O-metoxilacdo (BERNABE et al., 2005; CHEN et al., 2010;
CABELLO; OCHOA; TAKARA, 2017). Isso ocorre uma vez que a PT possui maior
solubilidade em meio aquoso em relacédo a QT. Portanto, o excesso de QT, pode e,
deve promover maior estabilidade ao PEC PT/QT. Por outro lado, a PT tem funcao
estrutural nas plantas e, por isso, um maior conteudo de PT deve contribuir no

aumento da resisténcia a tracdo do material final.



Portanto, este estudo relata um novo método de preparo, o qual foi utilizado
na formacéo de PECs PT/QT com excesso de PT na matriz final dos materiais. Esses
PECs sao obtidos por meio do uso de PT com alto grau de O-metoxilacdo (56%). Os
PECs serao formados por meio da associacao de polissacarideos naturais, tais como
PT e QT. Nao foram usados agentes externos e toxicos de reticulacdo, bem como,
plastificantes. A nova abordagem baseia-se no uso de PT com alto grau de O-
metoxilacdo (56%), pois esta apresenta solubilidade em solugées de HCI 0,1 mol L.
Os PECs foram processados pelo método casting, por meio de blendas estaveis de
PT e QT preparadas em HCI 0,1 mol L. Membranas PECs com elevada estabilidade
contra o processo de dissolugdo, com propriedade de reorganizacdo (auto-
montagem), duraveis e com elevada resisténcia a tracdo foram obtidas pela primeira
vez. Essas caracteristicas sdo de grande importancia, tornando esses materiais com
potencial aplicacdo em diversas areas. Sabe-se que ndo ha nenhum relato de
membranas PECs estaveis aplicadas como agentes adsorventes de metais toxicos.
Por isso, esse estudo, irA abordar pela primeira vez o uso de uma membrana

constituida de polissacarideos naturais como agente adsorvente de ions Cu(ll).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Obter hidrogéis fisicos (membranas) a base de polissacarideos naturais

(pectina/quitosana) e aplicar esses materiais como agentes adsorventes de ions
Cu(ll).

2.2 Objetivos Especificos

= Obter hidrogéis (membranas) de pectina/quitosana por meio da evaporacao
(método casting) de blendas PT/QT obtidas em HCI 0,10 mol L~! em diferentes razdes
massa/massa.

» Caracterizar as membranas por meio das técnicas de espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (SEM), andlise térmica
(TGA/DSC), medidas de propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo) e
espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS).

» Realizar estudos de adsorcao de ions Cu(ll) utilizando a membrana PT/QT como
agente adsorvente.

= Otimizar condicbes de pH e dosagem do adsorvente para obter melhor
desempenho no processo de adsorcéo.

» Avaliar a cinética de adsorcao com aplicacdo de modelos (ndo-lineares) de pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem, e Elovich.

= Aplicar as isotermas (modelos né&o-lineares) de Langmuir, Freundlich, Redlich-
Peterson, Sips nas curvas experimentais de equilibrio para estudar o processo de
adsorcao.

» Realizar ensaios de adsorcdo-dessorcdo para avaliar o potencial de regeneracao
da membrana adsorvente.

= Caracterizar as membranas contendo ions Cu(ll) por meio de espectroscopia de
fotoelétrons de raios-X (XPS).

= Avaliar a citocompatibilidade e as atividades antimicrobianas da membrana PT/QT

antes e ap0s o processo de adsorgao.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Contaminacdo por metais toxicos

Atualmente, as atividades industriais, o rapido crescimento populacional e o
descarte inapropriado de efluentes contaminados por metais téxicos tem promovido a
poluicdo de ambientes aquaticos, ocasionando sérios problemas ambientais. Por
consequéncia, a poluicdo de recursos hidricos induz a contaminagdo de alimentos,
animais, plantas e seres humanos (AHMARUZZAMAN, 2011; HALIM et al., 2018).

Os metais toxicos ndo sao biodegradaveis e podem ser acumulados em
tecidos vivos, causando doencgas, tais como alopecia areata, cancer, insuficiéncia
renal e doenca degenerativa do tecido 6sseo (BASHA et al., 2011; CAROLIN et al.,
2017). Em humanos, a toxicidade de metais causa principalmente danos ao sistema
nervoso central e prejudica o funcionamento de rins e pulmdes (AHMARUZZAMAN,
2011; UDDIN, 2017). Portanto, efluentes, aguas residuarias e sistemas aquosos
contaminados com metais toxicos devem ser tratados adequadamente.

Os efluentes podem apresentar em sua composi¢cao contaminantes organicos
e inorganicos. A natureza dos poluentes pode determinar o tipo de tratamento a ser
realizado. Os métodos mais utilizados no tratamento de efluentes contaminados por
metais tOxicos sdo: precipitacdo quimica, filtracdo por membranas, troca ibnica,
osmose reversa, precipitacao, eletrodeposicéo e adsorcdo (LIANG et al., 2010; HALIM
et al., 2018). Estes métodos de tratamento objetivam atender as legislacbes
ambientais, que limitam a concentracdo de um poluente em um determinado efluente
que sera destinado a um corpo receptor (EPA, 2003; CONAMA, 2011; OMS, 2017).

No meio ambiente, a contaminacdo por metais téxicos € consequéncia de
atividades naturais (particulas provenientes de atividades vulcénicas, incéndios
florestais e outras) e antropogénicas (AHMARUZZAMAN, 2011). As fontes
antropogénicas de contaminagdo ocorrem principalmente por meio de atividades
industriais, tais como tingimento, mineragao, fundigéo e producdo de baterias. Estas
atividades tem despertado o interesse de pesquisadores por produzirem grandes
guantidades de efluentes contendo metais toxicos (ALI; GUPTA, 2007; UDDIN, 2017).
O grau de contaminacdo de uma pessoa ira depender de muitos fatores; no entanto,
0S mais importantes estdo relacionados com o tipo de contaminante e a concentragao

do mesmo que foi exposta ao individuo (LAURA et al., 2018).



Os contaminantes metalicos de maior interesse sao 0os metais cobre (Cu),
chumbo (Pb), cromo (Cr), cadmio (Cd), mercuario (Hg), niquel (Ni) e zinco (Zn) (FU;
WANG, 2011; NAZARZADEH; MOTAHARI; SILLANPAA, 2018). Este trabalho ira
abordar estudos com o metal cobre. Este metal ocorre nas formas i6nicas Cu(l) e
Cu(ll). A forma Cu(ll) € a mais comum, pois é a espécie mais abundante no meio
ambiente (CAROLIN et al., 2017; UDDIN, 2017). Nos seres humanos, o ion Cu(ll) é
incorporado por enzimas nos processos de desenvolvimento dos tecidos conjuntivo e
0sseo (HU etal., 2017). A necessidade de ingestéo diaria de ions cobre em um adulto
€ de apenas 2 mg. Porém, o excesso deste no corpo humano (>250 mg) acarreta
nausea, insuficiéncia renal e hepatica e outras implicacdes (OLSON et al., 2014;
AWUAL et al., 2016).

Compostos idnicos (sais inorganicos) de Cu(l) geralmente séo insollveis em
agua, ja os sais de cobre(ll) (sulfato, carbonato, cloreto e nitrato) apresentam-se
soluveis. Estes sais possuem vasta aplicacdo, como mostra a Tabela 1
(BRADBERRY, 2016).

Tabela 1. Aplicagbes de sais de cobre(ll).

Sais de cobre(ll) Aplicacao
Sulfato de cobre(ll); Cloreto de cobre(ll)
Nitrato de cobre(ll); Acetato de cobre(ll) Producéo de fungicidas
Sulfato de cobre(ll); Nitrato de cobre(ll) Fertilizantes
Sulfato de cobre(ll) Desinfetante

Carbonato de cobre(ll); Sulfato de
Cobre(ll); Nitrato de cobre(ll), Cloreto de Conservantes de madeira
Cobre(ll), Acetato de cobre(ll)

Sulfato de cobre(ll); Oxido de cobre(ll); Tintas
Nitrato de cobre(ll)

Sulfato de cobre(ll); Cloreto de cobre(ll) Galvanoplastia

O cobre é liberado em sistemas aquosos através do intemperismo natural do
solo, uso intensivo de praticas de manejo agricola, tratamento de esgoto e através de
descargas industriais, como na fabricacdo de produtos quimicos e ligas, revestimentos
de cabos, na industria téxtil, alimenticia e na fabricacdo de baterias. Considerando

todas as fontes de origem, estima-se que a liberacdo anual de cobre para o meio



ambiente atinja cerca de 939.000 toneladas (AWUAL et al., 2016; ZAIDI; WANI,
KHAN, 2017). A resolugéo 430 de 13 de maio de 2011 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA N° 430/2011), dispde que a quantidade maxima permitida de
ions Cu em um efluente que ira ser lancado em um corpo receptor ndo pode
ultrapassar a concentracédo de 1,0 mg L.

Entdo, ha necessidade de minimizar e/ou eliminar impactos ambientais
relacionados a contaminacao por metais toxicos. Esse efeito, promove a busca pelo
desenvolvimento de processos economicamente viaveis e ambientalmente amigaveis,
que sejam capazes de promover a remocdo de poluentes de sistemas aquosos
contaminados (LOFRANO, 2012).

3.2 Hidrogéis fisicos

Os hidrogéis sao redes tridimensionais de polimeros parcialmente ou
totalmente hidrofilicos. Sdo materiais capazes de reter uma grande quantidade de
agua ou fluidos biolégicos. Os hidrogéis podem apresentar caracteristicas de
flexibilidade, elasticidade, permeabilidade, elevada capacidade de intumescimento,
biodegradabilidade, citocompatibilidade e outras (MAHINROOSTA et al., 2018).

Os hidrogéis podem ser classificados como quimicos ou fisicos (AKHTAR, et
al., 2016). Hidrogéis quimicos apresentam redes poliméricas organizadas e
reticuladas, através de ligacbes quimicas (covalentes), formando geralmente
estruturas permanentes, estaveis e insollveis em agua. Ja os hidrogéis fisicos
(complexos polieletroliticos — PECs), sdo formados principalmente pelo
estabelecimento de interacdes eletrostaticas entre grupos de cargas opostas em
solucéo e, também, por meio de intera¢des intramoleculares e intermoleculares entre
polimeros com grupos ionizaveis de cargas opostas em solucdo aquosa. A estrutura
de um hidrogel fisico pode ser permanente, fato que dependera do grau de associacéo
entre as cadeias poliméricas no hidrogel. Este fato depende principalmente da
metodologia de preparo do hidrogel PEC, tais como, condicdo de pH, forca ibnica,
temperatura e tipo de precursores utilizados no processo de formagdo do material
(MAHINROOSTA et al., 2018).

Por apresentar caracteristicas versateis, a aplicacdo de PECs a base de
polissacarideos naturais tem recebido destaque nas areas de liberagéo controlada de
farmacos (BHATTARAI; GUNN; ZHANG, 2010), na area de engenharia de tecidos
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(GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2014) e na area ambiental (FACCHI et al., 2018).
Polimeros naturais (polissacarideos) tais como QT, PT, alginato, amido, e outros sédo
utilizados na producdo de PECs aplicados como agentes adsorventes (WU et al.,
2018). Facchi et al. (2018), desenvolveram hidrogéis fisicos a base de alginato e
quitosana e utilizaram estes hidrogéis como agentes adsorventes para tratar sistemas
contaminados por ions Pb(ll). Os hidrogéis foram aplicados sobre um efluente de
bateria e promoveu remocao de 99% do chumbo presente no efluente. O mecanismo
de adsorcéo foi governado pelo processo de quimissorcéao, sendo que a adsorcao dos
ions Pb(ll) no material, ocorreu atraves da formagéo de complexos metalicos entre o
ion Pb(ll) e os grupos —COO-, —OH e —NH: presentes no sélido adsorvente (hidrogel).
Além disso, esses hidrogéis foram obtidos sem o uso de agentes reticulantes téxicos,
conferindo potencial para serem utilizados em uma aplicacao real (FACCHI et al.,
2018).

A hidrofilicidade dos hidrogéis pode ser controlada pela natureza dos
grupamentos laterais presentes nas cadeias dos polimeros precursores, tais como 0s
grupos —OH, —COOH, —CONHz, —NHz, e -OSOsH (OZAY et al., 2009). Adsorventes a
base de PECs sao aplicados com sucesso no tratamento de sistemas contaminados
por ions metalicos. PECs constituidos por polissacarideos naturais tém atraido
atencdo de pesquisadores, devido a simplicidade de producédo e viabilidade
econdmica no processo de formac¢édo dos materiais.

Os hidrogéis também recebem destaque devido as propriedades de
estabilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, atividade e,
ainda devido a presenca de um grande conteudo de grupos hidrofilicos em suas
estruturas (HUA; LI, 2014; HAMEDI et al., 2018). A presenca de grupos hidrofilicos
favorece a interagcdo com espécies metalicas em meio aquoso, promovendo 0
processo de adsorcao. Neste estudo sera utilizado um hidrogel fisico (a base de
membranas formado pela associacéo fisica entre PT e QT) como agente adsorvente
de ions Cu(ll).

3.3 O processo de adsorgao e hidrogéis como agentes adsorventes
A adsorcédo é um processo governado por meio da transferéncia de massa
envolvendo espécies presentes em sistemas aquosos ou gasosos em direcdo a

superficie de solidos adsorventes. As espécies adsorvidas (adsorvato ou adsorbato)



11

se concentram na superficie do solido adsorvente (ou adsorbente). Este processo
possibilita a separacdo de componentes presentes em sistemas aquosos e gasosos,
por isso, a adsorcdo € uma técnica utilizada para tratar efluentes e aguas residuarias
(NASCIMENTO et al., 2014).

O processo de adsorcdo depende de diversos fatores, tais como é&rea
superficial do solido adsorvente, dosagem de solido adsorvente, presenca de grupos
funcionais no agente adsorvente, hidrofilicidade, temperatura, pH, concentracao de
adsorbato, entre outros. A influéncia destes fatores deve ser investigada, visando
otimizar o processo de adsorcdo para se alcancar resultados satisfatérios em uma
possivel aplicacdo pratica (LARGITTE; PASQUIER, 2016; NASCIMENTO et al.,
2014).

Varios materiais podem ser utilizados como agentes adsorventes para tratar
efluentes contaminados por metais toéxicos. Recebem destaque sélidos adsorventes a
base de polimeros sintéticos, tais como poliacrilonitrila (DENG; BAI; CHEN, 2003) e
acido y-poliglutamico (NOOR et al., 2017), biossorventes a base de serragem,
(KACZALA; MARQUES; HOGLAND, 2009), bagaco de cana (GUPTA; KHARAT,
2018), palha de arroz (BHATTACHARYA; MANDAL; DAS, 2006), casca de nozes
(PEHLIVAN et al., 2009), casca de amendoim (JOHNSON et al., 2002), marmore em
pé (GHAZY; GAD, 2014), carvao ativado (LARGITTE; PASQUIER, 2016) e outros.

Dentre estes agentes, o carvao ativado tem sido amplamente utilizado
sequencialmente com ultrafiltracdo, pois apresenta elevada area superficial, estrutura
porosa e eficiéncia para adsorver poluentes de sistemas aquosos e gasosos. As
resinas de troca ibnica também sdo utilizadas, apresentando alta seletividade,
facilidade de aplicacdo e eficiéncia de remoc¢édo. No entanto, ambos 0S processos
possuem como desvantagem o elevado custo de producdo (HAMDAOUI, 2009;
WANG et al., 2011; SABELA et al., 2016). Ja a precipitacdo quimica é geralmente
adaptada para o tratamento de aguas residuais com alta concentracdo de ions
metélicos, no entanto, é ineficaz quando a concentracdo de ions € baixa, pelo alto
custo e, também, pela possivel producédo de lodo (KAMAL; POCHAT-BOHATIER,;
SANCHEZ-MARCANO, 2017).

Além disso, outras técnicas séo utilizadas no tratamento de efluentes que
contém metais toxicos, tais como, a precipitacdo quimica, extracdo de solvente,
remocao eletroquimica, separacao por membranas, entre outras. Porém, tais técnicas

utiizam demanda alta de energia (AKAR et al.,, 2009). Por outro lado, hidrogéis
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adsorventes produzidos a partir de polissacarideos naturais, podem apresentar
grande potencial, pois podem ser obtidos sem o uso de metodologias experimentais
complexas, além de apresentarem eficiéncia no processo de adsorcao.

Neste sentido, PECs biodegradaveis podem apresentar baixa citotoxicidade,
e baixo custo de producdo (PAULINO et al., 2009). Essas caracteristicas sao
requeridas para o desenvolvimento de novos agentes adsorventes, pois podem

contribuir para um processo de adsor¢cado mais limpo e ambientalmente correto.

3.4 Pectina

A pectina € um polissacarideo anidénico, solivel em &gua e extraido
principalmente das paredes celulares de plantas. A extracdo da PT ocorre atraves de
tratamentos térmicos e mecanicos (WANG et al., 2016a), tal como a extracao assistida
por micro-ondas (FISHMAN et al., 2006) e a extracdo de alta pressédo hidrostética,
respectivamente (GUO et al., 2012). A PT apresenta em sua estrutura unidades
lineares de acido D-galacturbnico (65%) parcialmente O-metoxiladas e O-etoxiladas,
unidas por meio de ligacdes glicosidicas a(1—4) (Fig. 1) (TENTOR et al., 2017). Além
disso, as cadeias lineares de &cido D-galacturbnico podem apresentar ramificacdes
laterais, formando estruturas complexas denominadas de rhamnogalacturonano-I,
rhamnogalacturonano-Il, arabinogalactano e xilogalacturonano (WANG et al., 2016a;

NOREEN et al., 2017).

HO,C
1 o)
H3CO,C
0
HO OH o% ol
HO OH

— —n
Figura 1. Estrutura linear do acido D-galacturfnico que ocorre na pectina.

A PT apresenta propriedades de biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixa toxicidade e, com isso, € aplicada na industria de alimentos, cosméticos
(atuando como agente gelificante, espessante e estabilizante), farmacéutica (compde
matrizes utlizadas na area de liberacao controlada de farmacos) (NEUFELD; BIANCO-

PELED, 2017), matrizes para aplicacdo na area de engenharia de tecidos (COIMBRA
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et al., 2011; MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012) e, recentemente, aplicada para
remover metais toxicos de ambientes aquosos (LESSA et al., 2017).

Lessa et al. (2017) desenvolveram um material adsorvente a base de PT e
microfibras de celulose extraidas da laranja. Este material apresentou excelente
capacidade para remover ions Cd(ll), Cu(ll) e Fe(ll) de 4guas residuais na dosagem
de 150 mg (1,5 g L™). Os estudos de adsorcéo revelaram eficiéncia de remocéo de
94%, 77% e 58% das espécies Fe(ll), Cu(ll) e Cd(ll), respectivamente. A capacidade
maxima de remocéo (ge) na condicéo de equilibrio foi 192,3 mg g para os ions Cu(ll),
88,5 mg g~ para os ions Cd(ll)) e 98,0 mg g~* para os ions Fe(ll). Além disso, estudos
mostraram que o material poderia ser utlizado por pelo menos cinco ciclos
consecutivos de adsorcdo-dessorcdo. Desta forma, as membranas de PEC
associadas as microfioras de celulose apresentaram excelente potencial de
reutilizacao.

A PT possui um grau de metoxilagdo/etoxilacdo caracteristico e, este
parametro é utilizado para classificar a PT. Pectinas com alto grau de
metoxilacdo/etoxilacdo (>50%) podem promover formacao de hidrogéis em condicbes
de pH abaixo de 3,5, devido a protonacdo dos grupos carboxilatos da PT e
estabelecimento de intera¢gdes intermoleculares entre os segmentos de cadeia da PT.
As interacfes intermoleculares que governam a formacao do hidrogel fisico de PT
(constituido somente de PT), ocorrem por meio do estabelecimento de interacdes de
ligacbes de hidrogénio e Van der Waals. Pectinas de baixo grau de
metoxilacao/etoxilacdo (<50%) podem ser utilizadas para obter hidrogéis fisicos
(PECs) na presenca de cations polivalentes, tais como os ions calcio, ferro, aluminio
e outros (FRAEYE et al., 2010).

Estes dois tipos de hidrogéis de PT, geralmente apresentam baixa
estabilidade em meio aquoso, devido a elevada solubilidade da PT em agua. Este
efeito limita a aplicacdo de hidrogéis fisicos constituidos por PT. Para superar esta
desvantagem, a PT pode ser associada a QT (um polissacarideo catiénico), visando
obtencdo de PECs estaveis e mais duraveis (MARTINS et al., 2018a; MARTINS et al.,
2018b).

3.5 Quitosana

A QT é um polimero derivado da quitina (segundo polissacarideo mais
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abundante do planeta) e sua obtencao ocorre principalmente por meio da reagéo de
desacetilagdo parcial da quitina. A quitina € extraida principalmente da carapaca de
crustaceos e insetos (MUXIKA et al., 2017a; TENTOR et al., 2017). A QT é um
polissacarideo linear, catiébnico, composto por unidades D-glicosamina e N-acetil-D-

glicosamina unidas por ligacdes glicosidicas $(1—4) (Fig. 2) (FACCHI et al., 2017).

HCOCH;

Figura 2. Estrutura quimica da quitosana.

A QT apresenta grupos quelantes —NH2z na posi¢cado C(2) e grupos —OH nas
posicoes C(3) e C(6) de sua unidade repetitiva (Fig. 2). Em condi¢cdes de pH abaixo
de 6,5 ocorre protonacdo dos grupos amino, tornando a QT sollvel em solucdes
aguosas de acidos diluidos (MEDEIROS BORSAGLI et al., 2015).

A QT apresenta propriedades similares a PT e, também, se destaca como um
material versatil e promissor. Como a PT, a QT apresenta aplicacbes na industria
alimenticia, agricola, farmacéutica, médica e na area ambiental. A QT pode ser
utilizada como agente floculante/coagulante e hidrogéis a base de QT possuem
capacidade para tratar efluentes contaminados por corantes e metais toxicos
(MUXIKA et al., 2017b).

Hidrogéis de QT no formato de membranas foram usados como agentes
adsorventes de ions Cu(ll) (GHAEE et al., 2010; WANG et al., 2016b). Porém as
membranas de QT apresentaram-se frageis e sensiveis a variacdo de pH. A variagdo
de pH pode promover desintegracdo das membranas. Além disso, para conferir
estabilidade as membranas de QT, as mesmas foram reticuladas quimicamente com
glutaraldeido. A reticulacdo tornou as membranas mais resistentes contra 0s
processos de dissolugcéo e degradacdo. Por outro lado, o uso de glutaraldeido deve

ser evitado, uma vez que, este reagente é tOxico para 0s seres vivos e meio ambiente.
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3.6 Membranas de pectina/quitosana e aplica¢gdes tecnoldgicas

Hidrogéis podem ser preparados a partir de polimeros naturais e, esses
podem ser confeccionados como esferas, membranas, microparticulas,
nanoparticulas, fibras, filmes e outros (HAMEDI et al., 2018). Este estudo ira abordar
o preparo de membranas a base de PECs PT/QT. N&o ha estudo prévio descrevendo
0 uso de agentes adsorventes a base de membranas PT/QT e, muito menos, 0 uso
de membranas PECs que sejam adsorventes, estaveis e resistentes com aplicacéo
na area ambiental. Portanto, uma alternativa para produzir membranas com
estabilidade para serem aplicadas como agentes adsorventes é promover a
combinacdo de polieletrélitos de cargas opostas, tais como a PT e QT, visando
obtencéo de PECs a partir de solu¢cBes aquosas.

Chen et al. (2010) prepararam membranas PECs com elevada porosidade,
combinando QT e PT na faixa de pH entre 3,4-4,7. Membranas QT/PT preparadas na
razdo 50/50 (m/m) foram obtidas com resisténcia a tracdo de 32 N g~'. Porém, o
material possuiu baixa estabilidade em meio aquoso (pH 7,4), apresentando perda de
massa de 50% e 75% apds 1 e 14 dias em contato com solucdo tampéao de fosfato
(PBS) a pH 7,4, respectivamente. PECs de PT e QT compreendem, frequentemente
estruturas frageis e porosas, devido ao estabelecimento majoritario de forcas
coulébmbicas de longo alcance no hidrogel (CHEN et al., 2010). Estas propriedades
dependem principalmente da condicéo de pH utilizada para formar os hidrogéis, bem
como, do grau de metoxilacao/etoxilacdo da PT, grau de desacetilacdo da QT e massa
molar dos polimeros precursores.

Maciel et al. (2015), também prepararam filmes PT/QT em solucao de acido
acético (pH = 3,0, 4,0, 5,0 ou 5,5). Para produzir PECs, as solucdes PT e QT foram
misturadas com o intuito de produzir precipitados que foram secos para formarem
PECs (filmes), ao longo de uma extensa gama de raz6es PT/QT (entre 10/1 a 1/10).
Esses materiais foram aplicados como embalagens de alimentos (MACIEL;
YOSHIDA; TEIXEIRA, 2015).

Nestes estudos ja publicados, os materiais baseados em PECs PT/QT foram
preparados devido principalmente a ocorréncia de interacdes eletrostaticas entre
grupos —COO~ (pKa= 3,6—4,1) nas cadeias de PT (OFORI-KWAKYE; FELL, 2001) e —
NHs* (pKa = 6,5) nas cadeias de QT (FACCHI et al., 2018). Desta forma, estes PECs
apresentaram menor estabilidade em solucdo tamp&o PBS, pois nesse meio as

interacbes couldmbicas entre QT e PT sédo desfeitas devido a desprotonacdo dos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861718301383#bib0030
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ph-value
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/tensile-strength
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/acetic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/acetic-acid
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grupos —NHs* nas cadeias de QT (CHEN et al., 2010). Em todos os estudos citados
na literatura, PECs PT/QT sao obtidos com excesso de QT, pois 0 excesso desse
polimero promove maior estabilidade contra dissolucdo aquosa, uma vez que a QT é
insolivel em agua, enquanto a PT apresenta alta solubilidade.

Portanto, este projeto visa otimizar a producdo de membranas estaveis e
resistentes a base de PT/QT, utilizando excesso de PT na composi¢ao do material. O
pH das blendas PT/QT sera ajustado para aproximadamente 1,0 com auxilio de HCI
0,10 mol L. Esta condigdo inviabiliza a ocorréncia predominante de interacées
eletrostaticas, pois a PT apresentara em sua estrutura excesso de grupos —COOH,
enquanto a QT excesso de grupos —NHs*. As membranas serdo obtidas sem auxilio
de agentes quimicos de reticulacdo, comumente toxicos. As membranas serao
formadas com excesso de PT na composicao final do material, partindo-se de uma PT
com altograu de metoxilacdo/etoxilacdo (56%). O elevado grau de
metoxilacdo/etoxilacio na PT pode favorecer a formacdo de interacdes
intermoleculares com as cadeias de QT.

Esse estudo ira abordar o uso de membranas PT/QT como agentes
adsorventes. Porém, essas membranas ja foram aplicadas no campo biomédico como
matrizes scaffolds. Destaca-se a formacdo de membranas PECs (scaffolds)
hidrofilicas a partir de diferentes razées PT/QT (m/m). Estas membranas
apresentaram pela primeira vez consideravel durabilidade e elevada resisténcia a
tracdo similar a apresentada pela pele humana (5 a 28 MPa) (MARTINS et al., 2018b).
Além disso, estas membranas scaffolds promoveram a ancoragem, a adesado e o
suportou o crescimento de células-tronco humanas do tecido adiposo por até 7 dias
de cultura celular. Sendo assim, as membranas PT/QT sdo materiais candidatos para
aplicacdo na area de engenharia de tecido (MARTINS et al., 2018b). Nessa
dissertacdo, sera mostrado que a membrana contendo excesso de PT (93% em
massa) apresenta potencial para atuar como agente adsorvente de ions Cu(ll), sendo

descrito pela primeira na literatura.

3.7 Cinética de adsorcao
O mecanismo de adsorcdo pode ser estudado investigando a cinética de
adsorcao que descreve a taxa de remocao do adsorvato do meio aquoso em funcéo

do tempo. Deste modo, estudos cinéticos sdo importantes para determinar o tempo
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necessario para que ocorra a saturacao da superficie do adsorvente e, assim, otimizar
0 tempo necessério de aplicagcdo (NASCIMENTO et al., 2014).

Modelos cinéticos ndo lineares sdo aplicados nas curvas experimentais de
adsorcédo que sao plotadas em termos de g: (quantidade de adsorbato adsorvida por
grama de adsorvente na condicdo de equilibrio) em funcdo do t (tempo). Estes
modelos matematicos fornecem informagfes valiosas do processo de adsorcéo.
Dentre essas informacdes, destaca-se a determinacéo das constantes de velocidade
gue envolvem o processo de adsorcéo, o tempo necessario para que haja saturacao
da superficie do adsorvente, e indicativos se 0 processo de adsorcdo ocorre via
quimissorcao ou fisissorgéo, e entre outras propriedades (NASCIMENTO et al., 2014;
BHATTACHARYA; MANDAL; DAS, 2006). Os modelos cinéticos ndo lineares que
serdo aplicados nesse estudo sdo os modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-
segunda ordem e Elovich. As Equacdes dos modelos nao lineares estéo descritas na
Tabela 2.

Tabela 2. Equacdes nao lineares dos modelos cinéticos utilizados neste estudo.

Modelos Cinéticos

Pseudo-primeira ordem g = q.[1— ef1t]
k2qédt
Pseudo-segunda ordem 9t = Ti,qut
1
Elovich qc = 7 In(1+ aft)

gt € ge = quantidades em mg g-! de adsorbato adsorvidas no intervalo de tempo t (antes da condicéo
de equilibrio) e no equilibrio em (mg g1); k1 = constante de velocidade do modelo cinético de pseudo-
primeira ordem (min-1); k2 = constante de velocidade da cinética de pseudo-segunda ordem (g mg=!
min-1); t = tempo de adsorgdo (min); a = representa a taxa inicial de adsorgdo (g gm=t min=2); g =
coeficiente de dessorcédo (mg g~* min~?). a e B sédo as constantes de Elovich.

3.7.1. Modelo cinético de pseudo-primeira ordem

A equacgdo nao linear do modelo cinético de pseudo-primeira ordem foi
introduzida por Lagergren (LAGERGREN, 1898; SIMONIN, 2016) e tem sido
amplamente utilizada para investigar processos de adsor¢cdo em sistemas liquido-
sélido. Este modelo estabelece que a velocidade de ocupacéo dos sitios ativos de
ligagcdo na superficie do adsorvente é proporcional ao numero de sitios ativos na
superficie do material adsorvente (HO; MCKAY, 1999).
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3.7.2. Modelo cinético de pseudo-segunda ordem

O modelo cinético de pseudo-segunda ordem é um tipo especial de cinética,
denominado de cinética de Langmuir, pois assume que a concentracdo do adsorbato
€ constante em relacdo ao tempo e, que o numero de sitios ativos depende da
quantidade de adsorbato adsorvido no equilibrio (GUPTA; BHATTACHARYYA, 2011).
Este modelo descreve processos de adsorcdo de natureza quimica, ou seja, aqueles
que envolvem o compartihamento de elétrons entre as espécies adsorbato-
advorvente (HO; MCKAY, 1999).

3.7.3. Modelo cinético de Elovich

O modelo cinético de Elovich foi originalmente proposto por Roginsky e
Zeldovich (1934), e considera que a superficie de sélidos adsorventes é
energicamente heterogénea. Esse modelo prediz que as interacdes entre espécies de
adsorbato sdo desprezadas e, que o0 processo de dessor¢cdo nao influencia
significativamente a cinética de adsor¢cdo quando o recobrimento da superficie do
adsorvente esta incompleta (GUPTA; BHATTACHARYYA, 2011). Embora tenha sido
desenvolvido para descrever o processo de quimissorcdo em sistemas solido-gas
(HO; MCKAY, 2004), este modelo também é considerado adequado para descrever
processos de adsorcdo quimica em sistemas sélido-liquido (WU; TSENG; JUANG,
2009; NASCIMENTO et al., 2014).

3.8 Isotermas de adsorcgéo

As isotermas de adsorcdo representam a relacdo de equilibrio entre a
concentracdo do solido adsorvente (ge) com a concentragdo (Ce) da fase liquida
(adsorbato), a uma determinada temperatura. A concentracdo de adsorbato na
superficie do sélido é expressa em termos da massa (mg) de adsorbato adsorvida por
unidade de massa (g) de adsorvente (MCCABE et al.,, 1993). As isotermas sao
imprescindiveis para predizer a capacidade de adsorcdo de um solido adsorvente
(RAFATI et al., 2016).

A palavra isoterma relaciona-se com o fato de que os ensaios séo realizados
em temperatura constante, ou seja, sob condic¢des isotérmicas (NASCIMENTO et al.,
2014). O equilibrio de adsorcéo é estabelecido quando a fase contendo adsorbato
permanece em contato com a superficie do adsorvente por tempo suficiente (FOO,;



19

HAMEED, 2010). A aplicacdo dos modelos isotérmicos propicia conhecer o
mecanismo envolvido no processo de adsorcao, através do ajuste dos modelos as
curvas experimentais. Ha uma diversidade de isotermas (modelos matematicos), no
entanto, os mais utilizados para interpretar ou predizer dados de equilibrio de
adsorcado sdo os modelos de Langmuir e Freundlich e modelos hibridos dos modelos
de Langmuir e Freundlich (Redlich-Peterson and Sips) (FOO; HAMEED, 2010;
NASCIMENTO et al., 2014). Os modelos utilizados neste trabalho estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Equag8es ndo lineares dos modelos isotérmicos utilizados neste estudo.

Modelos Isotérmicos

Langmuir Ge = %ﬁﬁ:
- Fator de separagdo adimensional de Langmuir (RL) R, = 1+1§ -
Lte
. _ 1/TlF
Freundlich qe = kiC,
. _ _agpCe
Redlich-Peterson e = T7pc9
RCYe
. _ qm(ksCe)™S
Sips e = 1+(keCo)™S

ge = capacidade maxima de adsor¢do na condigdo de equilibro (mg g1); gm = capacidade maxima de
adsorcdo (mg g1); ku= constante de adsorcdo de Langmuir relacionada com a energia de adsorcao
(L mg1); Ce = concentracdo de adsorbato remanescente no equilibrio (mg L™); R. = Fator de
separacao adimensional de Langmuir; Kr = constante de Freundlich que esta diretamente relacionada
com a capacidade de adsorcdo (mg g); 1/nr = heterogeneidade do material; nr = constantes de
Freundlich que mede o desvio da linearidade de adsor¢&o; are € brp = S80 constantes da isoterma de
Redlich-Peterson (L mg e L g%, respectivamente); g = é o expoente adimensional do modelo de
Redlich-Peterson; ks = é a constante do modelo de Sips relacionada a energia de adsorgéo (L mg-1)ms
e ms= é 0 expoente do modelo de Sips;

3.8.1. Isoterma de Langmuir

Atraves da isoterma de Langmuir (LANGMUIR, 1916) é possivel prever o valor
de gm, Ou seja, é possivel prever e estimar a quantidade maxima de adsorbato (mg)
gue o adsorvente (1,0 g) pode adsorver em sua superficie (GHOSAL; GUPTA, 2017).
A isoterma de Langmuir considera que 1) existe um numero definido de sitios ativos
na superficie do adsorvente; 1) os sitios possuem energias equivalentes e as espécies

adsorvidas nao interagem umas com as outras; Ill) a adsor¢cao ocorre com formacéo
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de uma monocamada; IV) cada sitio do adsorvente pode comportar apenas uma
espécie do adsorvato (LANGMUIR, 1916; NASCIMENTO et al., 2014).

Para verificar se o processo de adsorcédo € favoravel, analisa-se o fator de
separacdo adimensional de Langmuir (RL) (Tabela 3). O processo de adsorgédo €
favoravel quando 0 < RL > 1, linear para RL = 1, desfavoravel quando RL > 1 e
irreversivel quando RL =0 (PATHAK; MANDAVGANE, 2015).

3.8.2. Isoterma de Freundlich

O modelo isotérmico nao linear de Freundlich (FREUNDLICH, 1906) é uma
Equacdo empirica (Tabela 3) baseada na distribui¢cdo do soluto entre a fase soélida e
a fase liquida no equilibrio. Este modelo pode ser aplicado para explicar processos de
adsorcdo que envolvem solidos de superficies heterogéneas e adsorcdo em
multicamadas. Além disso, os sitios de adsorcdo apresentam diferentes energias
adsortivas (FREUNDLICH, 1906; FOO; HAMEED, 2010; NASCIMENTO et al., 2014).

Em relagédo ao parametro nr, 0 processo de adsor¢éo é linear quando nr = 1,
quimico para nr < 1 e fisico para nr >1. Ja para o parametro kr, quanto maior o seu
valor, maior sera a afinidade do adsorbato pela superficie do adsorvente (FOO;
HAMEED, 2010).

3.8.3. Isoterma de Redlich-Peterson

O modelo néo linear de de Redlich-Peterson (REDLICH, 1947) é descrito por
uma equacdo empirica (Tabela 3), sendo considerado um modelo hibrido das
isotermas de Langmuir e Freundlich. O modelo pode ser aplicado para superficies
homogéneas ou heterogéneas e, por isso admite processos de adsorcdo em
monocamada e multicamadas (NEBAGHE et al., 2016). O parametro g, varia entre O
e 1, sendo que para g = 0, o0 modelo de Redlich-Peterson se reduz a lei de Henry
(indicando que o modelo de Freundlich prevalece sobre o processo de adsorcao),
enquanto que para um valor de g préximo de 1, o modelo de Redlich-Peterson se
comporta de acordo com o modelo proposto por Langmuir (BRDAR; MARINA, 2012;
FOO; HAMEED, 2010).
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3.8.4. Isoterma de Sips

O modelo isotérmico de Sips (SIPS, 1948) também é um modelo hibrido das
isotermas de Langmuir e Freundlich. Quando o adsorbato se encontra em baixas
concentracdes, esse modelo se reduz de maneira eficaz a isoterma de Freundlich,
enguanto que em altas concentracdes de adsorbato, 0 modelo prevé uma capacidade
de adsorcdo em monocamada, similar a isoterma de Langmuir (FOO et al., 2010). A
constante do modelo de Sips (ks) esta relacionada a energia de adsorgéo (L mg?)™s e
ms € o coeficiente de heterogeneidade da superficie do sélido adsorvente. Quando ms
é igual a 1, o modelo descreve o comportamento da isoterma de Langmuir com o
estabelecimento de monocamada no processo de adsor¢cdo (SHARIPOVA et al.,
2016).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais

GENU® pectina (PT) com grau de O-metoxilacdo de 56% e massa molar de
190 x 102 g mol~* foi doada gentiimente pela empresa CP Kelco (Limeira-SP, Brasil).
A guitosana (QT) com grau de desacetilacdo de 85% e massa molar 87 x 103 g mol

foi adquirida da Golden-Shell Biochemical (China).

4.2 Preparo das membranas PT/QT

Solucgbes de PT e QT (1,0% m/v) foram preparadas individualmente em uma
solucdo aquosa 0,10 mol L~ de HCI a 60°C (10 min). Entéo, blendas PT/QT (30 mL)
foram obtidas, considerando as condicfes experimentais descritas na Tabela 4. As
membranas foram rotuladas como M(X-Y), onde X e Y representam os volumes das
solugcbes de PT e QT utlizados para formar blendas PT/QT, respectivamente
(MARTINS et al., 2018a).

Tabela 4. Condi¢des experimentais usadas para produzir membranas PT/QT.

Membranas Pectina (mL) Quitosana (mL) Volume da blenda PT/QT (mL)
M(28-2) 28 2 30
M(25-5) 25 5 30

M(20-10) 20 10 30

M(15-15)* 15 15 30

*A membrana ndo manteve sua estrutura ao longo do processo de lavagem.

Para formacéo de blendas PT/QT, aliquotas da solucédo de QT (60°C) foram
misturadas com aliquotas da solucéo de PT, também a 60°C (Tabela 4). Apos mistura,
a blenda PT/QT apresentou volume final de 30 mL. Entdo, a blenda PT/QT foi mantida
sob agitacdo magnética durante 30 min (60°C). O pH final da mistura PT/QT variou
entre 0,8 a 1,4.

Apo6s 30 minutos, a blenda (60°C) foi adicionada em placas de Petri (placas
com dimenséo de 85 x 10 mm) e, acondicionadas em estufa a 35°C por 24 h. Apos,
cada membrana PT/QT foi removida da placa de Petri e adicionada em agua
deionizada (250 mL) a 25°C. Entdo, a cada 30 min, aliquotas de NaOH 0,10 mol L1
foram gotejadas lentamente sobre a 4gua de lavagem (250 mL) até que o pH estivesse

em torno de 6,0. O processo de lavagem ocorreu ao longo de 6 h e as amostras M(28-
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2), M(25-5) e M(20-10) foram neutralizadas até pH 6,0. J& a amostra M(15-15) foi
neutralizada apenas até pH 4,5, pois esta amostra apresentou baixa estabilidade em
agua. Apos neutralizacdo, as membranas foram removidas da agua de lavagem e
secas em estufa a 35°C durante 24 h. A Fig. 3 representa detalhadamente a

metodologia utilizada para obter membranas PT/QT.
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Figura 3. Esquema utilizado para obter membranas PT/QT.

Imagens digitais ilustradas na Fig. 4 representam a blenda PT/QT (amostra
M28-2), processada logo ap0s a adicdo da blenda sobre a placa de Petri (Fig. 4A),
uma imagem da membrana M(28-2) ndo neutralizada e obtida ap6s secagem em

estufa (Fig. 4B) e uma imagem da membrana M(28-2) neutralizada e seca (Fig. 4C).

-

Figura 4. Imagens digitais da blenda PT/QT (Fig. 4A), membrana M(28-2) ndo neutralizada e seca em
estufa a 35°C (Fig. 4B), membrana M(28-2) neutralizada e seca em estufa a 35°C (Fig. 4C).

4.3 Determinacao do rendimento de complexacéo entre PT e QT

Apos neutralizacdo das membranas, o sobrenadante (=250 mL) obtido depois
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da neutralizacdo de cada amostra foi mantido em um banho ultrassénico durante 10
min (25°C) para homogeneizacao. Entéo, aliquotas dos sobrenadantes (15 mL) foram
removidas e armazenadas em frascos de polipropileno, congeladas e liofilizadas
(-50°C durante 48 h). A massa de material sélido obtida apés liofilizacdo se refere a
soma da massa de PT e QT ndo complexada. O sélido recolhido ap6s liofiliza¢éo foi
entdo adicionado em solugdo de NaOH 0,010 mol L= a 60°C durante 10 min para
garantir a dissolucdo da PT, mas manter a QT ndo complexada no estado solido. A
QT é insoluvel em solugdes alcalinas e sua massa nao dissolvida na solu¢cdo de NaOH
foi separada da fase liquida contendo PT (dissolvida) por meio do processo de filtracéo
a vacuo, usando membranas de acetato de celulose (0,22 um). A massa de sélido
correspondente a QT foi determinada. O teor de PT dissolvido foi determinado pela
diferenca entre a massa total de sélido liofilizado e a massa de QT. Este processo foi
realizado em triplicata (n=3). Ao determinar a massa de PT e QT nos sobrenadantes,
determinou-se a estequiometria de complexacao entre PT e QT. Além disso, avaliou-
se o rendimento (%) de complexacdo por meio da analise do teor total de solido
(massa de polimero PT+QT) utilizada no preparo das blendas PT/QT (nivel teérico de
polimero PT+QT) e, a massa de PT e QT presente nas amostras, mas determinada
apos etapa de neutralizacdo das membranas (nivel real de polimero PT+QT)
(MARTINS et al., 2018a).

4.4 Estudos de desintegracado/degradacdo das membranas

Amostras secas (50 x 25 mm) foram acondicionadas em estufa a 40°C (24 h)
e, entao, liofilizadas por 24 h para assegurar a remocao de humidade das membranas.
Apés esta etapa, a massa inicial das amostras (peso seco, Wseco-) foi imediatamente
medida. Em seguida, cada amostra foi imersa em PBS (50 mL) e alocada em um
Shaker (Thoth 6430) a 37°C com agitacdo de 100 rpm (CHEN et al., 2010). Em
intervalos de tempo desejados (1, 3, 5, 7 e 14 dias), as membranas foram removidas
do PBS e, entéo, secas novamente como descrito anteriormente. Apds secagem, as
amostras foram pesadas e a massa seca final (Wseco-F) determinada. O teor de
degradacéao/dissolucao das amostras (%) foi avaliado por meio da Eq. 1.

Degradacio = Wseco-F % 100% (1)

seco-I
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4.5 Determinag&o do grau de intumescimento das membranas

O grau de intumescimento (Gl) das membranas foi avaliado na condi¢ao de
equilibrio (25°C) em solucbes de pH 1,2 (fluido gastrico simulado, SGF) e pH 6,8
(fluido gastrico intestinal, SIF) apés 24 h, pela Equacao (2) (XIA et al., 2015).

m;—ms

GI = x 100 )

mg
onde o mi e ms se referem a massa da membrana intumescida e seca,

respectivamente.

4.6 Caracterizacdo das membranas

4.6.1. Analise das propriedades mecanicas

Inicialmente foi determinada a espessura das membranas PT/QT (amostras
com dimensdes de 50 x 25 mm), utilizando um micrémetro digital (modelo ZAAS). O
resultado médio da espessura foi obtido utilizando cinco medidas na &rea total de cada
amostra (50 x 25 mm). As propriedades mecanicas tais como resisténcia a tragcéo (o)
e o alongamento (¢) até a ruptura foram determinadas usando um texturémetro
MicroSystems, modelo TATX2i Surrey (Inglaterra). As medidas foram realizadas de
acordo com o método ASTM-D882-02. As amostras (50 x 25 mm) foram previamente
acondicionadas em uma solucédo saturada de Mg(NQOs)2 a 25 + 2°C (48 h) e umidade
relativa de 53 + 2%. A velocidade de realizacéo do teste foi ajustada em 0,83 mm s
(célula de carga de 50 kg) e a distancia inicial entre as alcas foi de 30 mm. Os
parametros o (MPa) e € (%) foram determinados por meio de cinco repetigdes. Os
resultados foram estatisticamente analisados usando o teste de Tukey em um nivel
de significancia de 5%. Esta analise foi realizada na Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

4.6.2. Andalise termogravimétrica (TGA/DSC)

Andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada em um analisador
termogravimétrico de marca Shimadzu, modelo TGA-50 (Jap&o). O equipamento
operou a uma taxa de aquecimento de 10°C min, fluxo de argdnio de 50 mL min~t

na faixa de temperatura de 25 a 700°C. A analise de calorimetria diferencial de
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varredura (DSC) foi realizada em um calorimetro de marca Shimadzu, modelo DSC-
60 Plus (Japao). O DSC operou nas seguintes condi¢des: taxa de aquecimento de

10°C min™1, fluxo de argdnio de 50 mL min~! e faixa de temperatura de 20 a 300°C.

4.6.3. Espectroscopia na regido do infravermelho no modo de refletancia total
atenuada (FTIR-ATR)

As membranas foram caracterizadas por meio da técnica de espectroscopia
na regidao do infravermelho (FTIR) no modo de refletancia total atenuada (FTIR-ATR),
utilizando um equipamento Shimadzu Scientific, modelo 8300 (Jap&o). A analise foi
realizada no intervalo de 4000 a 500 cm~ a partir de 64 varreduras. Esta andlise foi

realizada na Universidade Estadual de Maringa (UEM).

4.6.4. Microscopia eletronica de varredura (SEM)

A morfologia das membranas foi analisada através da técnica de microscopia
eletrbnica de varredura. As amostras foram revestidas por uma liga de paladio-ouro
(espessura de 10 nm) para torna-las condutoras. Entdo, as imagens de SEM foram
processadas por meio de um microscopio JSM-6500F, modelo JEOL (Jap&o). O
equipamento foi operado com uma tensdo de 5 kV. As imagens foram obtidas na
Colorado State University, USA.

4.6.5. Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X € uma técnica utilizada
para caracterizar superficies de sélidos, pois fornece dados sobre a composi¢ao
atbmica da superficie e o estado ionizante dos grupos. Os espectros foram obtidos
por meio de um espectrometro PhiElectronics 5800 (modelo Chanhassen MN), com
auxilio de uma fonte Al Ka monocromatica de raios-X (hv = 1486,6 eV), um analisador
hemisférico e um detector multicanal. O ajuste dos espectros de alta resolucao foi
realizado por meio do software Origin 8.5, usando fun¢ao gaussiana (ROMERO et al.,

2015). Esta analise foi realizada na Colorado State University, USA.
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4.6.6. Estudos de adsorcdo de ions Cu(ll)

Os estudos de adsorcéo foram realizados apenas com a membrana M(28-2),
uma vez que esta apresentou o maior teor de PT em sua estrutura (93% em massa),
boa estabilidade em meio aquoso e consideravel resisténcia mecanica. A PT é
polissacarideo aniénico, e uma maior concentracdo deste na membrana deve
aumentar o potencial de remocé&o de ions Cu(ll) de sistemas aquosos.

Inicialmente, uma solucéo estoque de Cu(ll) de 1000 mg L™ foi preparada e,
em seguida, utilizada para obter solu¢des trabalho a partir de diluicdes. O efeito do pH
sobre o processo de adsorgao foi investigado por meio de soluc¢des de Cu(ll) a 40 mg
L% na faixa de pH entre 0,5 e 6,2. O pH das solu¢ées de Cu(ll) foram ajustados com
auxilio de HNOs 0,10 mol L. Dois corpos de prova da membrana M(28-2) com
dimensé&o 50 x 25 mm cada foram adicionados em potes de polipropileno (100 mL)
contendo 50 mL das solucédo do adsorbato Cu(ll) preparadas na faixa de pH 0,5 a 6,2.
Cada conjunto foi levado para o shaker (Thoth 6430), mantendo o sistema sob
agitacdo (100 rpm) a 25°C por 24 h. Apéds este tempo, as solu¢des foram filtradas com
auxilio de membranas de filtro de nitrato de celulose (marca UNIFIL, tamanho de poro
de 0,22 um e diametro de 47 mm). Entdo, o sobrenadante foi analisado por meio da
técnica de espectroscopia de absorcdo atbmica por chama (FAAS), usando
equipamento marca Thermo Scientific, modelo ICE 3000, com lampada de deutério
como corretor de fundo. Foi utilizado gas acetileno (C2Hz) e lampada de Cu (catodo
oco), operando em 4 mA. O comprimento de onda de estudo foi 217 nm e a curva de
calibracdo para o Cu foi obtida na faixa de concentracédo de 0,5 a 5,0 mg L™ (R? =
0,999).

O efeito da dosagem (concentracdo do adsorvente) também foi investigado,
variando o numero de corpos de prova (50 x 25 mm) da membrana M(28-2)
adicionados aos recipientes contendo solu¢des de Cu(ll) a 40 mg L™ e pH 5,5. Quatro
recipientes de polipropileno (100 mL), contendo 50 mL da solucéao de Cu(ll) receberam
cada 1, 2, 3 ou 4 corpos de prova da membrana M(28-2), respectivamente. Entao,
cada sistema foi acondicionado ao shaker (25 °C), mantendo a agitagdo em 100 rpm
por 24 h. Apés este tempo, as solugBes foram filtradas e o sobrenadante analisado
por FAAS. As quantidades maximas de ions Cu(ll) adsorvidas foram determinadas por
meio das Egs. 3 e 4. A Eq. 3 foi utilizada para determinar a quantidade maxima de

ions Cu(ll) adsorvida na condi¢ao de equilibrio (ge). O termo ge é expresso em mg de
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adsorbato adsorvido por cada grama do material adsorvente; mg g=X. A Eg. 4 foi
utilizada para avaliar a eficiéncia de remocao (%) de ions Cu(ll).

m = qe = qe = (=) x V (3)

m

Eficiéncia de Remocao de ions Cu(Il) (%) = % %X 100 (4)
0

onde, ge representa a quantidade (mg) de Cu(ll) adsorvida por cada grama de agente
adsorvente (g™!), Co e Ce correspondem, respectivamente, a concentracdo (mg L)
de Cu(ll) inicial (determinada antes do ensaio de adsorcao) e a concentragao de Cu(ll)
na condicdo de equilibrio, V € o volume da solu¢éo (L) e m a massa (g) da membrana
M(28-2) usada como agente adsorvente.

No estudo cinético foi utilizado dois corpos de prova (50 x 25 mm) do agente
adsorvente, volume da solucdo de Cu(ll) de 50 mL com concentracéo inicial de 40 mg
L=! (pH 5,5) no intervalo de tempo de 5 a 180 min. O estudo de equilibrio de adsorgao
foi avaliado, usando dois corpos de prova (50 x 25 mm) do agente adsorvente,
solucdes Cu(ll) (50 mL; pH 5,5) na faixa de concentracédo de 5 a 100 mg L e tempo
de agitacéo de 120 min. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A quantidade

maxima de ions Cu(ll) adsorvida foi determinada por meio da Eq. 3.

4.6.7. Ajustes dos modelos cinéticos e isotérmicos aos dados experimentais

Os modelos cinéticos (ndo-lineares) de pseudo-primeira ordem
(LAGERGREN, 1898; SIMONIN, 2016), pseudo-segunda ordem (SIMONIN, 2016) e
Elovich (TAYLOR et al.,, 1952; JUANG et al.,, 1997), foram aplicados aos dados
experimentais para otimizar o tempo necessario de adsorgdo, bem como avaliar a
cinética de adsorcao.

A aplicacéo de modelos néo lineares de isotermas de adsorgédo também foram
realizadas. As isotermas podem descrever qual o tipo de interacdo que ocorre entre 0
conjunto adsorbato-adsorvente (RANGABHASHIYAM et al., 2014). Além disso, as
isotermas sdo importantes para estimar a eficiéncia do agente adsorvente e a
natureza do processo de adsorcdo na interface soélido-liquido ou soélido-gas. Desta
forma, os modelos matematicos (néo lineares) de isotermas que foram utilizados para

analise no processo de adsorcdo foram: Langmuir (LANGMUIR, 2016), Freundlich
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(FREUNDLICH, 1906), Redlich-Peterson (REDLICH, 1947) e Sips (SIPS, 1948). As
Equacg6es dos modelos cinéticos e isotérmicos utilizadas neste estudo encontram-se
descritas na Tabela 3. Os ajustes nao lineares foram realizados através do software
Origin 8.5.

Os resultados foram avaliados em termos do coeficiente de determinacgéo (R?)
e desvio padrdo normalizado Aqe (%). Este ultimo parametro foi calculado através da
Eqg. 5.

— 2
Aqe(%) — 100\/2[(Qe,exp qlsfz;l)/Qe,exp] (5)
onde, Qeexp € Qecal (Mg g™1) correspondem a quantidade maxima adsorvida de ions
Cu(ll) obtida experimentalmente e calculada, respectivamente, e N é o niamero de

ensaios.

4.6.8. Avaliacao do potencial de dessorc¢édo de ions Cu(ll)

O potencial de dessorcdo foi determinado a partir de dois ciclos de
adsorcao/dessorcao. Para saturacdo do hidrogel, 50 mL da solucdo Cu(ll) a 100 mg
L= (pH 5,5) foi colocada em contato com ~100 mg do hidrogel (dois corpos de prova
da membrana M(28-2)), mantendo o sistema em agitacdo (100 rpm) por 120 min a
25°C. Ap6s, as membranas foram removidas da solucdo de Cu(ll) lavadas
cuidadosamente com agua ultra pura para remover o excesso de ions Cu(ll) ndo
adsorvidos na superficie do material e secas em estufa a 35°C por 24 h. Entdo, os
ensaios de dessorcao foram conduzidos pela adicdo das membranas saturadas com
ions Cu(ll) (material seco obtido apds ensaios de adsor¢do) em 50 mL de HNO3 0,10
mol L nas condi¢ées de pH 2,0 e 5,5. Os ensaios de dessor¢do foram realizados em
um shaker sob agitacédo (100 rpm) em diferentes intervalos de tempos (1, 3,5, 7 e 14

dias) a 25°C. A quantidade de Cu(ll) adsorvida e dessorvida foi estimada por FAAS.

4.7 Caracterizacdo da membrana PT/QT ap0s ensaio de adsorcao

4.7.1. Espectroscopia de fotoelétrons de raio-X (XPS)
A técnica de XPS foi aplicada no material obtido ap6s processo de adsor¢éo

(membrana M(28-2)/Cu para confirmar a presenca de ions Cu(ll) na superficie do

material adsorvente. A metodologia utilizada na caracterizacdo por XPS foi descrita
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na sec¢édo 4.6.5. O espectro XPS da amostra M(28-2)/Cu foi obtido ap6s o ensaio de
adsorcao realizado com a membrana M(28-2). Apos a superficie do adsorvente foi
lavada com agua ultrapura para remover ions Cu(ll) ndo adsorvidos. O material foi
seco em estufa a 35 °C por 24 h, para se processar 0s espectros de XPS (survey e

alta resolugao).

4.8 Propriedades bioldégicas da membrana M(28-2)/Cu
4.8.1. Ensaio antimicrobiano

4.8.1.1. Microrganismos utilizados e condi¢des de crescimento

Os ensaios foram realizados a partir de cultivos recentes dos isolados de
Escherichia coli Gram negativa (ATCC 25922) em caldo BHI (Brain Heart Infusion -
Infus@o de cérebro e coracgdo), obtidos apds incubacdo (overnight) a 37°C. Para os
testes, a densidade celular foi padronizada em tubos esterilizados contendo solucéo
salina (0,85% m/v), até que se atingisse a concentracao predita de 0,5 na escala de

McFarland (concentracdo aproximada de 1,0x108 UFC mL™).

4.8.1.2. Ensaio antimicrobiano via método disco-difuséo

O ensaio antimicrobiano foi realizado de acordo com as normas de CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2012), com modificacdes. Apos o
ajuste da concentracédo bacteriana, as suspensdes foram semeadas com ajuda de
“swabs” esterilizadas sobre a superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton (MHA) (Sigma - Aldrich). Foram preparados meio de cultura soélido nas
condi¢bes de pH = 6,0 e 7,4. O valor de pH 6,0 foi ajustado adicionando lentamente
HCI 0,01 mol L. As amostras foram esterilizadas por meio do 6xido de etileno através
do processo de “alquilagéao”, realizado a 40° C por 120 min (este processo foi realizado
pela G & S Esterilizagdo de Produtos de Saude (Brasil). Desta forma, sobre a
superficie dos meios inoculados nas condi¢fes citadas acima, e apds o0 processo de
esterilizagéo, foram adicionados discos de 6 mm de diametro das membranas M(28-
2) (amostra sem ions Cu(ll)) e M(28-2)/Cu (amostra saturada com ions Cu(ll) obtida

apos ensaio de adsor¢do). Entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24h, para
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posterior analise dos diametros dos halos de inibicdo (BHALODIA; SHUKLA, 2011).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.8.2. Ensaio de viabilidade celular

4.8.2.1. Extracdo de células tronco mesenquimais (MSCs)

As MSCs (células tronco mesenquimais do tecido 6sseo) foram isoladas de
ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) fornecidos por Harlan Sprague Dawley, Inc
(USA). O protocolo para extracdo das células foi aprovado pelo comité de ética da
Colorado State University (CSU), que trata do uso de animais em experimentos. Este
comité também esta em conformidade com o guia “National Institute of Health” que
aborda sobre cuidados necessarios que devem ser tomados com o uso de animais
em laboratorio. O fémur dos animais recém mortos, bem como, o tecido mole sobre
cada fémur foi assepticamente removido. As extremidades metafisarias dos 0ssos
foram removidas para expor a cavidade da medula 6ssea. Num tubo falcon de 50 mL,
a medula foi repetidamente lavada com meio de cultura (a-minimmum essential
medium; a-MEM), contendo 10% de soro fetal de bovino (Sigma-Aldrich, USA) e 1%
de penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, USA). A medula foi removida com auxilio
de seringas de 10 mL com agulhas de 18 e 25 gauges. Entéo, as células MSCs foram
recolhidas em meio de cultura a-MEM em tubo falcon de 50 mL. Apds coleta, o sistema
foi filtrado em filtro de nylon (70 um) e recolhidas em um novo tubo falcon. Entéo, as
células foram contadas em microscopio com auxilio de uma camara de Neubauer,
contendo 10 uL da suspensédo contendo as MSCs. A contagem foi realizada antes de
semear as células sobre as amostras. Antes de semear as MSCs sobre as amostras
(aproximadamente 8 mm de diametro), estas foram esterilizadas, adicionando as
amostras em uma placa de 48 pocos e incubando estas em PBS por 30 min sob
exposicao de irradiagéo ultravioleta. Em seguida, o PBS foi removido e as MSCs (500
ML em suspensao) foram semeadas nas amostras a uma densidade de 1 milhdo mL~
1, As culturas foram incubadas a 37°C sob 5% de CO2 durante 4 dias de cultura. Apés,

a viabilidade celular foi determinada via método AlamarBlue.

4.8.2.2. Ensaio de viabilidade celular (citotoxicidade) via método AlamarBlue

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio CellTiterBlue® (Promega
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G808A, Madison, WI), de acordo com instru¢des do fabricante. Apos 4 dias, 50 pyL do
corante CellTiter-Blue (AlamarBlue) foram adicionados aos pocos contendo as
amostras semeadas com as células em meio de cultura a-MEM. Em seguida, cada
conjunto foi incubado por 4h a 37°C e 5% de CO2. Apds, a absorbancia do
sobrenadante dos pocos foi lida em leitor de microplacas (Molecular Devices Spectra
Max M3, Sunnyvale, CA, USA) em 570 nm e 600 nm. Os valores de porcentagem de
reducdo do AlamarBlue (AB%) dependem da quantidade de células viaveis, ou seja,
a porcentagem de reducdo AB% expressa a porcentagem de células viaveis
(viabilidade celular) (AL-NASIRY et al., 2007). O valor de AB% (viabilidade celular) foi
corrigido, considerando os valores AB% de dois controles. Um controle contendo o
meio a-MEM (sem presenca de células), as amostras (membranas M(28-2) e M(28-
2)/Cu e AlamarBlue. Um outro experimento controle foi realizado, utilizando folhas de
titnio (amostra com 8 mm de didmetro) como controle positivo na presenca de células
e AlamarBlue. Para eliminar a contribuicdo do meio de cultura sobre os valores de
AB% e, entdo, normalizar os resultados de viabilidade celular (%)), o titanio foi
escolhido como controle interno. Este foi selecionado devido a renomada
citocompatibilidade e potencial biomédico para ser aplicado em implantes 6sseos (DE
VITERI e FUENTES 2013). Os experimentos foram realizados com n = 5 na Colorado
State University, USA.

4.9 Estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente por meio de ANOVA e teste
Tukey, utilizando o software Prism 6.0 (modelo GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

EUA) a um nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento de complexacdo e composicao real de PT e QT nas membranas

A Tabela 5 apresenta os valores de rendimento de complexacédo entre PT e
QT, bem como, a composicao final (real) de PT e QT nas membranas. Os resultados
foram determinados apo6s a etapa de neutralizacdo dos hidrogéis. As composicoes
reais de PT e QT foram avaliadas experimentalmente e comparadas com as
qguantidades de PT e QT (niveis tedricos), utilizadas para preparar as blendas PT/QT.
O rendimento de complexacéo entre PT e QT apresentou valores superiores a 80%,
mesmo utilizando excesso de PT (polissacarideo soluvel em dgua) na composicao
final da blenda PT/QT.

Tabela 5. Composicéo tedrica e real de PT e QT nas membranas e rendimento de complexacéo.

Niveis (antes da neutralizacédo) Niveis (determinados ap0s neutralizagéo)

Amostras PT (%) QT (%) PT/QT PT (%) QT (%) PT/QT  Rendimento (%)

M(28-2) 93 7 14 702 6:0  13+2,0 8012
M(25-5) 83 17 5 73+1 13+5 6+3 85+4
M(20-10) 66 34 2 6617 27+6  2,5:0,8 93+2
M(15-15)* 50 50 1 43+1 47+1 0,920 90+3

*Amostra lavada até pH 4,5.

No preparo das membranas foi utilizado uma solugéo aquosa 0,10 mol L* de
HCI como solvente para obter blendas PT/QT estaveis. Esta condicdo promove a
protonagdo dos grupos amino (-NH2) da QT (pKa = 6,5). Portanto, quando a
membrana M(15-15) com a maior concentracdo de QT foi adicionada na agua de
lavagem (250 mL), ocorreu intumescimento pronunciado desta amostra devido a
maior concentragao de QT na membrana M(15-15). O intumescimento ocorre devido
ao excesso de densidade de carga positiva no hidrogel proveniente da QT. Este
resultando promoveu baixa estabilidade a membrana M(15-15) ao longo do processo
de neutralizacdo. Consequentemente, esta amostra foi lavada até pH 4,5 para evitar
sua desintegracao/dissolucédo. Por isso, esta amostra nao foi estudada nesta
dissertacdo. O maior rendimento de complexacgéo (93%) foi alcangcado na amostra
M(20-10). Porém, mesmo com excesso de PT (razéo real PT/QT = 13), a amostra

M(28-2) também apresentou alto rendimento de complexacéao (80%).
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No geral, a existéncia de ions H3O* nas membranas ndo neutralizadas
contribui para dissolver parte da QT presente nas membranas quando estas estdo
sendo lavadas. Este fato explica a diminui¢cdo do contetudo de QT nas amostras PECs
apos etapa de neutralizacéo (Tabela 5), mesmo a QT nao sendo solivel em agua. Em
relacdo a PT, quando as membranas foram adicionadas na agua de lavagem, o pH
registrado era de aproximadamente 2,0, ou seja, durante o processo de neutralizacao
a PT (pKa = 3,6-4,1) também pode ser dissolvida, pois possui solubilidade em agua.
Deste modo, apds neutralizacdo, ocorreu alteracdo na razdo PT/QT das amostras
(Tabela 5). No entanto, esta alteracdo néo foi significativa, mostrando que PT e QT
estdo interagindo efetivamente nos hidrogéis PECs.

As membranas apresentam estabilidade contra o processo de dissolucao
durante a etapa de neutralizacdo, pois as perdas de massa de PT e QT foram
baixas. As blendas PT/QT (25°C) apresentaram pH variando entre 0,8 a 1,4. Nesta
condicdo, as cadeias de PT e QT estdo completamente protonadas. Este feito
minimiza a ocorréncia de interacdes eletrostaticas de longo alcance entre os grupos
—NHzs* e -COO™. Deste modo, a associagao fisica entre PT e QT ocorre principalmente
através do estabelecimento de interacdes intermoleculares de curto alcance
(interacdes de ligacéo de hidrogénio, interagdes dipolo-dipolo e for¢as de London). O
estabelecimento destas interagbes deve promover melhor associagdo entre
segmentos de cadeia dos polimeros, pois o estabelecimento de interacdes de longo
alcance € minimizado devido a protonacdo dos grupos —COO™ na estrutura da PT. O
preparo das blendas com excesso de ions HsO* garante estabilidade a blenda,
evitando a formacdo de precipitados de PT/QT. Misturas PT/QT nao formaram
blendas estaveis quando as mesmas foram obtidas em solu¢cdo de acido acético
diluido a 1% v/v. Neste caso, houve formacao de precipitados de PT/QT, uma vez que
0 pH era proximo de 4 e nesta condicdo grupos —NHs* e —COO™ estédo disponiveis
para interagir e gerar instabilidade a blenda PT/QT (MARTINS et al., 2018a).

O alto grau de O-metoxilacdo (56%) da PT também pode diminuir a
capacidade deste polimero em estabelecer interacdes eletrostaticas com a QT, devido
ao menor conteudo de acido carboxilico/carboxilato disponivel. No entanto, durante a
neutralizac&do, pode ocorrer a formacéao de interacdes eletrostaticas de longo alcance
entre as redes de polimeros, devido & mudanca gradual no pH da agua de
lavagem. No entanto, a formacdo dos hidrogéis PECs ocorreu principalmente pelo

estabelecimento de forcas intramoleculares e intermoleculares entre o0s
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polimeros. Esta situacdo pode minimizar a perda de massa das amostras durante
alteracbes de pH (no processo de neutralizacdo), porém, o fenbmeno de auto-
montagem das redes de polimeros pode ocorrer por causa da variacdo gradual de
pH. Em alguns casos, a capacidade de auto-montagem pode ainda reforcar a
associacdo das cadeias poliméricas do hidrogel, aumentando ainda mais a
estabilidade da membrana. Este efeito serd melhor investigado a seguir. Antes da
publicacdo de dois artigos cientificos referentes a esta dissertacdo, ndo havia na
literatura estudos similares como os que foram relatados nesta secdo. Até entdo, nao
havia relatos de materiais PECs a base de PT e QT obtidos com excesso de PT
(MARTINS et al., 2018a; MARTINS et al., 2018b).

5.2 Estudos de desintegracdo/degradacdo das membranas

Uma membrana de QT preparada sem a presenca de PT (razdo PT/QT de
0/100) néo pode ser obtida a partir de solugcbes de QT preparadas em HCI 0,10 mol
L1, enquanto que uma membrana a base de PT (razdo PT/QT 100/0) foi obtida, mas
rapidamente se dissolveu em agua durante etapa de neutralizacdo. Para todas as
membranas, quando ha aumento do nivel de PT na composi¢do da blenda PT/QT,
ocorre maior perda de massa (dissolucao/desintegracao). No entanto, esse efeito foi
aparente apenas apos cinco dias de estudo (Fig. 5). No primeiro dia de teste, as
perdas de massas para as membranas M(28-2), M(25-5), M(20-10) e M(15-15) foram
10%, 24%, 19% e 25%, respectivamente. Seguindo a mesma ordem e, apods sete dias
de analise, as perdas de massa foram 60%, 44%, 31% e 32%, respectivamente (Fig.
5).

1001 B M(15-15)
80- =3 M(20-10)
< il i I i M(25-5)
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s M(28-2)
[7)]
S 40+
=
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0-
1 3 5 7 14
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Figura 5. Resultados de desintegracao/dissolucdo das membranas em PBS (pH 7,4) a 37°C.
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Notou-se que as membranas apresentaram excelente estabilidade contra os
processos de desintegracéo e dissolugdo, mesmo estas apresentando excesso de PT
em suas composicdes finais. Os materiais a base de PT podem apresentar alta
solubilidade em meio aquoso; no entanto, esses resultados demonstraram pela
primeira vez que materiais baseados em PT podem apresentar renomada
estabilidade, mesmo isentos de agentes quimicos de reticulagdo. Chen et
al. (2010) desenvolveram membrana QT/PT (proporcdo 50/50) e demonstraram que
estas apresentaram perda de massa de 50% e 60% apOs estarem em contato com
solugcéao PBS (pH 7,4) por apenas um e sete dias, respectivamente. A membrana foi
preparada a partir de uma blenda QT/PT obtida em pH 4,12. Este fato induz interagéao
eletrostatica efetiva entre os grupos —NHs* (pKa = 6,5) da QT com os grupos —
COO (pKa = 3,6-4,1) da PT (RODRIGUES et al., 2014; TENTOR et al.,
2017). Quando as membranas sdo expostas ao PBS, as ligacdes ibnicas
que estabilizam a membrana podem ser desfeitas devido a alteracao de pH. Este fato
diminuiu a estabilidade da membrana (CHEN et al., 2010).

5.3 Andlise das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas das membranas PT/QT foram avaliadas pela
realizacdo de testes de tracdo (Tabela 6). Apds neutralizacdo, a resisténcia a tracao
das membranas M(20-10) e M(25-5) aumentaram de 25 MPa para 28 MPa e de 27
MPa para 39 MPa, respectivamente. Por outro lado, uma vez neutralizada, a
resisténcia a tragdo das membranas M(28-2) e M(15-15) diminuiram de 27 MPa para
18 MPa e de 22 MPa para 10 MPa, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6. Resisténcia a tracédo (o) e alongamento (%) até ruptura (¢) das membranas.

Membranas o(MPa) €(%)
M(28-2) 18 + gbd 0,5+0,2°
M(25-5) 39 +52 1,0 £ 0,2ab
Amostras neutralizadas M(20-10) 28 + 5¢ 1,1+0,5°
M(15-15) 10+ 2k 0,5+0,3°
M(28-2) 27 + 6¢°d 1,4 +0,62b
Amostras ndo neutralizadas M(25-5) 27 % 5¢¢ 1104
M(20-10) 25 + 5ed 1,2 +£0,32b
M(15-15) 22 * 4cd 2+1a

abcdAs diferentes letras na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os resultados com um
nivel de confianca de 95% (p < 0,05; n=10).
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Para todas as amostras, o alongamento até ruptura (%, tensdo na carga
méxima) foi baixo (valores entre 0,5 a 2%), pois as membranas PT/QT foram
preparadas sem adicdo de agente plastificante (Tabela 6). O alongamento na ruptura
para as membranas M(20-10) e M(25-5) ndo foi alterado significativamente apos
neutralizacdo das membranas, enquanto que para as amostras M(28-2) e M(15-15),
o alongamento méximo reduziu para 0,5% ap0s neutralizacdo (Tabela 6).

A espessura média das membranas secas e neutralizadas foi de 0,029 + 0,001
mm, engquanto que 0s materiais ndo neutralizados (secos) apresentaram espessura
média de 0,043 + 0,002 mm. Apds neutralizacdo, a auto-montagem das cadeias de
polimeros (PT e QT) alterou a densidade das interagBes intramoleculares e
intermoleculares, transmitindo modificacdo na espessura das membranas e alterando
as propriedades mecanicas.

ApOs neutralizacdo, foram criadas membranas mais compactas devido ao
rearranjo das cadeias poliméricas. A composicdo quimica das membranas é um fator
importante que determina as propriedades mecanicas. O rearranjo (auto-montagem)
das cadeias de polimeros elevou as propriedades mecéanicas das amostras M(20-10)
e M(25-5). Porém, a estrutura da membrana M(28-2) contém excesso de PT, bem
como, alta densidade de carga negativa em pH 6,0 (apés neutralizacdo). Este fato
desestabiliza o material, diminuindo a resisténcia a tragcao. No entanto, o valor de 18
MPa de resisténcia a tracdo para a amostra M(28-2) é considerado alto, uma vez que
as membranas sdo constituidas apenas por polissacarideos. Da mesma forma, a
membrana M(15-15), lavada até pH 4,5 tem um alto teor de QT. Este fato deve
desestabilizar o sistema devido ao excesso de densidade de carga positiva
estabelecido durante a etapa de producdo da blenda PT/QT. Essas caracteristicas
diminuem a resisténcia a tracdo das membranas M(28-2) e M(15-15), quando
comparadas as amostras M(25-5) e M(20-10). O excesso de cargas nas membranas
restringe a mobilidade dos segmentos de cadeias dos polimeros nas estruturas M(28-
2) e M(15-15), diminuindo a resisténcia a tracdo (Tabela 6). Contudo, levando em
conta que as membranas sdo formadas de polissacarideos, é de notar que as
amostras neutralizadas M(28-2), M(25-5) e M(20-10) apresentaram elevada
resisténcia a tracdo. Estes resultados sdo significativamente maiores quando
comparado a resultados descritos para outras membranas a base de polissacarideos

ja relatadas na literatura
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Membranas de PT amidada reticuladas com glutaraldeido apresentaram
resisténcia a tracdo na faixa de 0,3 a 1,58 MPa, e alongamento na ruptura de até 4%
(MISHRA et al., 2009). Tsai et al. (2014) também produziram membranas constituidas
por QT, PT e goma arabica (todos polissacarideos) com resisténcia a tracdo de até 2
MPa. Este valor € muito baixo quando comparado aos valores encontrados neste
estudo. Por isso, as membranas PT/QT apresentaram alta resisténcia a tragdo para
materiais que sdo formados apenas por polissacarideos. E a primeira vez que isto
acontece. Esta caracteristica torna possivel utilizar estas membranas como agentes
adsorventes de metais téxicos, matrizes scaffolds para uso na area biomédica, e
suportes para liberacdo controlada de farmacos. O excesso de PT na estrutura da
membrana M(28-2) deve favorecer o processo de adsorcdo de ions metalicos em
sistemas aquosos. As membranas PT/QT apresentam renomado potencial para
atuarem como matrizes scaffolds, pois promoveram adeséo, proliferacdo e
crescimento de células tronco do tecido adiposo depois de 7 dias de cultura celular
(MARTINS et al., 2018b).

5.4 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento das membranas PEC neutralizadas foi investigado
em diferentes condi¢des de pH, utilizando o fluido géastrico simulado (SGF) e fluido
intestinal (SIF) como meios de estudo (BUENO et al., 2015; MARTINS et al., 2013),

Os resultados estao representados na Tabela 7.

Tabela 7. Grau de intumescimento das membranas PT/QT neutralizadas determinados em SGF (pH
1,2) e SIF (pH 6,8) a 37°C por 24 h.

Grau de intumescimento (%)

Condicoes pH 1.22 pH 6.8°
M(28-2) 486+4,5 2479+6,2
M(25-5) 775+2,1 1904+7,2

M(20-10) 2416+5,6 218+6,5

aComposicdo do SGF (2,0 g NaCl e 7,0 mL HCI (37%) em 1000 mL de H20, pH=1,2).

bComposigao do SIF (6,8 g KH2PO4 e 77 mL NaOHag) (0,20 mol L1) em 1000 mL de H20, pH = 6,8).
O grau de intumescimento depende da composi¢cdo quimica das membranas

e da condicdo de pH do meio. A membrana M(20-10) apresentou elevado grau de

intumescimento em SGF (pH 1,2). Nessa condicdo, a maior extensédo de sitios —


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/glutaraldehyde
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NHs* protonados permite maior repulsdo das cadeias poliméricas na matriz da
membrana. Esta repulsdo promove expansdo das cadeias poliméricas e eleva o grau
de intumescimento para 2416% na amostra M(20-10). Por outro lado, em pH 6,8, esta
mesma amostra apresentou grau de intumescimento de apenas 218%. Em pH 6.8, a
densidade de carga da QT deve ser muito menor, diminuindo a instabilidade do
sistema, bem como o grau de intumescimento. Um comportamento totalmente oposto
foi encontrado para as amostras M(25-5) e M(28-2). Quando a razdo PT/QT aumenta
devido ao excesso de PT nas amostras, as membranas M(25-5) e M(28-2) ndo séo
estaveis em SIF devido ao elevado teor de grupos —COO~ ionizados. Esse efeito
aumenta a expansédo das cadeias poliméricas, viabilizando graus de intumescimento
de 1904% para a membrana M(25-5) e 2479% para a membrana M(28-2). Em SGF,
a PT esta protonada; por isso, o grau de intumescimento reduz para 775% e 486%,
considerando as membranas M(25-5) e M(28-2), respectivamente.

5.5 Anélise térmica (TGA/DSC)

A Fig. 6 apresenta as curvas de TGA das membranas M(20-10), M(25-5) e
M(28-2) (amostras ndo neutralizadas e neutralizadas) e polimeros precursores QT
(pO) e filme de PT puro néo neutralizado. Os materiais exibiram trés eventos principais
de degradacao térmica nas curvas TGA (SOUTO-MAIOR et al., 2010; GORRASI;
BUGATTI; VITTORIA, 2012). O primeiro evento de degradacado (entre 40 a 152°C)
correspondeu a perda de agua e compostos volateis. O segundo evento (entre 152 a
450°C) foi atribuido a degradacdo (etapa de descarboxilagdo), associada a
decomposicéo pirolitica. O terceiro evento de perda de massa (entre 450 a 700°C) foi
atribuido a degradacdo de subprodutos, correspondendo a regido de oxidacdo
(GORRASI; BUGATTI; VITTORIA, 2012).
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Figura 6. Curvas TGA/DTG: membranas M(20-10) (A), M(25-5) (B), M(28-2) (C), QT (p9) e filme de
PT puro ndo neutralizado (D).

As membranas (neutralizadas e néo neutralizadas) apresentaram
aproximadamente 20% de agua e componentes volateis em suas estruturas. Porém,
as membranas M(25-5) e M(20-10) neutralizadas/lavadas apresentaram maior
estabilidade térmica em relacdo as membranas M(25-5) e M(20-10) ndo neutralizadas,
pois o segundo e terceiro evento de degradacao referentes as curvas de TGA das
amostras neutralizadas, ocorrem deslocados para temperaturas maiores. Este efeito
€ oposto quando consideramos a membrana M(28-2). Este resultado concorda com
os dados descritos na secado de propriedades mecanicas. Apos lavagem, a
estabilidade térmica das membranas M(20-10) e M(25-5) aumentaram, pois a
temperatura relacionada aos eventos de degradacao nas curvas DTG aumentaram,
assim como a resisténcia a tracao. Por outro lado, apds neutralizacdo, a membrana
M(28-2) apresentou reducdo de estabilidade térmica e diminuicdo de resisténcia a

tracao.
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No segundo evento de degradacao, as temperaturas onde a velocidade de
degradacdo € maxima (nos picos das curvas DTG) alteraram de 235°C para 253°C
(amostra M(20-10)), de 233°C para 253°C (amostra M(25-5)), de 249°C para 240°C
(amostra M(28-2) (Fig. 6). Este aumento de estabilidade térmica nas amostras M(20-
10) e M(25-5) esta relacionado ao estabelecimento de interacdes efetivas (auto-
montagem) entre as cadeias de PT e QT. Este fato justifica a maior estabilidade
térmica das membranas lavadas em relacdo as nao lavadas. Porém, este efeito é
oposto na amostra M(28-2), pois a lavagem deve desestabilizar a estrutura do
material, possivelmente devido ao grande excesso de PT na estrutura da membrana
neutralizada. Por isso, o pico principal na curva DTG da amostra filme de PT puro (ndo
lavado) ocorreu em 249°C, assim como o pico DTG na amostra M(28-2) nao
neutralizada (Fig. 6). A lavagem da amostra M(28-2) deve aumentar o conteudo de
ions —COO~na amostra. Este efeito induz repulséo, diminuindo a estabilidade térmica
e a resisténcia a tracdo da amostra M(28-2) neutralizada em relacdo a amostra M(28-
2) ndo lavada. A diferenca significativa entre as curvas TGA das amostras
neutralizadas e curvas TGA dos polissacarideos precursores ratificam a obtencéo das
membranas PT/QT.

Os dados de TGA sédo confirmados por meio da analise das curvas de DSC
das amostras neutralizadas e nao neutralizadas (Fig. 7). Apés neutralizacdo, picos
endotérmicos relacionados com formacdo de regides ordenadas nos materiais
ocorrem em temperaturas maiores, aparecendo em 211°C na curva DSC da amostra
M(20-10), 216°C na curva DSC da amostra M(25-5) e 213°C na curva DSC da amostra
M(28-2). Vale destacar que os picos endotérmicos nas curvas DSC amostras M(20-
10) e M(25-5) ndo neutralizadas ndo foram uniformes como o pico endotérmico na
curva DSC da amostra M(28-2) ndo neutralizada. Além disso, o pico endotérmico na
curva DSC da membrana M(28-2) ndo neutralizada possui maior intensidade em
relacdo ao pico endotérmico na curva DSC da membrana M(28-2) neutralizada. Este
efeito parece ser oposto nas amostras M(20-10) e M(25-5). Esses resultados estao
concordando com os resultados de TGA e sé&o justificados com base no excesso de
PT na amostra M(28-2). ApoOs lavagem/neutralizacdo das amostras, as cadeias
poliméricas apresentam reorganizacao estrutural, fato que alterou significativamente
o perfil das curvas TGA e DSC (Figs. 6 e 7).
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Figura 7. Curvas DSC das membranas M(20-10) (A), M(25-5) (B) e M(28-2) (C).

5.6 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR-ATR)

Espectros FTIR-ATR das membranas (ndo neutralizada e neutralizada) estéo
apresentados na Fig. 8. Os espectros FTIR-ATR da membrana M(20-10)
apresentaram mudancas significativas apés neutralizacéo (Fig. 8). Antes do processo
de lavagem, o espectro FTIR-ATR apresentou uma banda em 1521 cm™ atribuida
as ligacoes —N-H* (MARTINS et al., 2011; MARTINS et al., 2012) e sinais em 1622
cm~te 1732 cm™ referentes aos estiramentos das ligacbes C=0 de amida e acido
carboxilico, respectivamente (SOUTO-MAIOR et al.,, 2010). ApGs neutralizagédo, a
banda em 1732 cm no espectro FTIR-ATR da amostra M(20-10) ocorreu com menor
intensidade devido a ionizacdo da QT (Fig. 8A). O sinal em 1584 cm™ foi atribuido ao
estiramento das ligagbes —N-H, -N-H* e C=0. A alta intensidade desta banda

ocorreu devido a neutralizacdo da amostra e, consequente aumento no contetdo de
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ions carboxilato e grupos amino ndo protonados na estrutura da PT e QT,
respectivamente.
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Figura 8. Espectros FTIR-ATR: (A) M(20-10), (B) M(25-5) e (C) M(28-2).

O maior contetdo de QT na amostra M(20-10) permite maior afinidade as
moléculas de &gua, uma vez que a QT encontra-se protonada na amostra nao
neutralizada. O excesso de carga positiva na QT gera repulsdo e pode alterar a
disposicéo das cadeias poliméricas no material. Por isso, os espectros FTIR-ATR da
amostra M(20-10) apresentaram maior diferengca entre eles com o processo de
neutralizagdo. J4 para as membranas M(25-5) e M(28-2) os espectros FTIR-ATR nao
apresentaram mudangas notaveis, apos processo de neutralizacdo. Esse efeito se
deve ao maior excesso de PT na estrutura das membranas. No entanto, houve uma
leve alteracdo na banda 1638 cm™, atribuida ao estiramento das ligacées C=0 do

anion carboxilato e C=0 de amida (Figs. 8B e 8C). Esta banda apresentou aumento
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de intensidade, confirmando que o teor de ions —COO~ aumenta na superficie das
amostras apos etapa de neutralizacgéo.

5.7 Espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS)
A composi¢do quimica da superficie das membranas M(20-10), M(25-5) e
M(28-2) neutralizadas foram analisadas por meio de espectroscopia de fotoelétrons

de raios-X (XPS). Os espectros estdo apresentados na Fig. 9.
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Figura 9. Espectros XPS das superficies M(20-10), M(25-5) e M(28-2).

Todos o0s espectros XPS mostraram presenca de picos caracteristicos
referentes aos elementos Ols (534 eV), N1s (401 eV) e C1s (287 eV) (Fig. 9). Esses
elementos ocorrem na estrutura da PT e QT. A presenca de nitrogénio nos espectros
XPS confirmam que a QT esta presente nas superficies dos PECs. Em relacdo a
composicao atdbmica de cada amostra (Fig. 9), nota-se que o pico N1s foi levemente

mais intenso no espectro XPS das membranas M(25-5) e M(28-2), mesmo utilizando
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as maiores razbes PT/QT na producdo dessas membranas (Tabela 4). Por isso, 0
teor de nitrogénio foi em torno de 4% na superficie das membranas. Além disso, a
concentracdo de carbono na superficie das membranas M(25-5) e M(28-2) diminuem
em relacdo a amostra M(20-10), uma vez que o teor de oxigénio aumenta. A PT
apresenta uma propor¢do maior de oxigénio em relagdo ao contetudo de carbono,
quando comparada a QT. Isto esta relacionado aos grupos quimicos —-COOH/-COO~
e —COOCH3/-COOC:2Hs presentes na estrutura da PT. Este resultado concorda com
os valores das raz6es PT/QT (m/m) utilizada no preparo das membranas.

As Figs. 10, 11 e 12 apresentam os espectros XPS de alta resolugao dos
envelopes C1s, Ols e N1s das membranas PT/QT. Os espectros XPS dos envelopes
Cls e Ols de alta resolucdo mostram ocorréncia de grupos quimicos caracteristicos
atribuidos as redes de PT e QT, tais como os grupos —C—OH, —C-NH2, -C-0O-C-
(regido de 286-287 eV), —COOH (regido de 288-289 eV), —C—C- e —C-H (regiao de
284 eV), -COOH, —-C-0O-C-, —OH, —COOR (R =—-CHs e —C2Hs) e -NHCOCH3 (regido
de 532 eV), —COO~ (regido de 531 eV), respectivamente. Ndo se observou alteracdo
significativa nos espectros XPS de alta resolucdo dos envelopes Cls e Ols. Os sinais
relatados nos espectros de alta resolugéo foram atribuidos de acordo com trabalhos
publicados recentemente (ROMERO et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2019). Os
espectros XPS de alta resolucéo do envelope N1s mostrou ocorréncia dos grupos —
NH: (faixa de 399 eV), —NH3* (regido de 401-402 eV), e -NHCOCH 3 (regido de 401
eV) caracteristicos da QT. As amostras foram neutralizadas até pH 6. Nesta condicao,
os grupos —NHz e —NHs* ocorrem na superficie das amostras pois o pKa da QT é em
torno de 6,5. Os resultados de XPS mostram a presenca de grupos —NH2 e —COO~
gue podem atuar na remocéao de ions Cu(ll) de sistemas aquosos (ROMERO et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2019).
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5.8 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Imagens SEM das superficies das membranas PECs estdo mostradas na Fig.
13. As imagens indicaram que as membranas apresentaram superficies lisas e
compactas. A complexacao efetiva entre PT e QT explica este resultado. Esse fato
também se relaciona com a alta estabilidade e durabilidade dessas membranas. N&o
se observou alteragdes significativas na morfologia das amostras (Fig. 13).

Chen et al (2010) obteram membranas PT/QT, utilizando PT com baixo grau
de O-metoxilacdo em pH 4,12, variando a relacédo de peso PT/QT na faixa 70/30 a
15/85. As amostras obtidas apresentaram estruturas frageis e superficies porosas
(CHEN et al., 2010). Seguindo um procedimento experimental diferente, Maciel e
colaboradores (2015) prepararam membranas PT/QT, usando PT com alto grau de O-
metoxilagdo, variando o pH na faixa de 3,0 a 5,5. As membranas apresentaram
morfologia lisa e compacta como as mostradas neste estudo (MACIEL; YOSHIDA,
TEIXEIRA, 2015). Porém, este trabalho apresenta o desenvolvimento de membranas

PECs estaveis, através do ajuste da razdo PT/QT (m/m). Estas membranas
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apresentam excesso de PT em suas composicdes, sdo resistentes e duraveis; por
isso, podem ser utilizadas em estudos de adsor¢cdo de metais toxicos.

ApoOs neutralizacdo, as membranas foram acondicionadas em solucédo de
fluido intestinal simulado (pH 6,8) por 24h a 25°C. Entdo, as amostras foram removidas
do meio SIF, lavadas, congeladas, fraturadas e liofilizadas. Apos imagens SEM foram
obtidas (Fig. 14). As imagens SEM na Fig. 14 retratam sec¢0es transversais das
membranas obtidas por fratura. As imagens indicaram morfologia compacta,

corroborando com os resultados de resisténcia a tracao e estabilidade.

M(20-10)

"M(25-5)

Figura 13. Imagens SEM das membranas: M(20-10), M(25-5) e M(28-2).



49

Figura 14. Imagens SEM (fratura) das membranas: M(20-10), M(25-5) e M(28-2).

5.9 Estudos de adsorcéo de ions Cu(ll) utilizando a membrana M(28-2)

A membrana M(28-2) foi escolhida como agente adsorvente uma vez que esta
apresenta alto grau de intumescimento em solugéo SIF (pH 6,8) e, também, excesso
de PT na sua composicao, além de estabilidade em PBS. A PT € um polieletrdlito
anibnico e sua maior concentracdo pode favorecer a adsorcdo de ions Cu(ll) de
sistemas aquosos. A partir deste ponto, os estudos de adsorcao de ions Cu(ll) serédo
realizados com a membrana M(28-2).

5.9.1. Efeito do pH na adsorc¢éo de ions Cu(ll)

O pH é um parametro importante que governa as interacdes entre o conjunto
adsorvente-adsorbato em meio aquoso, pois a densidade de carga superficial sobre o
adsorvente, bem como, o grau de ionizacdo dos grupos quimicos do adsorvente
dependem do valor de pH do meio (NASCIMENTO et al., 2014; GUPTA; KHARAT,
2018). A Fig. 15 mostra o efeito do pH na remocao de ions Cu(ll) a partir de solu¢des
aquosas. A remocao de ions Cu(ll) na faixa de pH entre 5,0 e 6,2 apresentou melhores
resultados (95%). Em pH 0,5 ndo aconteceu remocéao de ions Cu(ll) e, em pH 2,0, a
porcentagem de remocao foi de apenas 38%. O teste de adsor¢cdo nao foi realizado
em pHs superiores a 6,2 devido a possivel precipitacado de hidroxido de cobre(ll) em
solugcédo (PAULINO; SANTOS; NOZAKI, 2008).

Os resultados obtidos mostram que a remocao de ions Cu(ll) depende da
condi¢éo inicial de pH das solugbes de Cu(ll). O aumento do pH favorece para o
aumento da densidade de carga negativa superficial na membrana M(28-2). Esta
membrana contém excesso de PT (pKa = 3,6-4,1). Portanto, para valores de pH

superiores a 3,0, os grupos carboxilicos ocorrem ionizados (TENTOR et al., 2017),



50

favorecendo a interagdo com os ions Cu(ll) e, consequente remocédo destes ions do
sistema aquoso. Condi¢cfes de pH abaixo de 4,0 promovem aumento da concentracao
de ions H3O*. Estes ions competem com os ions Cu(ll) pelos sitios de adsorgéo do
adsorvente (ABOU EL-REASH; ABDELGHANY; ELRAZAK, 2016). Este efeito
somado a ionizagéo da QT (favorecida em pHs < 6,5) na amostra, diminui a efetividade
de remocédo dos ions Cu(ll) em condi¢Bes de pH abaixo de 4,0 (GUPTA; KHARAT,
2018).

105+
90+

Remoc&o de Cu®* (%)

05 20 40 50 55 6,2

pH inicial das solucdes de Cu®*

Figura 15. Estudo do efeito do pH nos ensaios de adsorgdo de ions Cu(ll). Condi¢cdo experimental
utilizada no ensaio de adsor¢éo: 2 corpos de prova do adsorvente M(28-2) (50 x 25 mm; massa média
de adsorvente = 0,0846 g), 50 mL da solug¢éo do adsorbato (40 mg L1), 100 rpm de agitacéo, 25°C e
24 h de ensaio.

ApoOs o processo de adsorcdo realizado com solugdes Cu(ll) preparadas
inicialmente em pH 5,0, 5,5 e 6,2, observou-se que, o pH das solucdes (dos
sobrenadantes) foi em torno de 4,5. Para as demais condicbes nao houve alteracéo
significativa no valor de pH apds os ensaios de adsorcao. A diminui¢cao no valor de pH
pode estar relacionada ao processo néo efetivo de neutralizacdo das membranas e,
também, a possivel formacdo de um tampéao envolvendo as espécies —COOH/-COO~
e —NHzs*/—NH2. Este mesmo efeito foi observado em testes de adsorcéo de ions Pb(ll)
usando PECs adsorventes a base de alginato e QT (FACCHI et al., 2018). Para as
proximas etapas, 0s ensaios de adsorcdo serdo realizados com solugcdes Cu(ll)
inicialmente preparadas na condicdo de pH 5,5. Apds o ensaio de adsorcéo, o pH
diminui de 5,5 para 4,5. Portanto, os demais estudos de adsor¢éo seréo realizados a

partir desta condicao, ou seja, condi¢cao de equilibrio a pH 4,5.
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5.9.2. Efeito da dosagem no processo de adsorc¢édo de ions Cu(ll)

A analise do efeito de dosagem foi realizada variando a quantidade de corpos
de prova (50 x 25 mm) do agente adsorvente M(28-2), mantendo os demais
parametros fixos. Os resultados de remocao de ions Cu(ll) em funcdo da dosagem,
estdo apresentados na Fig. 16. O corpo de prova da membrana M(28-2) com
dimenséo de 50 x 25 mm apresentou massa média de 0,0423 g (n = 10). A remocéao
de ions Cu(ll) alcancou 36,8%, 82,1%, 88,2% e 95,5% para as dosagens 0,85 g L™
(1 corpo de prova), 1,69 g L™ (2 corpos de prova), 2,5 g L™ (3 corpos de prova) e 3,38
g L™ (4 corpos de prova), respectivamente (Fig. 16).

105+
90+
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45+
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Remoc&o de Cu?* (%)

0=
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Numero de corpos de prova (50 x 25 mm)
Figura 16. Efeito da dosagem sobre o processo de adsor¢édo de ions Cu(ll). Condigdo experimental

utilizada: 50 mL da solugao Cu(ll) a 40 mg L™ (pH 5,5), 100 rpm de agitacdo, 25°C, 24 h e pH de
equilibrio 4,5.

A remocdo de ions Cu(ll) aumentou quando a dosagem de adsorvente
também aumentou. Isto ocorre devido a maior disponibilidade de sitios ativos que
podem atuar na adsorcao dos ions Cu(ll). No entanto, a remocéao de ions Cu(ll) ndo
apresentou diferenca notavel quando a dosagem foi alterada de 1,69 g L~ (2 corpos
de prova) para 3,38 g L™ (4 corpos de prova). Quanto maior a dosagem maior a
chance de néo saturacéo do sélido adsorvente.

O parametro ge representa a quantidade maxima de ions Cu(ll) adsorvidos na
condicéo de equilibrio. Os valores de ge determinados foram 16,08 mg g~ (1 corpo de
prova), 17,92 mg g~ (2 corpos de prova), 12,84 mg g (3 corpos de prova) e 10,43
mg g~ (4 corpos de prova). Quando a massa do adsorvente aumentou para 3 e 4

corpos de prova, 0 (e atingiu valores menores, por causa da redugéo da razéo volume
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da solucao de adsorvato/massa de adsorvente. Por isso, em estudos posteriores, 0s
estudos de adsorcéo foram realizados na dosagem de 1,69 g L™ (2 corpos de prova).

5.9.3. Cinética de adsor¢cdo e mecanismo
Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e
Elovich foram aplicados aos dados experimentais de cinética descritos na Fig. 17. A

condicao de equilibrio foi alcancada apés 120 min de ensaio.
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Figura 17. Curva da cinética de adsor¢éo de ions Cu(ll) com ajustes ndo-lineares dos modelos cinéticos
de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Elovich. Condi¢do experimental: 0,0846 g de
adsorvente (dois corpos de prova), 50 mL de solugdo Cu(ll) a 40 mg L1 (pH 5,5), 100 rpm de agitacao,
pH 4,5 (condicao de equilibrio) a 25°C.

Os parametros cinéticos obtidos por meio da aplicacdo dos modelos
matematicos aos dados experimentais estdo descritos na Tabela 8. O modelo de
pseudo-segunda ordem foi 0 que melhor se ajustou aos dados experimentais, uma
vez gque o coeficiente de determinacéo R? foi de 0,9871 e o desvio padrédo normalizado
foi o mais baixo em relagdo aos valores obtidos por meio dos outros modelos

matematicos (Tabela 8).
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Tabela 8. Pardmetros cinéticos dos modelos pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Elovich

obtidos por meio dos ajustes descritos na Fig. 17.

Amostra Modelos cinéticos
Pseudo-primeira Pseudo-segunda Elovich
ordem ordem
ge= 18,90 Qe = 21,13 a=4,86
k1= 0,062 k2 = 0,004 B =0,26
M(28-2) R? =0,9690 R? =0,9871 R2=0,9754
AQe = 4,56 AQe = 3,43 AQe = 4,38

O modelo de pseudo-segunda ordem considera que a concentracado de
adsorbato é constante em relacao ao tempo, e que o numero total de sitios de ligacéo
na superficie do adsorvente € dependente da quantidade de adsorbato que é
adsorvido no equilibrio (GUPTA; BHATTACHARYYA, 2011). O modelo de pseudo-
segunda ordem prediz que 0 mecanismo que controla o processo de adsor¢cdo €
governado por quimissorcdo. Neste caso, o processo de adsor¢cao de ions Cu(ll)
envolve o compartilhamento de elétrons (formacdo de complexos metélicos) entre o
adsorbato e a superficie da membrana M(28-2). Portanto, os grupos —COO~ podem
interagir eletrostaticamente com ions Cu(ll) para formar acetato de cobre(ll) e,
também podem complexar com os ions Cu(ll) via compartilhamento de elétrons
(GUPTA; BHATTACHARYYA, 2011). Grupos —NH2 da QT também podem se
coordenar aos ions Cu(ll) e auxiliar no processo de adsorcao. Porém, esse efeito deve
ser minimo, uma vez que a concentracdo de QT na amostra M(28-2) é muito baixa.

Membranas de QT associadas com silica e reticuladas com glutaraldeido
foram desenvolvidas por Ghaee e colaboradores (2010). Neste caso, o modelo
cinético de pseudo-segunda ordem também foi 0 que melhor se ajustou aos dados
experimentais (R? = 0,9910). Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e
pseudo-segunda ordem tém sido amplamente aplicados para a explicar o processo
de sorcdo de ions cobre; porém, o modelo de pseudo-segunda tem fornecido os
melhores ajustes (GHAEE et al., 2010; WANG et al., 2016b).

5.9.4. Isotermas de adsorcgéo
Estudos de equilibrio de adsorcdo foram realizados para avaliar o
desempenho da membrana M(28-2) no processo de adsorcdo de ions Cu(ll). Os

ajustes dos modelos isotérmicos aos dados experimentais ajudam a elucidar o
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mecanismo de adsor¢do. Os modelos isotérmicos de Langmuir, Freundlich, Redlich-
Peterson e Sips foram ajustados aos dados experimentais de equilibrio (Fig. 18).
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Figura 18. Isotermas de adsorgdo: Ajustes néo lineares dos modelos de Langmuir, Freundlich, Redlich-
Peterson, e Sips. Condi¢cédo experimental: 0,0846 g de sélido adsorvente (massa média de dois corpos
de prova), 50 mL da solucdo Cu(ll) na faixa de concentracdo entre 5 a 100 mg L% (pH 5,5), 100 rpm de
agitacdo, pH 4,5 no equilibrio, 25°C, 120 min.

Os parametros obtidos com os ajustes dos modelos isotérmicos estédo
apresentados na Tabela 9. Como pode ser observado, os modelos hibridos das
isotermas de Langmuir e Freundlich, tais como os modelos de Redlich-Peterson e Sips
se ajustaram melhor aos dados experimentais descritos na Fig. 18. No entanto, o
modelo de Sips foi considerado o mais adequado para descrever os dados de
equilibrio de adsor¢do de ions Cu(ll), uma vez que apresentou o maior valor de R?
(0,9922) e menor valor de Age (3,64%; Tabela 9). Isso significa que a capacidade de
adsorcdo calculada através do modelo esta em concordancia com a obtida
experimentalmente. De acordo com as isotermas de Langmuir e Sips os valores de

gm preditos pelos ajustes foram 29,20 mg g~ e 22,45 mg g1, respectivamente.
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Tabela 9. Parametros de equilibrio dos modelos de Langmuir, Freundlich, Redlich-Peterson e Sips

obtidos com os ajustes dos modelos isotérmicos aos dados experimentais preditos na Fig. 18.

Amostra Modelos isotérmicos
Langmuir Freundlich Redlich-Peterson Sips
gm =29,20 ke = 15,04 arp = 95,11 gm= 22,45
k.=0,94 ni=>5,23 bre = 5,35 ks = 0,54
M(28-2) g=0,85 ms = 0,61
R? = 0,9509 R2=0,9434 R? = 0,9862 R2 =0,9922
AQe = 6,09 AQe = 7,89 AQe = 4,86 AQe = 3,64

O modelo de Sips foi também o mais apropriado para descrever os dados
experimentais de equilibrio de adsorcdo de outros estudos (ROSTAMIAN; NAJAFI;
ABBAS, 2011). No estudo de adsorcédo apresentado aqui, foi utilizado solucbes de
adsorbato Cu(ll) de concentracGes elevadas (10 a 100 mg L™1). Nesta condicéo, o
modelo de Sips prediz o prevalecimento de processos de adsor¢do em monocamada;
processo caracteristico da Isoterma de Langmuir (FOO; HAMEED, 2010;
RANGABHASHIYAM et al., 2014). O termo ms € 0 expoente do modelo de Sips. O
valor de ms estd relacionado ao indice de heterogeneidade da superficie do
adsorvente. Valores de ms mais préximos a unidade, tal como relatado aqui (ms =
0,61), indica que a superficie possui homogeneidade para suportar adsor¢cdo em
monocamada. Esse fato também confirma que o modelo de Langmuir prevalece sobre
o de Freundlich, quando tentamos explicar o processo de adsorcdo de ions Cu(ll).
Este fato é ratificado por meio do ajuste de outro modelo hibrido de Langmuir e
Freundlich (modelo de Redlich-Peterson) (SHARIPOVA et al., 2016).

Como ja relatado, o modelo de Redlich-Peterson prediz a ocorréncia de
processos de adsorcdo em superficie heterogénea e homogénea e, admite processos
de adsorcdo com formagcdo de monocamada e, também multicamadas (BRDAR,;
MARINA, 2012; PEZOTI et al., 2016). Quando o expoente “g” do modelo de Redlich-
Peterson apresenta valor proximo da unidade (< 1), como observado nesse estudo (g
=0,85), a isoterma de Redlich-Peterson prediz processos de adsor¢do com tendéncia
a isoterma de Langmuir. Assim, no processo de adsorgao de ions Cu(ll) predomina a
formacdo de monocamada na superficie da membrana PT/QT, conforme estabelecido
pela isoterma de Langmuir (BRDAR; MARINA, 2012).

O modelo de Langmuir descreve processos de adsorcdo em monocamada,
sendo que a superficie do adsorvente possui um numero definido de sitios de

adsorcdo com energias equivalentes e, cada sitio comporta apenas uma espécie de
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adsorbato (FOO; HAMEED, 2010; MCKAY et al., 2014; PATHAK; MANDAVGANE,
2015). A constante k. da isoterma de Langmuir esta relacionada a afinidade entre
adsorbato-adsorvente. Por meio da constante k. é possivel determinar o fator de
separacgédo de Langmuir (RL) que é utilizado para avaliar a viabilidade do processo de
adsorcdo. Os valores de RL foram determinados de acordo com a Eq. descrita na
Tabela 3. De acordo com a isoterma de Langmuir, valores de RL <1 indicam que o par
adsorvente-adsorbato possuem alta afinidade um pelo outro. Por outro lado, valores
de RL > 1 indicam que o adsorbato tem maior afinidade pelo solvente. Neste estudo,
os valores de R variaram de 0,9466 a 0,0208 (Fig. 19), indicando que o processo de
adsorcao de ions Cul(ll) é favoravel na faixa de concentracdo avaliada (ERDOG et al.,
2005; PATHAK; MANDAVGANE, 2015).
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Figura 19. Fator de separacdo de Langmuir (RL).

O valor de gm predito pela isoterma de Langmuir foi de 29,20 mg g. Esse
valor € maior quando consideramos outros trabalhos relatados na literatura. Ghaee e
colaboradores (2010) desenvolveram membranas de QT reticuladas com
glutaraldeido e realizaram estudos de adsorc¢éo de ions Cu(ll). Foi usado dosagem de
2,5 g L™ e corpos de prova com dimenséo de 20 x 30 mm (GHAEE et al., 2010). Os
estudos de equilibrio foram analisados na faixa de concentracdo de 62,5 a 1000 mg
L-1. O gm obtido (Isoterma de Lagmuir) foi de 17,66 mg g (GHAEE et al., 2010).
Comparando este resultado com o resultado obtido neste estudo (onde foi usado
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dosagem de 1,69 g L™%; 2 corpos de prova de 50 x 25 mm), verificou-se que o gm desse
estudo foi superior (gm = 29,20 mg g2). Este resultado demonstrou que a membrana
M(28-2) possui maior capacidade para remover ions Cu(ll), guando comparado as
membranas desenvolvidas por Ghaee et al., (2010), mesmo utilizando menor
dosagem. Além disso, as membranas desenvolvidas neste estudo foram produzidas
sem o0 uso de agentes quimicos de reticulacdo, tal como o glutaraldeido. O
glutaraldeido é téxico e, por isso seu uso deve ser evitado, pois poderia contaminar o
meio o qual esta sendo tratado.

A Tabela 10 compara valores de gm (obtidos da isoterma de Langmuir),
dosagem e condicdo de pH utilizada nos ensaios de adsorcdo de ions Cu(ll)
divulgados nesse estudo, com outros trabalhos publicados. Nota-se que a membrana
M(28-2) possibilitou melhores resultados de remocdo de ions Cu(ll), quando
comparado aos obtidos com membranas convencionais de QT reticuladas com
glutaraldeido (GHAEE et al., 2010). Por outro lado, ha materiais ja reportados que
apresentaram melhores resultados que os apresentados nesse estudo (WANG et al.,
2016b; SAHEBJAMEE et al., 2019). No entanto, polimeros sintéticos, tais como o
poli(alcool vinilico e polietilenoimina (PEI), bem como nanoparticulas de silica
(material inorganico) sao utilizados no preparo das membranas adsorventes (Tabela
10). Porém a desvantagem é que polimeros sintéticos elevam o custo de producéo do
material adsorvente. Além do mais, as membranas ja descritas na literatura sédo
obtidas por meio do processo de reticulacdo quimica. Estes processos costumam ser
complexos e podem induzir citotoxicidade ao material adsorvente. A membrana M(28-

2) ndo possui essas desvantagens.

Tabela 10. Comparacao entre resultados de qm e dosagem obtidos neste estudo com dados relatados
na literatura, envolvendo outras membranas adsorventes na remoc¢é&o de ions Cu(ll).

Membrana Dosagem
adsorvente Adsorbato (g/L) pH gm(mgg?) Referéncias
M(28-2) Cu(ln 1,69 4,5 29,20 Neste estudo
QT reticulada com Cu(ll) 2,5 5 17,66 (GHAEE et al., 2010)
glutaraldeido
QT/SIOz reticulada com Cu(ln 1,0 5 87,5 (WANG et al., 2016b)
glutaraldeido
QT/poli(alcool vinilico) Cu(ll) 2 5 8,41 (CHENG et al., 2010)
QT/poli(alcool Cu(ll) 0,2 6 116,28 (SAHEBJAMEE et al.,
vinilico)/PEI* 2019)

*Polietilenoimina (PEI)
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5.9.5. Potencial de regeneracao da membrana PT/QT

Estudos de dessorcao foram realizados nas condi¢cées de pH 2,0 e 5,5,
durante 1, 3, 5, 7 e 14 dias. A saturacdo da superficie da membrana (0,0846 g) foi
realizada com 50 mL da solugéo Cu(ll) a 100 mg L™ (pH 5,5), mantendo o sistema em
agitacdo (100 rpm) por 120 min a 25°C e pH de equilibrio 4,5 (n = 5). Os valores das
concentracdes de ions Cu(ll) adsorvidos, bem como as porcentagens de remocédo de

ions Cu(ll) estéo indicados na Tabela 11.

Tabela 11. Avaliacdo do potencial de reutilizagdo da membrana M(28-2) por meio da realizacdo de

ciclos de adsorgéo/dessorgéo. Os estudos de adsorcéo foram realizados em 120 min de ensaio (n=5).

Primeiro Ciclo

Tempo de (Cads)/Cdes (Mg L) (AD)/DS* (%) (Cads/Cdes (Mg L™2) (AD/DS* (%)
dessorcao (dia) pH 2,0 pH 2,0 pH 5,5 pH 5,5
1 (58,76)/30,70 (59,72)/52,26 (51,53)/8,43 (51,49)/16,37
3 (57,48)/30,83 (57,44)/52,56 (50,55)/7,92 (50,52)/15,66
5 (59,32)/30,68 (59,28)/51,72 (59,17/6,49 (59,13)/10,98
7 (49,21)/30,22 (49,18)/61,39 (58,23)/6,27 (58,19)/10,77
14 (49,32)/30,39 (49,29)/61,61 (58,47)/5,21 (58,43)/8,91
Segundo ciclo
Tempo de (Cags)/Caes (Mg L™Y)  (AD)/DS* (%) (Cads)/Cues (Mg LY)  (AD/DS (%)

dessorcdao (dia)

pH 2,0

pH 2,0

pH 5,5

pH 5,5

1 (28,81)/16,93 (28,79)/58,76 (43,19)/0,23 (43,17)/0,53
3 (26,63)/14,73 (26,61)/55,31 (43,82)/0,24 (43,79)/0,54
5 (25,68)/13,68 (25,66)/53,27 (44,08)/0,25 (44,06)/0,57
7 (25,22)/7,88 (25,20)/31,24 (38,24)/0,12 (38,21)/0,33
14 (25,15)/5,48 (25,13)/21,79 (37,49)/0,10 (37,47)/0,30

*Adsorcdo (AD) e Dessorcao (DS) descritos em termos de valores de porcentagem.

No processo de dessorcdo de ions Cu(ll) foram depositados 0,0924 g (massa
média da membrana M(28-2)/Cu obtida apés teste de adsorcdo referente a dois
corpos de prova 50 x 25 mm) do sdlido saturado com ions Cu(ll), e foi utilizado
aliquotas da solucédo de HNO3 0,10 mol L™ (50 mL) para ajustar os valores de pH 2 e
5,5. Em pH 2,0, e considerando o primeiro ciclo, a concentracdo e porcentagem média
de fons Cu(ll) dessorvidos foram de 30,56 mg L™ e 55,91%, respectivamente. Na
mesma sequéncia, quando o teste de dessorcdo foi avaliado em pH 5,5, a
concentracdo e porcentagem media dessorvida alcancou apenas 6,86 mg L e
12,54%. Os valores médios foram indicados, pois a concentracdo de ions Cu(ll)
dessorvida ao longo de 14 dias nao foi uma funcdo do tempo, ou seja, nao variou

significativamente no intervalo de tempo investigado.
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Resultados similares foram encontrados no segundo ciclo de
adsorcao/dessorcao. Por outro lado, em pH 2,0 e considerando o intervalo de 14 dias,
a concentracdo média de ions Cu(ll) adsorvida e dessorvida foi de 26,29 mg L™
(26,27%) e 11,74 mg L™ (22,04%), respectivamente. No mesmo intervalo de tempo,
mas na condicdo de pH 5,5, a concentracdo média de ions Cu(ll) adsorvida e
dessorvida foi de 41,36 mg L™ (41,34%) e 0,19 mg L™ (0,45%). Mais uma vez, o
tempo ndo foi um parametro que influenciou significativamente nos resultados de
dessorcéo.

A utilizagdo do HNOs na solucdo, em pH 2,0, resulta na protonacéo das
cadeias de PT (pKa= 3,6—4,1), aumentando a capacidade de dessorcdo dos ions
Cu(ll), pois as interac@es eletrostaticas entre os ions —COO~da PT e Cu(ll) podem ser
desfeitas. Porém, a porcentagem de regeneracdo jA no primeiro ciclo foi baixa
(55,91%). No segundo ciclo, o potencial de regeneracédo foi ainda menor (44,10%).
Isso mostra que o adsorvente e adsorbato estéo interagindo eficientemente, indicando
gue o processo de adsorcdo é governado por quimissor¢cdo. Comparando os dados
de dessorcédo avaliados em pH 2,0 e ap6s 7 dias de andlise, verificou-se menor
eficiéncia na dessorcao. Isso se deve ao maior tempo de contato das membranas com
a solucéo e, ainda, devido a protonacao das cadeias de PT. Esse ultimo efeito deve
alterar a solubilidade da PT, resultando no aumento da velocidade de degradacao do
material. Devido as caracteristicas apresentadas, a membrana M(28-2) pode ser
reutilizada por apenas mais uma ciclo. Para isso, a dessorcao deve ser realizada em
pH 2,0. Em pH 5,5, a PT continua ionizada, favorecendo ainda mais a efetividade de
interacdo com os ions Cu(ll) na superficie do adsorvente. A baixa concentracdo de
ions Cu(ll) dessorvidos em pH 5,5 se deve as espécies fracamente ligadas na

superficie do adsorvente.

5.10 Caracterizacdo da membrana M(28-2) ap0s ensaio de adsorcao

5.10.1. Espectroscopia de fotoelétrons de raio-X (XPS)

A técnica de XPS foi utilizada para caracterizar a superficie da membrana
M(28-2), antes e ap0s 0 processo de adsorcao de ions Cu(ll). A Fig. 20 apresenta 0s
espectros XPS (survey) das amostras M(28-2) e M(28-2)/Cu, enquanto a Fig. 21,

mostra o espectro XPS de alta resolucdo do envelope Cu2p obtido a partir da
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superficie da amostra M(28-2)/Cu (apds ensaio de adsor¢ao). A presenca de atomos
de Cu néo foi identificada na superficie da membrana M(28-2). Por outro lado, foi
possivel identificar a presenca de atomos de cobre (Cu2p = 0,3%) na superficie da
membrana M(28-2)/Cu (Fig. 20) (NAUMKIN et al., 2012; DEMEL et al., 2015). Esse
resultado confirma o processo de adsor¢cdo de ions Cu(ll). Como ja relatado
anteriormente, os demais elementos (O1s, N1s e C1s), caracteristicos da estrutura da
PT e QT também foram identificados nas amostras. Porém o contetdo de Ols e N1s
diminuiu na superficie do material M(28-2)/Cu em relacéo a superficie do filme antes
do processo de adsorcdo. Esse resultado estd relacionado com a formacdo de
monocamada na superficie da membrana, confirmando o processo de adsorcao de

ions Cu(ll).
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Figura 20. Espectros XPS das membranas M(28-2) e M(28-2)/Cu (survey).

O espectro de alta resolucao do envelope Cu2p é apresentado na Fig. 21.
Essa anadlise ratifica a ocorréncia de atomos Cu na superficie da membrana apoés
ensaio de adsorgédo. O espectro XPS de alta resolugéo do envelope Cu2p indica o
surgimentos de picos caracteristicos que envolvem as ligacdes Cu—O em 953,8 eV,
952,3 eV, 934,6 eV e 932,8 eV. As ligacbes Cu—O sdo atribuidas a formacgéo de
ligagbes quimicas covalentes entre atomos de oxigénio da PT, provavelmente aqueles
encontrados nos grupos —COO-, os quais devem se coordenar aos ions Cu(ll),
promovendo a incidéncia de ligagbes Cu—O na superficie da amostra M(28-2)/Cu.

Esse efeito ratifica o processo de quimissorgéo, como relatado nas sec¢des anteriores.
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Os picos relatados nos espectros de alta resolugcdo do envelope Cu2p estdo em
acordo com outros dados ja reportados (SHAIKH et al., 2011; NAUMKIN et al., 2012;
DEMEL et al., 2015).

Cu2p
Cu-O (932,8)
Cu-O (934,6)
Cu2p
Cu-O (953,8) Cu-O (952,3)
R? = 0,992 &
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Energia de Ligagao(eV)
Figura 21. Espectro XPS de alta resolucéo do envelope Cu2p obtido na superficie da amostra M(28-

2)/Cu (ap0s ensaio de adsor¢ao).

5.11 Potencial de aplicacdo da membrana M(28-2)/Cu

5.11.1. Atividade antimicrobiana

Como o potencial de reutilizacdo da membrana PT/QT como adsorvente foi
baixo, pois o0 processo de adsorcdo é governado por fenbmenos quimicos, esse
estudo prop&e aplicar a membrana contendo ions Cu(ll) adsorvidos em aplicacdes no
campo biomédico. O objetivo é dar um destino final ao material, por isso, testamos o
potencial biomédico das membranas M(28-2) e M(28-2)/Cu. O primeiro teste, buscou
identificar se a presenca de ions Cu(ll) na superficie da membrana iria influenciar na
atividade antimicrobiana do material, uma vez que, € bem conhecido que ions Cu(ll)
possuem atividade antimicrobiana. Em 2008, o cobre foi reconhecido pela American
Environmental Protection Agency, como o primeiro agente antimicrobiano metalico, se
tornando um material com potencial aplicacéo tecnolégica (VINCENT; HARTEMANN;
ENGELS-DEUTSCH, 2016). Entéo, a atividade antimicrobiana das membranas foi
avaliada contra E. coli (ATCC 25922), em diferentes condi¢cdes de pH (6,0 e 7,4) por

24 h a 37°C, utilizando a técnica disco-difusdo. Também, a bactéria gram-negativa E.
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coli foi escolhida neste teste por ser um contaminante normalmente encontrado na
agua potavel (EDBERG et al., 2010). Imagens digitais das placas de cultura com
discos (6 mm) das membranas M(28-2) e M(28-2)/Cu estdo apresentadas na Fig. 22.

M(28-2)/Cu [ M(28-2)/Cu
pH =6,0 X pH=7,4

A A 7 y, Y.
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3 d .
=32 { B
i
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Figura 22. Imagens digitais das placas de cultura de E. coli contendo discos (6 mm) das membranas
M(28-2)Cu e e M(28-2), apds 24h de incubagédo a 37°C. Os ensaios foram realizados nas condi¢des de
pH 6,0 e 7,4.

Como esperado, ndo houve formacéo de halos de inibicdo, mesmo quando o
teste foi realizado com a amostra M(28-2)/Cu, uma vez que nao ha
liberacdo/dessorcdo significativa de ions Cu(ll) dos discos nas condi¢cdes de pH
investigadas (Fig. 22). Esse efeito se deve ao processo de quimissor¢ao. Por outro
lado, percebe-se claramente que nao ha crescimento de E. coli sobre os discos da
membrana M(28-2)/Cu, fato este que néo ocorre na amostra M(28-2). Isso mostra que
a membrana contendo ions Cu(ll) na superficie apresenta acdo bacteriostatica. A
presenca de ions Cu(ll) inibiu o crescimento da E. Coli em ambas condi¢6es de pH
avaliadas. Na amostra M(28-2), a E. coli cresce sobre os discos, mostrando que a
membrana sem ions Cu(ll) ndo tem atividade bacteriostatica. Neste caso, a membrana
M(28-2)/Cu pode ser empregada como bandagens em aplicacdes biomédicas,
visando a prevencao quanto ao depadsito de bactérias na superficie de tecidos da pele
humana (PEREIRA et al., 2019).
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Os resultados mostraram que a M(28-2) sem a presenca de ions Cu(ll), ndo
apresentou resultado satisfatorio para inibir o crescimento bacteriano, pois apesar da
mesma nao conter Cu(ll), a mesma apresenta baixa concentracédo de QT (7%). Sabe-
se que a QT possui atividade antimicrobiana (MARTINS et al., 2014), no entanto
devido ao grande excesso de PT na amostra, a atividade da QT é suprimida. Portanto,
o efeito bacteriostatico se deve a ocorréncia de ions Cu(ll) na superficie da amostra.
A atividade bacteriostatica da membrana M(28-2)/Cu pode ser justificada com base
na alteracéo superficial que ocorre na membrana apos processo de adsorcédo. Essa

alteracdo foi confirmada pela anélise de XPS.

5.11.2. Viabilidade celular via método AlamarBlue

Para que a amostra M(28-2)/Cu seja aplicada como bandagem, a mesma ndo deve
promover citotoxicidade. Por isso, investigou-se a agao citotoxica das membranas M(28-
2) e M(28-2)/Cu sobre células tronco mesenquimais do tecido 6sseo (MSCs) durante
incubacédo de 4 dias a 37°C (Fig. 23). O teste do AlamarBlue (ou resazurina) foi utilizado
para analisar a viabilidade das células MSCs promovida pelas amostras M(28-2),
M(28-2)/Cu e controles (negativo = meio de cultura com células sem contato com as
membranas e controle positivo = folhas de titAnio em contato com as células). O
método do AlamarBlue baseia-se em um ensaio colorimétrico direto, no qual a
reducdo do corante resazurina indica presenca de células vidveis no meio avaliado
(MARTINS et al., 2018b). A relagdo entre a concentragdo de células viaveis e a
concentracdo da espécie reduzida do corante resazurina é linear nas condi¢cdes
preditas nesse estudo.

Os resultados de viabilidade celular promovido pelas membranas M(28-2) e
M(28-2)/Cu foram comparados aos resultados obtidos por um controle interno, o metal
titnio (controle positivo). O titanio foi escolhido devido & ampla aplicacdo deste na
area biomédica (DE VITERI; FUENTES, 2013). Os resultados foram normalizados em
relacdo ao resultado de viabilidade promovidos pelo titdnio e comparado com o0s
valores de viabilidade celular promovido pelo controle negativo. Neste caso, a
viabilidade celular promovida pelo titanio foi tomada como sendo 100% e, com isso, a
viabilidade celular promovida pelas membranas e controle negativo foram
comparadas com a viabilidade celular induzida pelo titanio (100%). Ambas

membranas M(28-2) e M((28-2)/Cu promoveram viabilidade celular em torno de 65%
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apos 4 dias de andlise (Fig. 23). O mesmo acontece com a viabilidade celular
promovida pelo controle negativo. Esse efeito mostra que as amostras ndo possuem
citotoxicidade, uma vez que a concentracao celular ndo foi alterada depois de 4 dias
de andlise. Isso ocorre porque a viabilidade celular promovida pelas amostras e

controle negativo séo similares (ndo ha diferenca significativa nos resultados).

150+
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Figura 23. Resultados de viabilidade celular sobre células MSCs promovidas pelas amostras M(28-2),
M(28-2)/Cu, células (controle negativo) e titanio (controle positivo) depois de 4 dias de analise a 37°C.

O termo *** indica resultado significativamente diferente com p < 0,001.

Quando comparado ao titanio, os resultados de viabilidade celular foram
significativamente diferentes. Neste caso, como ja relatado, sabe-se que o titanio
possui grande potencial para proliferar e promover o crescimento de células
(ALMODOVAR et al., 2010). Por isso, o titdnio promove maior viabilidade celular que
as demais condi¢bes. A partir dos resultados de citotoxicidade, confirmamos que as
membranas M(28-2) e M(28-2)/Cu sao citocompativeis. Dessa forma, a presenca de
ions Cu(ll) ndo induz citotoxicidade. Isso provavelmente se deve a elevada
estabilidade do material e elevada efetividade de interagéo entre os ions Cu(ll) com a
superficie do agente adsorvente. Sendo assim, a membrana M(28-2)/Cu pode
apresentar potencial aplicagdo na area biomédica. Neste caso, destacamos 0 uso
deste material como uma bandagem, pois a mesma pode inibir a proliferacdo e

deposicao de bactérias sem causar citotoxicidade ao tecido aplicado.
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6 CONCLUSAO
Este trabalho mostrou pela primeira vez o desenvolvimento de membranas

constituidas por PT/QT, contendo excesso de PT. A auto-montagem de redes
poliméricas alteram as propriedades fisico-quimicas das membranas PECs,
conferindo alteragbes significativas na resisténcia a tragdo, intumescimento e
estabilidade térmica, em compara¢do com outros materiais publicados que se referem
a materiais a base de PT e QT. Foram utilizadas diferentes condicdes experimentais
em relacdo a outros métodos ja reportados, afim de obter membranas hidrofilicas,
duraveis e com estabilidade contra processos de degradacdo. Resultados de
rendimento de complexagdo, bem como os dados de FTIR-ATR, TGA/DSC, XPS e
SEM indicaram que a PT e QT interagem eficientemente para formar membranas
compactas e resistentes. As membranas foram produzidas sem o uso de agentes
toxicos de reticulagdo, como compostos organicos comumente utilizados na
reticulacéo de hidrogéis a base de polissacarideos.

A membrana contendo maior teor de PT (93%) foi usada como agente
adsorvente de ions Cu(ll). Estudos de adsorcdo indicaram que a quimissorcao
desempenhou grande papel na remoc¢édo dos ions Cu(ll). Esse efeito foi justificado
pelos resultados de cinética, equilibrio e XPS, sendo que o modelo cinético de pseudo-
segunda ordem e 0 modelo isotérmico de Sips se ajustaram aos dados experimentais,
respectivamente. A isoterma de Langmuir indicou gmde 29,20 mg g%, sendo este dado
maior em relacdo a outros achados ja publicados. Devido ao baixo potencial de
reutilizagdo da membrana PT/QT como adsorvente, esta pode ser aplicada como
bandagem. Estudos indicaram que a presenca de ions Cu(ll) na superficie da
membrana induz atividade bacteriostatica e, ainda, ndo desempenha efeitos
citotoxicos sobre tecidos vivos. Este estudo descreveu o uso de um agente
adsorvente de ions Cu(ll) com potencial para ser aplicado no campo biomédico e

ambiental.
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