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Fernanda Santos Carvalho dos Anjos
Julho/2018
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As quitosanas tém diversas caracteristicas interessantes como a biocompatibilidade,
biodegrabillidade, uma boa bioaderéncia e afinidade celular. A presenga de grupos de
aminas primarias (-NH2) e hidroxila (-OH) na quitosana facilita sua modificacao
utilizando citratos, polifosfatos, organosilanos, entre outros. Neste trabalho membranas
de quitosana foram modificadas com citrato (CIT), tripolifosfato (TPP) e 3-amino-
propiltrimetoxisilano (APTES) para aplicagédo em sorgao de proteinas. A caracterizagao
dos materiais foi realizada por FTIR, MEV, TG/DTG, DSC e DRX. As membranas
foram sintetizadas com sucesso e permaneceram estaveis durante os testes de
sor¢ao. Foram obtidos e avaliados dados de isotermas de sor¢cédo da albumina do soro
bovino (BSA) em solucbes com diferentes pH e temperaturas. Alguns modelos
matematicos foram utilizados para avaliar as caracteristicas cinéticas da sor¢cao do
BSA sobre os materiais. Para as analises estatisticas foram utilizados o desvio padrao
e o chi-quadrado. O modelo cinético de ordem variada foi 0 que apresentou a melhor
correlagdo entre os valores tedricos e experimentais da sor¢cdo da BSA. Os valores
das constantes de sorcdo de ordem variada (k,) apresentaram-se entre 0,0002 e
264,91 min' e os valores das constantes n apresentaram-se entre 0,142 e 1,492 min™".
O modelo cinético de Morris-Weber sugeriu que a difusao intraparticula € uma
caracteristica mecanistica importante na interagdo membrana-BSA. Foi observado que
as membranas de quitosana modificadas s&o promissoras para uso em processos que

demandam interacio de proteinas em meio aquoso.
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF MATERIALS BASED ON QUITOSANA -
APPLICATION IN ADSORPTION OF BSA.
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Chitosans have interesting features, such as biocompatibility, biodegrability, good
adherence and cellular affinity. The presence of amine (-NH.) and hydroxyl groups (-
OH) on chitosan structure enables their chemical modification using citrates,
polyphosphates, organosilanes, among others. In this work, membrane chitosans were
chemically crosslinked with citrate (CIT), tripolyphosphate (TPP) and 3-amino-
propiltrimetoxisilano (APTES) were synthesized for application in sorption of proteins.
The characterization of the materials was made by FTIR, MEV, TG/DTG and XRD. It
was found that the membranes were successful synthesized and remained stable
during the sorption tests. Sorption isotherms of bovine serum albumin (BSA) in relation
to solution pH and temperature were obtained and evaluated. Some mathematical
models were used to evaluate the kinetic features of sorption of BSA onto the
materials. From a statistical analysis using standard deviation and chi-square
methodologies, the so-called kinetic order-variable model has presented the best
fittings in relation to comparisons between the experimental and theoretical values of
BSA sorption. The values of the variable order sorption constants (k) were between
0.0002 and 264.91 min"' and the values of the n constants were between 0.142 and
1.492 min . The Morris-Weber kinetic model has also suggested that intraparticle
diffusion is an important mechanistic feature of BSA-membranes interactions. It has
found that the membranous chitosan-modified materials are promising for using in

processes, which demand interaction of proteins in aqueous media.

Keywords: chitosan. kinetic model. proteins.
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1. Introducgao

A quitosana e seus derivados apresentam-se como biopolimeros versateis para
inUmeras aplicagdes na medicina, na industria alimenticia, na agricultura e em ciéncias
dos materiais, devido as suas caracteristicas singulares, como biocompatibilidade,
atoxicidade e biodegradabilidade [1]. Relatos na literatura mostram diferentes
estratégias para modificar quimicamente a quitosana a partir de reagcdes com os
grupos quimicos funcionais amina (-NH.) e hidroxila (-OH) de suas estruturas, visando
o aprimoramento de suas propriedades para as mais diversas aplicagdes [2 — 4]. Além
disto, a presencga destes grupos funcionais possibilita a sua utilizagdo como material

adsorvente para a remocgao de corantes, metais pesados e proteinas [1].

Quando um determinado material entra em contato com um fluido bioldgico, a
adsorgao de proteinas presentes a superficie do material € uns dos primeiros eventos
que ocorre na superficie. Isso é considerado de suma importancia, uma vez que as
interagbes que ocorrem na superficie do material refletirdo no seu desempenho
quando o mesmo for utilizado como dispositivo biomédico [5]. Nesse contexto, a
adsorgcao de proteinas depende das propriedades quimicas tanto da superficie das
proteinas quanto da superficie do material. A quantidade de proteinas adsorvidas € a
cinética deste processo de adsorcdo dependem fortemente do grau de
hidrofobicidade, hidrofilicidade e da carga superficial presentes nas superficies dos

materiais [6. 7].

As propriedades do material adsorvente como area superficial, distribuicdo do
tamanho dos poros, sitios adsorventes, grupos funcionais presentes no adsorvente e
no adsorbato sdo propriedades importantes que influenciam na capacidade de sorcéo
[8]. Dois importantes aspectos fisico-quimicos para avaliacdo de um processo de
sor¢do sao o equilibrio e a cinética de sor¢cdo. O equilibrio de sorgao é estabelecido

quando a concentracdo do sorbato na solugdo bulk encontra-se em um equilibrio
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dinAmico com a interface do adsorvente. A analise deste equilibrio pode fornecer

informacdes fundamentais para avaliar a afinidade ou a capacidade de um adsorvente.

De maneira genérica, a interacdo de um adsorbato em solugao sobre um
adsorvente sdlido envolve diversas etapas: (a) transporte do adsorbato, ions ou
moléculas em solucdo para a superficie externa do adsorvente; (b) passagem do
adsorbato liquido através da superficie do sélido; (c) interacdo com os atomos da
superficie do solido para a quimiosorgao (interagao forte entre adsorvente-adsorbato
equivalente a formacdo de uma ligacdo covalente) ou sorcdo fraca (interagao

adsorvente-adsorbato similiar a forga de Van der Waals) [8].

Todos os processos de sor¢gao envolvem aspectos cinéticos e termodinamicos,
e que permitem conhecer mais sobre o desempenho e os mecanismos da sorg¢do. O
desempenho cinético de um adsorvente € importante para direcionar e otimizar a sua
aplicagdo [9]. A cinética de sorcdo depende das interagdes entre adsorvente-
adsorbato e das condigbes externas do sistema (temperatura, forga iénica, pH), dentre

outras.

Alguns modelos matematicos foram desenvolvidos para descrever os
comportamentos cinéticos de processos de sor¢gdo. Entre esses modelos encontram-
se: modelo de pseudo de primeira ordem (Lagergren, 1898), modelo pseudo segunda
ordem (Ho, 1995), modelo de Morris e Weber e modelo de ordem cinética variavel [8,

10, 11].

Em 1898, Lagergren descreveu a primeira equagéo para descrever a cinética
de sorcao de processos de interacdo de primeira ordem cinética, em sistemas do tipo
sélido-liquido para a sor¢ao de acido malbnico e acido oxalico sobre carvao. Ainda
hoje, as equagdes cinéticas de Lagergren sdo utilizadas para descrever a sor¢do de
sistemas solido-liquido baseados na capacidade de sor¢do. Pelo fato desse modelo
ser utilizado somente na capacidade de sor¢ao dos soélidos adsorventes em relagao a

concentracao de solugdes, o modelo de Lagergren foi chamado de pseudo primeira
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ordem [11]. O modelo de difusdo intraparticula ou modelo de Weber e Morris é de
grande interesse pois a difusao determina a taxa de adsor¢ao na maioria dos sistemas

liquidos [12].

Para que seja possivel estabelecer qual modelo cinético é melhor ajustado ao
sistema em estudo analisam-se os dados experimentais utilizando-se os diferentes
modelos ou mecanismos de difusdo de poros/fase sélida. Os coeficientes de
correlagao entre dados experimentais e tedricos fornecerdo o modelo que apresenta

melhor ajuste [13].

Este estudo tem como principal meta sintetizar materiais a base de quitosana
com fins de aplicacdo em sorg¢ao de proteinas. A modificacdo quimica da quitosana e
a determinagao dos dados cinéticos do processo fisico quimico de sor¢cao de proteinas
sdo de suma importancia para o entendimento do comportamento biolégico sobre a
superficie do biomaterial e para futuras aplicacbes dos materiais preparados e

estudados.
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2. Revisao da literatura

2.1 Quitina e quitosana

A quitina é um polissacarideo natural, encontrada na carapaga de crustaceos,
tais como o caranguejo e o camarado, bem como em insetos e fungos, sendo o
segundo biopolimero mais abundante na natureza apds a celulose. Ela foi isolada pela
primeira vez em 1811 por Braconnot, quando trabalhava com fungos [14]. Em 1823,
Odier isolou uma substancia das carapagas de insetos, a qual chamou de quitina.
Odier e Childre relataram que isolaram a quitina com varios tratamentos utilizando
solugdes de hidroxido de potassio. Isso os levou a um equivoco, pois na realidade eles
isolaram um derivado da quitina, a quitosana. Esta foi descrita pela primeira vez em
1859 por Rouget, e o seu nome foi proposto em 1894 por Hoppe-Seyler pelo fato de
a quitosana possuir a mesma quantidade de nitrogénio da quitina [15]. A quitosana

apenas foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971, no Japao.

Na Figura 01 é apresentado um esquema da preparagao de quitina e quitosana

a partir dos exoesqueletos de crustaceos e fungos e suas aplicagdes.

Crustaceos Fungos

I i C NaOH
4 Proteinas
—
—y i d
i . A y

Formulagdes
Farmacéuticas

Filmes

Figura 01: Esquema da preparagao de quitina e quitosana a partir dos exoesqueletos

de crustaceos e fungos e suas aplicagoes [16].
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As quitosanas sdo obtidas principalmente da N-desacetilacdo da quitina em
meio alcalino, sendo que a N-desacetilagdo em meio acido também pode ocorrer,
porém € pouco utilizada devido a susceptibilidade das ligacdes glicosidicas a hidroélise
acida [17] [17], como apresentado na Figura 02. As estruturas das quitinas e das
quitosanas sao similares entre si, diferenciando-se somente nos grupos quimicos
presentes no carbono-2 dos anéis glicosidicos de suas estruturas. Nas quitinas ha a
presenca de grupos acetil (-CO-CHsz) e nas quitosanas ha grupos amina (-NHy).
Convencionou-se nomear de quitosana, a quitina com grau de desacetilacdo (GD)

acima de 65% [18].

L~ NaOH

Dasacstilagio

Quitina Quitosana

Figura 02: Reacdo idealizada de desacetilagdo total da quitina para obtencdo da

quitosana.

O grau de desacetilagdo (GD) é uma propriedade quimica importante das
quitosanas, pois influencia em suas caracteristicas intrinsecas, como hidrofobicidade,
solubilidade em meios aquosos e nao aquosos, viscosidade, capacidade de
reticulacdo na presenca de determinados agentes de reticulagdo, solubilidade e em
sua capacidade de sorgao [19]. Assim, a determinacio do grau de desacetilacdo (GD)

das quitosanas é uma das mais importantes propriedades desse polissacarideo. Os
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principais métodos estudados com esta finalidade sao a titulacdo potenciométrica, a
espectroscopia na regiao do infravermelho (do inglés: FTIR), a analise elementar (AE),
a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ("H RMN) e a titulagdo potenciométrica

[20 — 23].

Jiang e colaboradores [23] propuseram uma nova fungdo linearizada
simplificada para o método de determinagédo do GD por titulagido potenciométrica. As
quitosanas foram purificadas para a retirada de impurezas nao soluveis, e entao
dissolvidas em uma solugdo de acido cloridrico, sendo o excesso do acido titulado
com hidroxido de sodio. O método teve boa concordancia com outros métodos de

determinagdo como a analise elementar e RMN 'H.

Quanto a estrutura das quitosanas, destacam-se as suas unidades de
repeticdo que formam ligagdes B-(1—4)-glucosaminas, que contém os grupos hidroxis
(-OH) e aminas primarias (-NH;), como apresentado na Figura 03. A importancia
destas ligagdes € descrita em estudos, que mostram que os grupos aminados (-NH>)
da estrutura das quitosanas sao quimicamente reativos na presencga de cloretos de
acidos graxos (R-CO-CI) e de aldeidos (R-COH), por exemplo. Portanto, esses dois
grupos quimicos funcionais oferecem diversas possibilidades de modificagdo na
estrutura das quitosanas, e imobilizacdo de varias espécies ativas biologicamente,

como as proteinas e enzimas [24].
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Figura 03: Representacgéao das ligagdes pB-(1—4)-glucosaminas.

Do ponto de vista quimico, as quitosanas sao consideradas uma base fraca,
insolivel em agua e em solventes organicos, mas solluvel em solugbes aquosas de
acidos organicos, como acético, formico, citrico, além de acidos inorganicos, como
cloridrico diluido (pH < 6,5), os quais protonam os grupos aminados (-NH-) resultando
em solugdes viscosas [25]. Os grupos aminas presentes nas quitosanas possuem
pKa's entre 6,2 a 7,0, fazendo com que as quitosanas comportem-se como
polieletrélitos quando dissolvida em solugbes acidas, o que causa o surgimento de
interacdes repulsivas eletrostaticas entre os grupos amino ionizados ao longo da

cadeia [26].
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2.2 Grau de desacetilagao

O grau de desacetilagdo € uma propriedade quimica importante da quitosana,
pois influencia em suas caracteristicas intrinsecas, como hidrofobicidade, solubilidade
em meios aquosos e nao aquosos, viscosidade, capacidade de sorcdo e de
reticulacdo na presenca de determinados agentes quimicos especificos [19]. Foram
determinados o grau de desacetilagao de duas quitosanas diferentes utilizadas nesse
trabalho, denominadas de quitosana A e quitosana B. A titulacdo da quitosana para a
determinagdo do grau de desacetilacao € um método indireto bastante utilizado nas

industrias por ser uma técnica de baixo custo [23].

A quitosana foi solubilizada em uma solugédo de acido cloridrico padronizada
(0,102 mol L") e titulada potenciometricamente com uma solugdo de hidroxido de
sodio padronizada (0,09 mol L") contendo 0,1 mol L' de cloreto de potassio.
Considera-se a titulagdo do excesso de acido, ou seja, uma titulagido indireta de acido
forte com base forte. A quitosana em solugdo de HCI torna-se um polieletrélito devido
a protonacgao dos grupos de aminas primarias (-NHz). A reacao de equilibrio (Equacgao

1) descrita no estado de ionizagéo é [23]:
R—NH,+ H*<R — NHF eq. 1

A constante de dissociagao (Equacao 2) da quitosana ¢é definida como:

[R — NH,][H"]

K@ =
[R — NHS]

Partindo-se dessas equacgbes, das equagdes de balango de carga e da
concentracdo de quitosana durante a titulagéo, Jiang e colaboradores [23] propuseram
uma fungao linear para a determinagdo do grau de desacetilagdo da quitosana. A

funcao € mostrada a seguir na Equacao 3:
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v+ﬁiKQHﬂ+um1>=n+{
Cs

iV N Koo +V) Vo+V vV }K“
Cg X107 ' Cpx1072PH  Cp  [H]
Onde:

Ve — volume no ponto de equivaléncia;

Vo — volume da solugao de quitosana,;

V — volume da base forte adicionada;

Cs — concentragdo da base forte (mol L)

C+ — concentragéo da solugdo de HCI (mol L);

V1 — volume da solugcdo de HCI adicionado para a dissolugdo da quitosana

(mL);
Kw — produto iénico da agua;
K@ — constante de dissociagdo da quitosana;
pH — em cada ponto da titulagdo potenciométrica;
[H*] — concentragdo em mol L' de H* no decorrer da titulagdo e

[OH] - concentragdo em mol L' de OH" no decorrer da titulagao.

A equacdo (5) pode ser transformada em uma equacgdo linear, sendo os

valores de X e Y descritos nas equacbes 4 € 5:

Vo +V eq. 4
Y=V +

([H*]+ [OH™])

eq.5

eq.3



B A4 s K,(Vo+V) Vo+V V
~|Cyx107P  Cy x1072PH  (Cp [H*]

2.2 Modificagcao das quitosanas

As quitosanas vem sendo estudada visando diferentes aplicagcbes nas mais
diversas areas do conhecimento, tais como no tratamento de efluentes [27, 28], como
suporte para cromatografia, em aplicagdes biotecnoldgicas, biomédicas e
farmacéuticas, como biomateriais [26, 29] e na preparagido de sistemas especificos

para liberagéo controlada de farmacos [29 — 31].

As quitosanas tém diversas caracteristicas interessantes como a
biocompatibilidade, biodegrabillidade, uma boa bioaderéncia e afinidade celular. Como
biomaterial, registra-se que a sua biocompatibilidade foi comprovada em implantes em
tecidos vivos e a sua baixa toxidade foi verificada em animais. Ressalta-se que para a
utilizagdo da quitosana em aplicagdes biomeédicas os reagentes utilizados ndo devem

ser toxicos [32 — 34].

A fim de aprimorar suas propriedades, varios estudos vém sendo
desenvolvidos, os quais relatam rotas para modificacdes quimicas da quitosana com a
introducao de diferentes grupos quimicos em suas estruturas [35]. As modificagcbes
das quitosanas sao, portanto, extremamente util para aprimorar e desenvolver
materiais com aplicagdes biomédicas especificas, como na engenharia de tecidos e
como carreadores de farmacos. Alguns artigos relatam a modificacao da superficie do
filme de quitosana para incrementar a biocompatibilidade e biofuncionalidade,
aprimorando desta forma as suas propriedades [1, 34, 36]. Devido as quitosanas
conterem grupos hidroxil e aminas primarias nas unidades de repeticdo das ligagdes

B-(1—4)-glucosaminas, as suas modifica¢des utilizando estes grupos sao facilitadas.
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Ha estudos que relatam que o carater hidrofilico ou hidrofdbico da estrutura
quimica das quitosanas influenciam fortemente no processo de sor¢ao de proteinas
[24, 37]. Diversas rotas de modificacdo das quitosanas vém sendo estudadas com a
adicado de grupos que conferem carateres hidrofilico/hidrofébico as estruturas das

quitosana quimicamente modificadas.

Membranas nanoporosas de quitosana foram sintetizadas por NAN e
colaboradores [29] para utilizagdo no transporte de farmacos, utilizando-se polietileno
glicol (PEG) para gerar a estrutura de nanoporos na membrana de quitosana. Os
resultados mostraram que as membranas nanoporosas de quitosana podem ser

utilizadas para o transporte de farmacos por difusao controlada.

Além da modificagdo da superficie das quitosanas com a finalidade de
aprimorar as suas propriedades de biocompatibilidade, € importante também ressaltar
que para melhorar a estabilidade das quitosanas em meios acidos, bem como as suas
propriedades mecanicas, € necessario que as estruturas das quitosanas sofram
reagbes de reticulagdo, conhecidas como cross link. Alguns compostos, como
tripolifosfato, glutaraldeido, etilenoglicol, epicloridrina e organosilanos tém sido
utilizados com essa finalidade [2].

Nas proximas segOes, serao apresentadas informagbes gerais e exemplos de
pesquisas cientificas realizadas com os agentes de modificacao/reticulagido que foram
utilizados neste estudo para a modificacdo da superficie da quitosana, sendo estes o
3-amino-propiltrimetoxisilano (APTES), o tripolifosfato de sédio (TPP) e o citrato de

sédio (CIT).
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2.3. Organosilanos

Os organosilanos fazem parte de uma importante classe de compostos que é
largamente utilizada na obtencdo de silicas gel a partir de precursores do tipo
alcoxidos, tal como o tetraetilortossilicato (TEOS) [38]. Estes compostos vém sendo
utilizados na modificacdo das superficies de silica gel e de diversos materiais [39 —
41]. A partir de condi¢des apropriadas, os organosilanos sofrem reagdes sucessivas
de hidrolise e condensagéo, gerando uma rede de silica, conferindo desta forma ao
material propriedades especificas, como aprimoramento nas propriedades mecanicas

dos materiais modificados pelo organosilanos.

O 3-amino-propiltrietoxisilano (APTES) é um dos agentes organosilanos mais
utilizados para a preparagao de filmes com a presenga de grupos amina (NH>).
Destaca-se que a presenga desse grupo € importante para aplicagdes em
biomateriais, pois permite que proteinas e outras biomoléculas sejam imobilizadas
[40]. A Figura 04 apresenta a estrutura quimica do 3-amino-propiltrietoxisilano

(APTES).

Figura 04: Representacdo esquematica da estrutura do 3-amino-propiltrietoxisilano

(APTES).

Para obtencdo de materiais do tipo biopolimero-silica, sdo descritas duas
principais rotas de sintese. A primeira rota considera a rede de silica como

componente principal do material, onde o biopolimero € introduzido a esta rede em
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uma pequena quantidade para tornar o material mais biocompativel ou conferir alguma

flexibilidade mecanica a rede [42].

A segunda estratégia para a obtencao deste material é a formacao da rede
principal pelo biopolimero, geralmente um hidrogel. Nessa rede é entdo adicionada
uma pequena quantidade da silica. Esse processo geralmente aprimora as

propriedades mecanicas e/ou a estabilidade quimica do material.

Podem ser utilizadas a silica solluvel ou o seu precursor, formando um coléide
[42]. Por exemplo, encontra-se descrito na literatura um sistema aquoso para a
formacdo de uma silica bifuncionalizada e de um biopolimero, onde a quitosana foi
utilizada para acelerar o processo sol-gel do glicol modificado com tetraetoxisilano

(GMT). O material apresentou boa compatibilidade [43].

Outros autores como Jing Ma e colaboradores [44] prepararam membranas
hibridas de quitosana com tetraetilortossilicato (TEOS). A incorporacdo de TEOS na
rede de quitosana melhorou a hidrofilicidade, a estabilidade térmica e reduziu a
cristalinidade da quitosana. A estabilidade térmica das membranas modificadas com o
TEOS foi maior em relagdo a membrana sem o TEOS, o que poderia ser explicado
pela formagdo de ligagbes do tipo Si-O-C e de ligagbes de hidrogénio entre a
quitosana e a silica (SiO2) gerada na reacdo, como apresentada na Figura 05. De
acordo com difratogramas de raios X, os autores observaram que a cristalinidade

diminuiu devido as cadeias de quitosana estarem menos compactadas.
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Figura 05: Representagédo esquematica da reagao entre a quitosana e o TEOS para a

formagado da membrana de quitosana modificada [44].

Varios silanos foram utilizados no trabalho de Spirk e colaboradores [39], que
preparam filmes finos hibridos de quitosana-silanos pelo processo sol-gel e spin
coating. Em uma solugdo de quitosana foi adicionada, sob agitagdo, uma solugéo
alcodlica acidificada de silano. As razdes quitosana e silano foram mantidas
constantes. Os filmes finos variaram entre 5 e 70 nm de espessura. Os autores
observaram que os silanos formaram ligagdes covalentes com a cadeia de quitosana,
bem como ligagées de hidrogénio. Como a reagido ocorre em condigbes acidas, os
grupos aminados (-NH2) da quitosana estavam protonados, possibilitando interagdes

por ligacdes de hidrogénio, como mostrado na Figura 06.
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Figura 06: Representagcdo esquematica da interacdo entre a quitosana e o silano [39].

Park e colaboradores [45] estudaram a formagcdo de membranas constituidas
por um compdésito organico-inorganico, utilizando o tetraetilortossilicato (TEOS) como
material inorganico e quitosana como composto organico. Foi preparada uma rede
interpenetrante, sendo o TEOS hidrolisado e condensado, gerando a estrutura
inorganica. Posteriormente a quitosana foi incorporada a rede formada, conferindo a
membrana sensibilidade a mudangas de pH do meio. Dependendo do pH do meio,
ocorre um intumescimento ou contragdo da quitosana incorporada. Foram realizados
experimentos de permeacédo de drogas no material obtido, em solu¢cdes aquosas de
pH's entre 2,5 e 7,5. Neste estudo, a quitosana incorporada a rede intumesceu em pH
2,5 e contraiu em pH 7,5, sendo estes processos reversiveis (Figura 07). Trés tipos
diferentes de drogas foram utilizados para o estudo de liberagao: 4-acetamido-fenol

(ndo idnica), lidocaina em HCI (catidnica) e a salicilato de sédio (aniénica).
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Figura 07: Mecanismo proposto para o comportamento do hibrido TEOS/quitosana em

pH acido e basico [45].

O processo de difusdo das drogas mostrou que com o aumento do pH de 2,5
para 7,5 ocorre um aumento da taxa de difusdo das drogas. Quando o pH diminuiu
para 2,5, a taxa de difusdo diminuiu, devido aos fendbmenos de contracdo e
intumescimento da estrutura da quitosana. A permeacdo das drogas através do
material é fortemente afetada por interagbes ibnicas especificas, bem como pelo pH

das solugdes da droga.

Liu e colaboradores [46] prepararam um material hibrido
quitosana/GPTMS/silica, na forma de membrana, cuja reagao é apresentada na Figura
08. A analise da estrutura de silica formada mostrou que a silica se encontra dispersa
de forma homogénea na estrutura da quitosana. Os autores notaram uma diminuigéo
do intumescimento da rede da quitosana na presenca da silica e do (3-
glicidiloxipropil)trimetoxisilano (GPTMS). A hidrofilicidade das membranas foi mantida

apo6s a reagao de reticulacao.
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Figura 08: Reagdo de reticulacdo da quitosana e formacao in situ das membranas

hibridas silica-quitosana [46].
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2.4. Citrato de sédio (CIT)

O citrato de sodio consiste no sal de sddio do acido citrico. A sua estrutura

encontra-se apresentada na Figura 09.

OH

Figura 09: Representacédo esquematica da estrutura basica do citrato de sddio.

Quanto a modificagdo da quitosana com citrato, alguns artigos podem ser
mencionados, tal como o estudo descrito por Honary e colaboradores [47] que
desenvolveram filmes de quitosana com trés massas molares diferentes, reticuladas
com citrato, e estudaram como a massa molar da quitosana influencia na liberagdo de
uma droga apolar dos filmes de quitosana. Neste estudo, foi variada a concentracao
do agente reticulante e o tempo de reticulagdo. Foi observado que o tempo de
reticulacdo e a concentracao do reticulante influenciam na liberagao in vitro da droga.
A indometacina foi liberada mais rapidamente em pH 3,5, independente do tempo de
reticulagdo ou concentragao, porém diminuiu significativamente com o aumento da
massa molar. Portanto, a quitosana com alta massa molar liberou a droga mais
lentamente. Em pH 6,2 a razdo de liberagdo da droga diminuiu com o tempo e com a
concentracdo do agente reticulante.

A utilizagao de fibras de quitosana em presenca de acido citrico e hidréxido de
sodio foram estudadas por Ghosh e colaboradores [48]. As fibras reticuladas exibiram
maior estabilidade contra degradagao enzimatica, hidrofobicidade e biomineralizagao,
além da propriedade mecéanica melhorada. A reticulagdo das fibras influenciou a

sor¢ao da lisozime, onde observou-se que as fibras reticuladas apresentaram maiores
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adsorgdes em relacao as fibras nao reticuladas. Essa diferenca de sorcao influenciou
nas atividades celulares nas fibras, mostrando maior proliferacdo e diferenciacéo
osteogénica in vitro, bem como melhor regeneracao do tecido 6sseo em um modelo de

coelho.
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2.5. Tripolifosfatos (TPP)

Os tripolifosfatos séo polimeros inorganicos pertencentes ao grupo dos fosfatos
condensados, constituidos por unidades basicas de ions ortofosfatos (PO.%).
Possuem férmula geral (POs)n, sendo n o grau de polimerizagdo. Tipicamente, o
tripolifosfato de sddio pode ser obtido com n variando de 2 a 300, enquanto os fosfatos
disponiveis na natureza, o n atinge uma ordem de grandeza de 10° [49, 50]. A

estrutura do tripolifosfato de sddio é apresentada na Figura 10.
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Figura 10: Representagcido esquematica da estrutura do tripolifosfato de sédio.

O tripolifosfato € um polidnion que interage com a quitosana por interagdes
eletrostaticas, pois os grupos aminados (-NH:) da quitosana sao protonados pelo acido

utilizado para a dissolugcéo da quitosana [51].

Antoniou e colaboradores [52] otimizaram a formagao de nanoparticulas de
quitosana a partir da utilizacdo de agente de reticulagao a base de fosfato. Foi utilizado
o trifosfato na reticulagao das nanoparticulas, conferindo interagdes entre os grupos
aminos (-NH:) da cadeia da quitosana os grupos anidnicos fosfatos dos tripolifosfatos
(PO+*). Estas interagdes foram confirmadas por espectroscopia de absorgdo na regido
do infravermelho (FTIR). Os autores verificaram que os tamanhos das nanoparticulas

podem ser controlados selecionando-se condigdes experimentais apropriadas. O

34



tamanho das nanoparticulas de quitosana depende da razdo entre a quantidade de
quitosana e ftrifosfato, da massa molar da quitosana, pH e da salinidade da

concentracao inicial de quitosana.

Ma e colaboradores [53] relataram um estudo que teve como objetivo a sintese
de uma membrana a ser utilizada como guia no processo de regeneragao 6ssea a
base de quitosana. O tripolifosfato (TPP) foi utilizado como agente de reticulagao
(cross link). Os resultados deste estudo indicaram que a membrana de quitosana pode
ser utilizada como reconstrutor do tecido ésseo e a utilizagéo do tripolifosfato promove
uma maior resisténcia a tensdo ao material. Experimentos in vitro mostraram que a

membrana possui uma boa biocompatibilidade.

Sarkar e colaboradores [54] estudaram a sintese de nanofibras (78 nm de
didmetro) de uma blenda de quitosana-PEO em uma solugéo de acido acético. A
estabilidade da nanofibra foi relacionada ao cross link entre quitosana e ions
tripolifosfato (TPP). Os resultados indicaram uma natureza atéxica das nanofibras de
quitosana reticuladas com tripolifosfato € um potencial a ser explorado para aplicagao
como matriz em engenharia de tecidos.

Nanoparticulas de quitosana N-trimetila (TMC) foram preparadas por
reticulacdo de TMC com tripolifosfato (TPP). Chen e colaboradores [55] utilizaram
duas proteinas como modelo, a albumina do soro bovino (BSA) e a hemoglobina
bovina para a sorg¢do e liberacdo de proteinas. Os resultados mostraram que as
nanoparticulas foram eficientes na sor¢ao para a BSA, porém pouco eficientes para a
hemoglobina bovina. A concentragdo de BSA influenciou as caracteristicas fisico
quimicas do material, como no potencial zeta, no tamanho de particula e nos perfis de
liberagdo das nanoparticulas, o que n&o aconteceu com a hemoglobina bovina. Estes
estudos demonstraram que as nanoparticulas de TMC s&o potenciais portadores de
proteina, e que suas propriedades fisico-quimicas e perfis de liberagdo podem ser

otimizados por meio de varias modificagbes.
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2.6 Proteinas

As proteinas sao biopolimeros formados por sequéncias lineares em uma
estrutura primaria, arranjados em uma estrutura tridimensional. Esta estrutura
tridimensional é formada por estruturas secundarias, terciarias e quaternarias. As
estruturas secundarias sdo formadas por ligagcdes de hidrogénio chamadas de alfa-
hélice e a beta-folha, e as estruturas terciarias sdo os dobramentos das cadeias
polipeptidicas sobre si mesma, conferindo a proteina uma estrutura 3D. A estrutura
quaternaria corresponde a estrutura formada quando a proteina tem duas ou mais
cadeias polipeptidicas iguais ou ndo, ligadas para formar a estrutura da proteina [56].

(Figura 11).

Estrutura

Figura 11: Estruturas das proteinas: primaria, secundaria, terciaria e quaternaria [57].

As proteinas sédo responsaveis por varias fungdes fisioldgicas e tém um papel
importante no metabolismo, na expressdo dos genes e na transducao dos sinais [58].
A sorgao de proteinas € um fendbmeno complexo que esta estritamente relacionada as

propriedades fisicas e quimicas da proteina e do substrato [59].
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Especificamente, a albumina do soro bovino (BSA) é uma cadeia polipeptidica
simples constituida de 583 residuos de aminoacidos e 3 (trés) dominios, sendo 76%
da sequéncia de aminoacidos iguais a albumina do soro humano (HSA), sendo assim
muito semelhante. Além disso, a BSA é a proteina mais abundante no sangue bovino.
A albumina do soro bovino altera sua conformagdo com a variagao do pH, tendo o

ponto isoelétrico em torno de 4,7 e 5,6.

A proteina albumina do soro bovino (BSA) tem sido utilizada como modelo para
a avaliacdo da sorcao de proteinas em biomateriais. A Figura 12 mostra a

representacdo esquematica da sua estrutura em 3D.

Figura 12: Representacdo esquematica da estrutura em 3D da albumina do soro

bovino (BSA) [60].

Baki e colaboradores prepararam microesferas de quitosana utilizando o
glutaraldeido como agente reticulante para a adsorgao da albumina do soro humano.
Os estudos foram realizados na faixa de pH entre 4,0 e 7,0. Foi observado que a

saturagdo maxima de HSA obtido em pH 5,0 foi 11,35 mg mL™" [61].
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2.7 Processos de sorgao

Quando fluidos biolégicos entram em contato com diferentes superficies solidas
especificas, sejam poliméricas, metalicas ou ceramicas, ocorrem eventos especificos
nas interfaces solido/solugdo. O primeiro evento consiste de interagcdes entre a
proteina e a superficie do substrato. As interagbes, neste caso, podem ser
eletrostaticas, interagdes hidrofébicas e/ou ligagbes de hidrogénio. O segundo evento,
devido ao efeito Vroman, € a troca de proteinas por outras com maior afinidade pela
superficie do material. As proteinas com maior afinidade pela superficie sofrem uma
mudanga conformacional irreversivel e camadas dessas proteinas sdo formadas na

superficie do biomaterial, como mostrada na Figura 13 [62].
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Figura 13: Representacdo esquematica da sor¢cdo de proteinas sobre um biomaterial.

(Adaptado da ref. [62])

Encontra-se descrito também na literatura que processos de sor¢ao, sendo
esse o termo tipicamente utilizado quando ndo se conhece se ocorrem adsorgdes
fisicas ou quimicas de proteinas, envolvem varias etapas. Estas etapas incluem: (1)

transporte da proteina do bulk da solugdo para a regido interfacial; (2) interagcao
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(sorcao) da proteina na superficie do adsorvente; (3) relaxamento da proteina sobre a
superficie; (4) dessorgao e (5) transporte de volta da proteina para a solugéo até o

estado de equilibrio [56].

E reportado que a quantidade de proteina adsorvida na superficie do substrato
¢é influenciada pelas diversas interacées entre as moléculas de proteina e do substrato,
incluindo forcas de Van der Waals e forcas eletrostaticas [56]. Além disso,
propriedades das proteinas, tais como a carga e a sua distribuicdo na estrutura
protéica, bem como propriedades da solugao, tais como forga ibnica, concentragao
inicial da proteina e pH da solugdo, e caracteristicas da superficie do substrato, tais
como a hidrofilicidade, rugosidade e carga, influenciam significativamente na
quantidade de proteina adsorvida [58]. Adsor¢des de proteina sobre materiais a base
de quitosana tém sido estudadas para uso biomédico, incluindo liberagao controlada
de farmacos, aplicagdes antimicrébica, engenharia de tecidos e liberagdo controlada
de vacinas [63]. A quitosana modificada aumenta a sorgio de proteinas, assim como
reportado por Boggieone e colaboradores [64], que observaram que a quitosana
modificada pela adigéo de epicloridrina sorveu até 40% da proteina endoglucanase,

enguanto a membrana de quitosana sem modificagdo sorveu 30%.

Kim e colaboradores prepararam um material a base de quitosana por reagao
com formagéo de base de Schiff da quitosana utilizando-se a celulose funcionalizada
com dialdeido e subsequente redugao para a formagédo do adsorvente. Este material
foi utilizado na sorgdo da proteina albumina do soro bovino (BSA). O adsorvente se
manteve estavel na faixa de pH entre 2,0 e 9,0, sendo que em pH 5,5, se observou a

maior quantidade de proteina adsorvida [65].

As sinteses de 3 (itrés) diferentes membranas de quitosana para sorgdo de
proteinas foram estudados por Zhao e colaboradores [66]. As membranas de
quitosana foram modificadas com metacrilato de glicidila (GMA) e poli(etileno glicol)

diacrilato (PEG-DA). Foram utilizadas 3 (trés) proteinas, albumina do soro bovino,

39



fibrinogénio e lisozima, como modelos para avaliar a sor¢do das proteinas nestas
membranas. As sor¢des de todas as proteinas foram irreversiveis, em todas as
membranas, e sao dependentes do tipo de proteina e da estrutura da membrana. A
membrana de metacrilato de glicidilo-fosforilcolina-quitosana (PCCs-GMA) apresentou

a maior sorgao das trés proteinas.

Ha também estudos sobre microesferas magnéticas obtidas a partir do
Cibacron Blue (CB), poli(etilieno glicol) (PEG), alcool polivinilico (PVA),
poli(metilmetacrilato) (PMMA) e etilenodiamina (EDA), para estudo da sor¢do da
albumina do soro bovino (BSA). A proteina apresentou boa afinidade pelas
microesferas, e a capacidade de sor¢ao aumentou com o aumento da quantidade de
CB presente nas microesferas. A microesfera CB-EDA-PMMA apresentou maior

capacidade de sorcao dentre as sintetizadas [67].

Hoven e colaboradores [24] estudaram a sor¢cdo de proteinas na superficie de
quitosana modificada com a adicdo de cargas negativas e positivas. O filme de
quitosana com grupos n-sulfo furfuril (filme SFC) apresentou carga negativa e sorgcao
seletiva de proteinas. Neste filme, observou-se que as proteinas com carga negativa
(albumina e fibrinogénio) tiveram entdo, uma quantidade sorvida menor que as
proteinas de carga positiva (ribonuclease e lisozima). A sorgao seletiva observada foi
explicada em termos das interagfes eletrostaticas entre as cargas da quitosana e das
proteinas. Ja para a quitosana modificada com a adicdo de grupo de aménio
quaternario (flme QAC), a qual adquiriu carga positiva, foi observado um
comportamento anémalo. A quantidade de proteina sorvida aumentou em fungédo do
intumescimento do filme QAC, independente das cargas negativas e positivas de cada

proteina estudada.

O pH é um fator importante para a sor¢do de proteinas, assim a sorgéo da
albumina em quitosana reticulada-celulose dialdeido foi estudada em diferentes pH'’s

[32]. Kim e colaboradores [32] observaram que uma maior quantidade de proteina foi
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sorvida em pH 5,8, devido ao aumento do numero de grupos de aminas primarias (-
NH.), e consequentemente, uma maior interagdo proveniente das reagbes entre a
celulose dialdeido e a quitosana foi relatada. Ja no estudo de sor¢do de albumina em
vidro bioativo de quitosana/fostato-Ca foi observado uma maior sorcdo em pH em
torno de 7,2, a 37 °C. A analise da superficie do biomaterial mostrou que a proteina foi
adsorvida na superficie, € que os ions calcio e fosfato provocaram uma diminui¢do na
sor¢ao da proteina [68].

A sorgao de proteinas em nanotubos de carbono e nanotubos funcionalizados
com grupos de aminas primarias (-NH.) foi registrada na literatura, e o equilibrio de
sor¢cdo da albumina sobre os nanotubos ocorreu em 9 (nove) minutos para os
nanotubos nao funcionalizados, e em 20 (vinte) minutos para os funcionalizados. Os
dados das isotermas de sor¢do para ambos adsorventes foram ajustados ao modelo
de Langmuir [69].

O estudo da sorcao da albumina do soro bovino (BSA) em nanoparticulas de
quitosana carboximetila/k-carragenina foi estudado por Mahdavinia e colaboradores
[59]. Foi observado que a cinética de sor¢cao da proteina seguiu o modelo de Ho-
Mckay de pseudo segunda ordem. A primeira etapa da sor¢do € a mais rapida, pois as
moléculas ocupam rapidamente os sitios mais acessiveis do adsorvente. Com o
aumento do tempo de contato, os sitios sdo progressivamente ocupados, sendo que a
velocidade da sorcdo diminui na etapa final do processo, devido a saturagdo dos
sitios. Os nanocompdsitos magnéticos apresentaram uma capacidade de sorgdo maior
que os nanocompositos que ndo sdo magnéticos, o que pode ser atribuido a maior

area superficial desse nanocompésito.
Sarkar e colaboradores [70] estudaram a cinética e a termodindmica de sorgao
de trés diferentes proteinas, lisozima, B-lactoglobulina e hemoglobina em solugédo

aquosa sobre a superficie de silica em pd em diferentes pH’s, temperaturas e

concentragdes das proteinas. Os autores observaram que a cinética de sorcio para
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todas as proteinas é de primeira ordem, com duas constantes cinéticas. A primeira
constante (K1*) é referente a ligagao inicial das moléculas de proteinas com os sitios
ativos da superficie da silica, e a remocgao e reorganizagdo das moléculas de agua
adsorvidas na superficie. A segunda constante (K2*) representa a desnaturagdo das
moléculas de proteinas. Os valores de K;* tiveram a seguinte ordem: lisozime > (-

lactoglobulina > hemoglobina.

Neste trabalho foram obtidos dados cinéticos para o processo de sor¢do de
proteinas sobre um substrato, como a membrana de quitosana, pois estes dados sao
poucos estudados na literatura e sdo de suma importancia para o entendimento do

processo de sorcao e para adequada aplicagdes de novos biomateriais.
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3. Objetivos

3.1 Geral

4

Sintetizar materiais a base de quitosana com fins de aplicagcdo em

sorcao de proteinas.

3.2 Especificos

Sintetizar membranas de quitosana modificadas/reticuladas com citrato

(CIT), tripolifosfato (TPP) e 3-amino-propiltrimetoxisilano (APTES);

Avaliar as caracteristicas morfolégicas por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV); estruturais por Espectroscopia de Absorgdo na
Regido do Infravermelho (FTIR) e Difragcdo de Raios-X (DRX); e
propriedades térmicas por termogravimetria (TG) e Calorimetria
Exploratdria Diferencial (DSC);

Avaliar a sorgédo da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas
membranas de quitosana modificadas/reticuladas em diferentes pH’s;
Construir isotermas de sorgdo da proteina albumina do soro bovino
(BSA) nas membranas de quitosana modificadas/reticuladas em
diferentes temperaturas 25 °C, 30 °C e 37 °C;

Realizar e avaliar um estudo cinético do processo de sor¢ao da proteina
albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana
modificadas/reticuladas por diferentes modelos cinéticos. Dados que

sao inéditos na literatura.
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4. Metodologia
4.1 Preparacao das solugdes
a. Solugao tampao a pH 7,0 (PBS)

Para o preparo da solugdo tampao pH 7,0, foram inicialmente dissolvidos em
agua destilada 37,9 g de cloreto de sédio (NaCl), 4,965 g de fosfato dibasico de sddio
(NazHPO4) e 2,07 g de fosfato monobasico de sodio (NaH2PO.). Em seguida, o
volume da solugado foi completado para 500 mL em um baldo volumétrico, e a solugao

foi homogeneizada e armazenada.
b. Solugao tampao pH 4,0, 5,0, 6,0 e 8,0

Para o preparo das solugbes tampdes a pH 4,0, 50, 6,0 e 8,0, foram
preparadas solugdes de biftalato de potassio (CsHsKOs4) 0,1 mol L', fosfato
monobasico de sodio (NaH2PO.) a 0,1 mol L' e de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 mol
L-". Os volumes utilizados para cada pH sdo mostrados na Tabela 01. O pH foi
ajustado com a adigéo de hidroxido de sddio ou biftalato de potassio, utilizando-se um
pHmetro. O volume da solucao foi completado para 100 mL em um baldo volumétrico,

e em seguida a solugao foi homogeneizada e armazenada.

Tabela 01: Volumes das solugdes para o preparo dos tampoes.

Solugdo tampao | CeHsKO4 0,1 mol L | NaOH 0,1 mol L™ | NaH2PO4 0,1 mol L
pH Volume (mL)
4,0 50 04 ]
5,0 50 24 -
6,0 50 45 -
8,0 - 47 50
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c. Solugao de Albumina do soro bovino (BSA)

Foram preparadas solugdes padroes de albumina entre 100 e 1000 mg L™
Para isto, inicialmente foi preparada uma solugdo estoque de 1000 mg L. Para
preparar a solugéo estoque foram dissolvidos 0,2500 g de albumina do soro bovino
(BSA) em solugdes de tampdes descritas na Tabela 01. Em seguida, o volume da
solucao foi completado em baldo volumétrico de 250 mL e a solugdo homogeneizada.
Foram retiradas aliquotas da solucéo estoque para o preparo das solugdes padrdes de

concentragdes de 100, 200, 300, 400, 500 e 1000 mg L.
d. Preparo do reagente de Biureto para determinagao da albumina

Foram dissolvidos 1,5 g de sulfato de cobre (CuS04.5H,0) e 6,0 g de tartarato
duplo de sddio e potassio (KNaCsHsO6.4H-,O) em 500 mL de agua destilada. Sob
agitagao constante, foram adicionados 300 mL de uma solugdo de NaOH a 10% e 1,0
g de iodeto de potassio (KI). Em um baldo volumétrico, o volume da solugao foi
completado a 1 L com agua destilada, e em seguida a solugao foi homogeneizada e

armazenada.

4.2 Purificagao da quitosana

A purificagéo foi realizada para eliminar impurezas insoluveis em meio acido
que possam estar presentes na quitosana. Foram dissolvidos 5,0 g de quitosana em
200 mL de solugdo de acido acético a 0,35 mol L', sendo em seguida o material
filtrado a vacuo. Foram entido adicionados 150 mL de uma solugdo de hidroxido de
sodio a 1,0 mol L para a precipitagdo da quitosana. O precipitado foi lavado com
agua destilada até que o pH do filtrado atingisse valor igual ao da agua destilada (pH
6,0). Em seguida, o material foi lavado com acetona e, apds varias lavagens, o produto
final foi seco em estufa a 60°C, por 12 horas. A Figura 14 mostra um desenho

esquematico do processo de purificagao.
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Figura 14: Representagédo esquematica da purificagao da quitosana
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4.3 Preparacao das membranas de quitosana quimicamente modificadas
a. Membranas de quitosana (CH)

As membranas foram preparadas pela dissolugdo de 1,0 g de quitosana em
100 mL de acido acético a 0,35 mol L-'. Em seguida, a suspenséo foi vertida em uma
superficie de polietileno e colocada em estufa a 60°C durante 12 horas para a
evaporagdo do solvente. Apos este tempo a membrana foi formada e retirada da
estufa. Apos este processo, a membrana foi imersa em uma solugéo de hidroxido de

sodio a 1,0 mol L' por 24 horas, e em seguida foi lavada com agua destilada (Figura

15).

50 mL de solugdo de
acido acético
0,35 mol L1

0,5gde
quitosana Jh

Estufa 60° C

Membrana
de quitosana

Imersa por 24h.

Solugdo de
NaOH

‘ Membrana de quitosana ‘

Figura 15: Representagcdo esquematica da metodologia de obtengdo da membrana de

quitosana (CH).
b. Membranas de quitosana reticuladas com citrato de sédio (CH/CIT)

As membranas de quitosana reticuladas com CIT foram preparadas pela
dissolugdo de 1,0 g de quitosana em 100 mL de acido acético a 0,35 mol L. Esta
suspensao foi vertida em uma superficie de polietileno e colocada em estufa a 60°C
durante 12 horas para a evaporacao do solvente e formagdo da membrana. Apds este
processo, as membranas foram imersas em solugéo de hidroxido de sodio a 0,5 mol.L

' e lavadas com agua destilada. Em seguida, as membranas foram imersas em uma
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solugao de citrato de sodio a 0,19 mol L™ por 24 horas e lavadas com agua destilada.
Neste processo, foi obtida uma membrana transparente e amarelada de quitosana,

insoluvel em agua [71] (Figura 16).

50mL de solugdo de
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l Imersa por 24h,

solugde de
citrato
. 0,19 mol L

|

. Membrana de quitosana/CIT-
CH/CIT

Figura 16: Representagcdo esquematica da metodologia de obtencdo das membranas

de quitosana reticuladas com citrato de s6dio (CH/CIT).

c. Membranas de quitosana reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP)

As membranas de quitosana reticuladas com TPP foram preparadas pela
dissolugdo de 1,0 g de quitosana em 100 mL de acido acético a 0,35 mol L. Em
seguida, a suspensédo foi vertida em uma superficie de polietiieno e colocada em
estufa a 60°C por 12 horas para a evaporagao do solvente e formagdo da membrana.
ApOs este processo, as membranas foram imersas em solugao de hidroxido de sédio a
0,5 mol L', as membranas foram lavadas com agua destilada e entdo, a membrana foi
imersa em uma solugao de tripolifosfato a 0,41 mol L™ por 24 horas e, em seguida foi
lavada com agua destilada [71 — 73]. Neste processo, foi obtida uma membrana

transparente e amarelada de quitosana, insolivel em agua (Figura 17).
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Figura 17: Representagdo esquematica da metodologia de obtengdo das membranas

de quitosana reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP).

d. Membranas de quitosana imersas em solugido de 3-

aminopropriltrietoxisilano (CH/APTES)

As membranas de quitosana foram preparadas dissolvendo-se 1,0 g de
quitosana em 100 mL de uma solugédo de acido acético a 0,35 mol L™, sob agitagéo,
por 24 horas. A solugdo de APTES foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de APTES em
50 mL de etanol acidificado pela adigdo de 0,5 g de agua acidificada com HCI (pH ~
1,5). Esta solugéo foi mantida sob agitacao por 48 horas para completa hidrdlise do

APTES.
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A suspensdo de quitosana foi vertida em uma superficie de polietileno e
colocada em estufa a 60°C por 12 horas para a evaporagao do solvente e formacao da
membrana. Apds este processo, as membranas foram imersas em solugdo de
hidréxido de sédio a 0,5 mol L', as membranas foram lavadas com agua destilada e
entdo imersas na solugdo de APTES por 24 horas, e em seguida foram lavadas com

agua destilada (Figura 18).

0,5g de J 50 nlwl_.de sollugao de
; acido acético
quitosana |
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Membrana de
guitosana/APTES— CH/APTES

Figura 18: Representagdo esquematica da metodologia de obtengdo das membranas

de quitosana imersas em APTES (CH/APTES).

e. Membranas de quitosana modificadas com 3-

aminopropriltrietoxisilano (CH/Add/APTES)

As membranas de quitosana modificadas com 3-aminopropriltrietoxisilano
(CH/AJA/APTES) foram preparadas dissolvendo-se 1,0 g de quitosana em 100 mL de
uma solugéo de acido acético a 0,35 mol L™, sob agitagdo por 24 horas. A solugédo de

APTES foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de APTES em 50 mL de etanol acidificado
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pela adi¢do de 0,5g de agua acidificada com HCI (pH ~ 1,5). Esta solucao foi mantida

sob agitagéo por 48 horas, para completa hidrolise do APTES.

Para a modificagdo da quitosana com o APTES, foram pesados 12 g da
suspensdo de quitosana e adicionados 6 g da solugao de APTES, mantendo-se o
sistema sob agitagao vigorosa, por 30 minutos. Para a formag¢do da membrana, 20 mL
desta solucdo foi vertida em uma superficie de polietileno, que por sua vez foi
colocada em estufa a 60°C para a evaporacao do solvente [39]. Apdés um periodo de
18 horas, a membrana € entdo formada. Em seguida, a membrana foi imersa por 30

minutos em uma solugao de hidréxido de sodio (NaOH) a 0,1 mol L' (Figura 19).

100mLde 0,5gde agua |
1 da:de on|  solugdode somLde |.a, ’ac?diﬁi:g:a dh| Doads
quitosana acido acético etanol ! (pH~1.5) W . APIES
\ Agitacdo (l
24 horas Agitac@o48 horas

Solugdo l Agitacao por 30 min. Soluc@ode
i | —
vitosana Estufa 60° C

Membrana de ]

quitosana/Add/APTES

\

Figura 19: Representagcdo esquematica da metodologia de obtengdo da membrana de

quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES).

4.4 Caracterizagcao das membranas de quitosana

a. Determinagdo do grau de desacetilagao por titulacao

potenciométrica.

A titulagdo potenciométrica foi realizada de acordo com o procedimento
descrito na literatura [23]. A quitosana purificada (0,20 — 0,23 g) foi dissolvida em 25

mL de uma solugdo de acido cloridrico padronizada (0,102 mol L") e em 100 mL de
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agua destilada. Sob agitagdo vigorosa, o excesso de acido cloridrico foi titulado com
solugdo de hidréxido de sodio padronizada (0,09 mol L), contendo 0,1 mol L' de
cloreto de potassio. A solugdo de NaOH foi adicionada com incrementos de 0,5 mL, e
o pH para cada volume adicionado foi anotado. A titulagdo seguiu até atingir pH 6,0.
As titulagdes foram realizadas em ftriplicata para cada quitosana, assim como foram

utilizadas duas quitosanas de fontes diferentes.

b. Grau de intumescimento das membranas.

A determinacdo do grau de intumescimento das membranas foi realizada em
agua e em solugao tampao fosfato salino (do inglés: PBS), pH 7,4. As capacidades de
intumescer dos materiais foram determinadas pela imersdo das membranas de
massas conhecidas nas solugbes a temperatura constante, 37°C. Em diferentes
intervalos de tempos, as membranas tiveram sua superficie seca por papel absorvente
e suas massas medidas em balanca analitica. O grau de intumescimento (S) foi

calculado segundo a Equacgao 6 abaixo:

W, — W,
S = (—t ") x 100 e 6
Wo

Onde:

W, é a massa da membrana seca (gramas);

W: é a massa da membrana em diferentes intervalos de tempo durante a
imersao (gramas).

Todas as medidas foram realizadas em triplicata e o desvio padrao calculado.
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c. Espectroscopia de Absor¢cao na Regiao do Infravermelho (do

inglés: FTIR).

Os espectros de absorgao na regido do infravermelho foram obtidos utilizando-
se um espectrometro da Perkin Elmer, em uma faixa de comprimento de onda de 4000
a 600 cm’. A andlise para FTIR foi realizada com as amostras na forma de
membranas, assim, as medidas foram feitas no modo reflectancia total atenuada
(ATR). As medidas foram realizadas no Nucleo Regional de Competéncia em Petréleo,

Gas e Biocombustiveis de Sergipe (NUPEG) da UFS.

d. Microscopia eletronica de varredura (MEV).

As morfologias das superficies das membranas foram observadas em um
microscoépio eletrénico de varredura (Modelo Jeol, Carry Scope JCM-5700), modo SEI
(imagem de elétrons secundarios), utilizando a poténcia do feixe de 10 kV e abertura
do feixe de 30 nm. As amostras foram fixadas em um porta-amostra (stubs) com
adesivo de carbono dupla face, e entdo, recobertas com uma fina camada de ouro
com espessura de ~20 nm depositada por sputtering, sob vacuo de ~10° torr. As
analises foram realizadas no Laboratério de Caracterizagdo de Materiais, no

Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS.
e. Difracao de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X de todas as amostras de membranas de quitosana
foram obtidas usando-se um aparelho de difracao de raios X da SHIMADZU modelo

XRD-6000, com fonte de radiacdo Cu-Ka, sendo A = 1,5418 A, em uma faixa de
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varredura entre 4° e 60° com uma taxa de 2° min"'. As medidas foram realizadas no
Laboratério de Caracterizagdo de Materiais, no Departamento de Ciéncia e

Engenharia de Materiais da UFS.
f. Analise termogravimétrica (TG).

A analise térmica foi realizada, com o objetivo de verificar as perdas de massa
de acordo com o aumento da temperatura, avaliando-se possiveis alteragdes dos
componentes das membranas em uma dada faixa de aquecimento. Para esta analise,
utilizou-se um termoanalisador da NETZSCH STA 449 F1. As curvas foram obtidas
para as membranas utilizando uma massa entre 20 e 30 mg em panelinhas de platina,
dentro da faixa de temperatura de 30 a 600°C, com uma taxa de aquecimento de 10°C
min' e sob fluxo de nitrogénio de 50 mL min'. As medidas foram realizadas no
Laboratério de Caracterizagdo de Materiais, no Departamento de Ciéncia e

Engenharia de Materiais da UFS.

g. Calorimetria exploratéria diferencial (do inglés: DSC).

Os experimentos de Calorimetria exploratéria diferencial (do inglés: DSC) foram
realizados para identificar os eventos endotérmicos e exotérmicos que ocorrem
durante o aquecimento da amostra, ocorrendo ou ndo perda de massa. Para estes
experimentos foi utilizado um DSC da Shimadzu, modelo DSC-60WS. As curvas foram
obtidas dentro da faixa de temperatura de 30 a 450°C para as membranas de
quitosana utilizando-se massas das amostras entre 3 a 5 mg. Foram utilizadas
panelinhas de aluminio hermeticamente fechadas, onde a alumina foi utilizada como
referéncia. As taxas de aquecimento foram de 10°C min™', sob fluxo de nitrogénio de
40 mL min?. As medidas foram realizadas no Laboratério de Materiais Vitreos e

Nanodispositivos Fotdnicos do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.
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4.5. Estudos de sor¢iao da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas

membranas de quitosana

As concentracbes de proteina albumina do soro bovino (BSA) foram
determinadas por espectroscopia de absorcdo na regidao do visivel, utilizando o

comprimento de onda de 550 nm.

Para esta analise, foram adicionados 2 mL da solugao de biureto a uma
aliquota de 5 mL da solucdo a ser determinada a concentragao. Apés um periodo de
tempo de 15-20 min, as leituras das absorbancias foram realizadas em um
espectrofotdmetro de absorgéo na regido do visivel, marca Varian, modelo Cary 100
scan, no Nucleo Regional de Competéncia em Petréleo, Gas e Biocombustiveis de

Sergipe (NUPEG) da UFS.

As quantidades de proteina albumina do soro bovino (BSA) adsorvidas foram
calculadas pela subtracdo da concentracdo de proteina adicionada (inicial) pela
concentragao encontrada ap6s o processo de sorgao (final), dividida pela massa do

adsorvente (Equagao 7).

(Co—Cr)xV
m

eq.7

q: =

Onde:

Co € a concentragéo inicial da proteina sérum bovina (BSA);

C: é a concentracgéao final da proteina sérum bovina (BSA) apés a sorc¢ao;
V é volume em Litros (L) da solugéo da proteina (BSA) e

m € massa em gramas do adsorvente.
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As membranas foram previamente hidratadas, com as solugbes tampao
correspondentes, antes dos ensaios de sor¢ao, visando eliminar o efeito de absorcéo

do solvente, determinando-se assim o volume a ser corrigido.

4.6 Estudo do efeito do potencial hidrogeniénico (pH)

O estudo do efeito do potencial hidrogeniénico (pH) na sor¢ao da albumina do
soro bovino (BSA) foi realizado com as membranas de quitosana reticuladas em citrato
(CH/CIT), com as membranas de quitosana reticuladas em tripolifosfato (CH/TPP) e
com as membranas de quitosana modificadas com 3-aminopropriltrietoxisilano
(CH/AJA/APTES). Os ensaios foram realizados sob agitagao constante, em batelada e

em triplicata.

Foram realizadas hidratacdes prévias das membranas de quitosana a partir da
imersdo de 20 mg das membranas em 5 mL das solugbées tampao com pH 4,0, 5,0,
6,0, 7,0 e 8,0, separadamente. Apds 24 horas, foi adicionada a solugdo tampao
correspondente contendo a proteina BSA na concentragdo de 2000 mg L, até
completar 10 mL, para a realizagao dos ensaios. A concentracdo inicial da solucéo da
proteina foi determinada pela leitura da absorbancia no espectrofotdbmetro de absorgao

na regiao do visivel utilizando a curva analitica.

Os ensaios foram realizados a uma temperatura constante de 30°C, e apds 24
horas foram coletadas aliquotas do sobrenadante para determinagédo da concentracao
de albumina do soro bovino (BSA) ndo adsorvida e posterior calculo da quantidade

adsorvida, conforme Equacéao 7.
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4.7 Estudo da sorg¢ao da proteina albumina do soro bovino (BSA) e modelos
cinéticos

O estudo da sorgédo da albumina do soro bovino (BSA) foi realizado com as
membranas de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), com as membranas
reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP) e com as membranas modificadas com APTES
(CH/AJA/APTES), em diferentes temperaturas 25°C, 30°C e 37°C. Os ensaios foram

realizados sob agitagdo constante, em batelada e em triplicata.

Foram realizadas hidratagbes prévias das membranas de quitosana a partir da
imersdo de 20 mg das membranas em 5 mL de uma solugéo tampéao a 7,0 (PBS).
Apobs 24 horas, foi adicionada a solugao tampao PBS contendo a proteina BSA a 2000
mg L, até completar 10 mL, para a realizagdo dos ensaios. A concentragio inicial da
solugao da proteina foi determinada pela leitura da absorbancia no espectrofotdbmetro

de absorgao na regido do visivel utilizando a curva analitica.

Com o objetivo de avaliar o efeito do tempo na capacidade de retengédo das
membranas, foram retiradas aliquotas do sobrenadante em intervalos definidos de
tempo de 0 a 240 min. A partir do sobrenadante a concentragcdo de albumina do soro
bovino (BSA) ndo adsorvida foi calculada, para posterior calculo da quantidade

adsorvida, conforme Equacéao 7.

Para avaliar o comportamento cinético do processo de sorgcao utilizou-se os
modelos cinéticos de pseudo primeira e segunda ordem, modelo de ordem variavel e o

modelo de Morris-Weber.

57



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao do grau de desacetilagao por titulagao potenciométrica.

A partir dessas equagbes apresentadas na fundamentagdo téorica foram
tracados os graficos Y em fungado de X. A Figura 20 apresenta o grafico X versus Y

obtido para a quitosana B.
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Figura 20: Gréfico da fungcdo de Y versus X para a determinacado dos valores do

volume de equivaléncia (Ve) para o calculo do grau de desacetilagao da quitosana B.
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O coeficiente linear dessa reta fornece o valor do volume de equivaléncia (Ve),
ou seja, o volume de acido cloridrico em excesso que foi utilizado para o célculo do

grau de desacetilacdo (GD%) a partir da expressao abaixo (Equacao 8) [74].

GD% = x 100 eq. 8
w 161d+d)

204

Onde W é a massa em gramas da quitosana utilizada em cada titulacdo e d é

descrito pela Equacao 9 abaixo.

eq.9

_ (G = )
1000

A quitosana normalmente precipita em solugdes aquosas com pH’s superiores
a 6,0. Isso causa uma reducdo na concentracido de quitosana na solugdo provocando
um erro consideravel na funcao linear. Além disso, a precipitacdo pode causar o
recobrimento da superficie do eletrodo, perdendo a precisdao das medidas. Por essa
razao a titulagao é finalizada antes do inicio da precipitacdo da quitosana, ou seja,

antes que o valor do pH ultrapasse 6,0 [23].

Os volumes de equivaléncia obtidos da extrapolagao dos graficos Y versus X
foram dispostos na Tabela 02, assim como o grau de desacetilagao calculados a partir

das equacbes 8 € 9:
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Tabela 02: Volumes de equivaléncia e graus de desacetilagdo obtidos das titulagdes

potenciométricas das quitosanas.

Quitosanas Ve (mL) W (9) d/10+* GD%
18,09 0,2215 8,278
A 17,97 0,2140 8,392 67+1
17,76 0,2188 8,592
18,17 0,2068 8,202
B 17,17 0,2367 9,154 68,3+0,6
17,57 0,2248 8,773

Os valores dos graus de desacetilagdo da duas quitosanas foram muito
similares entre si, sendo possivel afirmar que as duas quitosanas tem o mesmo valor
do grau de desacetilagdo, considerando o erro da analise. Ambas as quitosanas
apresentaram um grau de desatilacdo razdavel. Assim, diante dos resultados
apresentados a quitosana B foi escolhida para ser utillizada nos experimentos

mostrados a seguir.
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5.2 Grau de intumescimento das membranas.

O grau de intumescimento € um parametro importante que influencia
consideravelmente o mecanismo de liberagdo de moléculas e ions da superficie das
quitosanas, pois a permeabilidade de um sistema polimérico é fortemente dependente
do seu conteudo em agua. A Figura 21 indica o comportamento de intumescimento

das membranas em agua e em PBS em diferentes intervalos de tempo.
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Figura 21: Graficos do grau de intumescimento das membranas estudadas em agua
(acima) e em PBS (abaixo). (a) Membrana de quitosana CH; (b) Membrana CH/CIT;

(c) Membrana CH/TPP; (d) Membrana CH/Add/APTES e (e) Membrana CH/APTES.
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Observa-se que nao ha grandes variagcdes do grau de intumescimento das
membranas em meio aquoso, ou seja, as amostras apresentam altas taxas de
intumescimento logo na primeira hora de contato, mantendo-se praticamente

constante no periodo restante.

Utilizando o teste t de student foi verificado com 95% de confianga que n&o ha
diferencas significativas no grau de intumescimento das membranas em agua entre os
intervalos de tempos estudados. Ja para o grau de intumescimento da membrana de
quitosana em PBS, foram observadas diferencas significativas nos tempos de 24 h e
72 h. Assim, nao foram observadas diferengas significativas no teste t de student para

os graus de intumescimento das membranas utilizadas nos estudos cinéticos.
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5.3. Espectroscopia de Absor¢ao na Regiao do Infravermelho (FTIR).

Foram obtidos espectros de absor¢céo na regido do infravermelho para todas as
membranas utilizadas no estudo de sor¢cdo de proteina. A Figura 22 apresenta os
espectros de infravermelho da membrana de quitosana (CH), da membrana de
quitosana reticulada com citrato (CH/CIT) e da membrana de quitosana reticuladas

com trifosfato (CH/TPP).
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Figura 22: Espectros de absorgdo na regido do infravermelho: (a) Membrana de

12000 1500

quitosana (CH); (b) membrana reticulada com citrato (CH/CIT) e (c) membrana

reticulada com tripolifosfato (CH/TPP).



Todos os espectros apresentaram bandas em torno de 3300 cm™ e 2920 cm™,
correspondentes as vibracbes dos estiramentos dos grupos -OH e -CH,
respectivamente, presentes na quitosana. No espectro de absorcdo da membrana
CH/TPP destaca-se a presenca do grupo P=0 indicado pela banda pouco intensa da
deformacgéo axial em 1218 cm™, que confirma a provavel interagdo (—NHs;*+O — P)
como ilustrado na Figura 04 [71]. Observou-se também banda referente as vibragdes
que correspondem as ligagbes P — OH em 883 cm™, de forte intensidade, indicando a

existéncia de prétons acidos em excesso [75].

Quanto ao espectro de absor¢do da membrana CH/CIT sdo observadas duas
bandas, em 1296 e 1261 cm™, que podem ser associadas aos estiramentos C-O de
grupos carboxilicos, referentes aos grupamentos do citrato de sodio, sugerindo que a
membrana foi reticulada pelo citrato [76]. As duas bandas entre 1650 e 1540 cm™ sdo
atribuidas ao ion carboxilato, principalmente oriundos da quitosana. Essas bandas
podem ser observadas na membrana de quitosana CH e na membrana CH/CIT, porém
as bandas na membrana reticulada estdo deslocadas para maiores niumeros de onda,
0 que pode indicar a presenga de ions citrato ligados a8 membrana, como apresentado

na Tabela 03.
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Tabela 03: Atribuicdo das bandas do infravermelho das membranas estudadas.

Membrana CH/CIT CH/TPP
Atribuicoes
N° de onda (cm™) | N° de onda (cm™) | N° de onda (cm™)
887 (f) 893 877
1017 921 VC-0
1065 1057
- - 883 (F) VP-O-H
1154 1137 - VC.O.C
- 1261 -
Vc-0
- 1296 -
- - 1218 VP=0
1403 1398 1369 VeN
Amida Il deformacéo
1543 e 1654 1583 e 1667 1542 e 1646 angu|ar (N_H) e C=0
(estiramento amida I)
2918 2924 2872 C-H  (deformagdo
angular)
3300 3341 3267 O-H (deformagao

angular)

f — fraca; F — forte.

A Figura 23 apresenta os espectros de absor¢éo na regiao do infravermelho da

membrana de quitosana (CH), da membrana de quitosana imersa em solugao de

APTES (CH/APTES) e da membrana de quitosana modificada com APTES

(CH/Add/APTES). A Tabela 04 apresenta as bandas observadas no infravermelho e

suas atribuicdes.
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Figura 23: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: (a) Membrana de

quitosana (CH); (b) membrana imersa em APTES (CH/APTES) e (c) membrana

As bandas caracteristicas da quitosana sao observadas em 3300, 1634 e 1543

cm™, referentes as vibragbes de estiramento do grupo -O-H, aos estiramentos relativos
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aos grupamentos amida | (C=0) e as deformagbes angulares -N-H relativas a amida ll,

respectivamente [77].

A banda referente aos estiramentos Si-O-Si ndo pode ser facilmente associada,

pois encontra-se sobreposta a banda referente as vibragdes glicosidicas C-O-C da

quitosana, na faixa entre 1100 e 1040 cm™ [78,79]. Observam-se nos espectros das

membranas com APTES (Figuras 22b e 22c) a formagdao de um ombro na regido, o

que pode confirmar esta sobreposicdo [46, 80]. Nao foram observadas diferencas

significativas entre os espectros de infravermelho das membranas CH/APTES e

CH/AJd/APTES.

Tabela 04: Atribuicdo das bandas do infravermelho das membranas estudadas.

Membrana CH/APTES CH/Add/APTES
Atribuicoes
N° de onda N° de onda N° de onda (cm™)
887 (f) - -
1017 1010 1013 VC-0
1065 - -
- ~1100 ~1100 VSi-0-Si, Vo-¢
1 154 - - Vc_o_c
1403 1408 1409 VCN
Amida Il deformacao
1543 1552 1553
angular (N-H)
1654 1645 1645 Cc=0 (estiramento
amida I)
C-H (deformagéao
2918 2919 2927
angular)
3300 3339 3379 O-H (deformagao

angular)
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Assim, o FTIR mostrou que a membranas de quitosana foram modificadas pela
adicao do organosilano (APTES) e reticuladas pelo citrato de sédio e o tripolifosfato de

sodio.

5.4. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias das superficies das membranas foram avaliadas por
microscopia eletrénica de varredura, no intuito de verificar a influéncia da modificagao
do material nas caracteristicas destas superficies apds as modificagbes quimicas
realizadas nos materiais. A depender da morfologia da superficie da membrana, é

possivel verificar diferentes mecanismos de sor¢ao das proteinas no material.

As Figuras 24, 25 e 26 apresentam as micrografias da superficie das
membranas de quitosana (CH), da membrana reticulada com citrato (CH/CIT),
membrana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), membrana imersa em APTES

(CH/APTES) e membrana reticulado com APTES (CH/Add/APTES).
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Figura 24: Micrografia das superficies das membranas: (a) Membrana de quitosana

CH e (b) Membrana CH/CIT.
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Figura 25: Micrografia das superficies das membranas: (a) Membrana CH/TPP e (b)

Membrana CH/APTES. Aumento de 5.000x para todas as membranas.
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Figura 26: Micrografia das superficies da membrana CH/Add/APTES. Aumento de

5.000x para todas as membranas.

As micrografias das superficies das membranas de quitosana, mostradas na
Figura 06, apresentam algumas diferengas entre as membranas de quitosana e as
membranas modificadas. A membrana de quitosana tem a superficie um pouco
irregular (Figura 24a). Quanto as membranas com a APTES, estas apresentaram
algumas irregularidades. A membrana CH/APTES (Figura 24b) apresentou um
aspecto menos irregular, sem a formacgido visivel de poros, e a membrana
CH/AdJJ/APTES (Figura 24c) apresentou uma maior irregularidade. A presenga do
APTES na superficie pode ter contribuido para a formagdo de uma superficie com
menos irregularidades e possivelmente nao ha separagdo de fases [46,77,81]. O
contrario do que foi observado para as membranas CH/CIT (Figura 24a) e CH/TPP

(Figura 25a), onde pode ser observado uma superficie com maior irregularidade.
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As propriedades da superficie dos biomateriais e as propriedades das
proteinas podem ter grande influéncia no processo de adsorgdo, pois podem
determinar a organizacdo da camada de proteina adsorvida e consequentemente

determinar a resposta celular.
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5.5 Difragao de raios X

Foram realizadas a difracdo de raios X das amostras das membranas
de quitosana para determinar a cristalinidade dessas membranas e para
verificar se ha aumento de cristalinidade com a modificacdo e reticulagao da
membrana com a utilizagc&o de citrato, tripolifosfato e organosilano (APTES). As
Figuras 27 e 28 mostram os difratogramas das membranas de quitosana puras,
membranas de quitosana CH/CIT, membranas de quitosana CH/TPP e

membranas de quitosana/Add/APTES.
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Figura 27: Padrdes de difragdo de raios X: (a) Membrana de quitosana e (b)

Membrana de quitosana/CIT.
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Figura 28: Padrdes de difracao de raios X: (a) Membrana de quitosana/TPP e (b)

Membrana de quitosana/Add/APTES.

A partir da analise de difratometria de raios X podem ser determinados os
indices de cristalinidade, ou graus de ordenamento, de polimeros. Existem na
literatura metodologias especificas desenvolvidas para esse tipo de calculo para
serem aplicadas a celulose, quitina e quitosana [82].
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Focher e colaboradores. [83] propuseram um método para determinar o indice
de cristalinidade da quitosana. Este método consiste em medir a intensidade maxima
em 20=20° referente ao plano (110) da quitosana e a intensidade relativa ao pico
amorfo em 26=10°. Em todos os difratogramas é observado um halo centrado em
torno de 206 = 20° que é associado a estrutura cristalina da quitosana [84]. O indice de
cristalinidade (Crl, %) da quitosana pode ser calculado através da expressao abaixo:

I110 — Iam Eq 10

Cri(%) = ( ) x 100

I110

Onde:
l110 € a intensidade maxima em aproximadamente 20°

lam € a intensidade do pico amorfo em aproximadamente 10°.

Na Tabela 05 sdo apresentados os indices de cristalinidade (Crl%) das

membranas em estudo.

Tabela 05: indices de cristalinidade das membranas de quitosana.

l110 lam Crl (%)
Membrana de quitosana 470 184 61,0
Membrana de quitosana (CH/CIT) 251 238 52
Membrana de quitosana (CH/TPP) 350 334 4,6
Membrana de quitosana (CH/Add/APTES) 643 257 60,0

Observa-se pouca diferenga no indice de cristalinidade (Crl%) calculado para a
membrana de quitosana (CH) quando esta foi modificada com APTES
(CH/AJA/APTES), sendo relatado na literatura que a reagcao sob condigbes
homogéneas nao destréi os dominios cristalinos da quitosana [85]. Isso difere do que
Jing Ma e colaboradores [44] observaram quando introduziram TEOS a quitosana,

onde observaram a auséncia do pico em torno de 10° resultando em uma diminui¢cao
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da cristalinidade da membrana, sugerindo que as ligacdes de hidrogénio formadas
pelas cadeias de quitosana foram rompidas pela reagdo com o organosilano. Os
difratogramas da membrana de quitosana e da membrana CH/Add/APTES sao
similares, o que também é observado nos valores dos indices de cristalinidade,
indicando que a adicdo de APTES na membrana nao alterou a cristalinidade da

membrana.

Os difratogramas para as membranas reticuladas com citrato (CH/CIT) e
tripolifosfato (CH/TPP) apresentaram halos referentes a quitosana em 10° (amorfo) e
20° (cristalino), sendo possivel calcular o indice de cristalinidade. Nestas membranas
também foi observado um pico cristalino em um mesmo angulo de difragdo (38°),

ainda nao foi possivel identificar este pico.

Observou-se que o indice de cristalinidade (Crl%) diminuiu significativamente
com a reticulagao com citrato (CIT) e com tripolifosfato (TPP), o que resulta de um
aumento da fragdo amorfa nessas membranas. Ritthidej e colaboradores estudaram
filmes de citrato e malato de quitosana e ndo observaram pico acentuado dominante

em seus difratogramas indicando que os filmes estavam em estado amorfo [86].
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5.6 Andlise térmica (TG)

A estabilidade térmica das membranas foi avaliada por analise térmica,
realizada sob atmosfera de nitrogénio. As Figuras 29, 30 e 31 apresentam as curvas

termogravimétricas (TG) e as curvas das derivadas (DTG) para as membranas em

estudo.
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Figura 29: Curva termogravimétrica e respectiva curva DTG da membrana de

quitosana.
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Figura 30: Curvas termogravimétricas e respectivas curvas DTG das membranas de

quitosana: (a) Membrana de quitosana CH/CIT e (b) Membrana de quitosana CH/TPP.
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quitosana: (a) Membrana de quitosana CH/APTES e (b) Membrana de quitosana

CH/Add/APTES.
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Observa-se que ndo ha grandes diferengas entre as perdas de massas das
membranas modificadas e ndo modificadas. Um primeiro evento de perda de massa
foi observado nos termogramas das membranas (Figuras 29, 30 e 31), onde a
temperatura inicial dessa perda foi entre 25 e 30°C e a final em 154°C para a
membrana de quitosana, e em temperaturas mais elevadas para as membranas de
quitosana modificadas. Para as membranas de quitosana modificadas, as
temperaturas da perda de massa no primeiro evento, foram 175°C, 171°C, 179°C e
169°C para as membranas CH/CIT, CH/TPP, CH/APTES e CH/Add/APTES,
respectivamente. Essa faixa de temperatura da primeira perda de massa pode ser
atribuida a perda de agua da superficie, entre 10 e 20%, pois a quitosana possui
grupos hidroxilas e aminas primarias que conferem a quitosana um comportamento

hidrofilico.

Para a membrana de quitosana (Figura 29) a segunda perda de massa que se
inicia em 155°C pode estar associada a despolimerizacdo da quitosana, [20, 23]. Apds
390°C toda a quitosana foi decomposta, deixando uma massa residual de

aproximadamente 30%.

Ja a segunda perda de massa foi associada a despolimerizagdao e
decomposicao. Para as membranas CH/CIT e CH/TPP (Figura 30), a decomposicao
iniciou-se em 175°C e 168°C, respectivamente. Estas temperaturas sdo superiores a
temperatura de decomposicdo da membrana de quitosana indicando uma maior
estabilidade térmica nas membranas reticuladas [73]. O aumento da estabilidade
térmica nas membranas CH/TPP e CH/CIT pode estar associado ao aumento das
ligacbes cruzadas entre as cadeias poliméricas, 0 que contribui para o aumento da

temperatura de degradagéo.

A primeira perda de massa da membrana CH/Add/APTES (Figura 31b) esta
entre 35°C e 152°C, é relativa a perda de agua de superficie e de desidratagéo, ja que

geralmente a quitosana possui estrutura hidrofilica devido a presenca em sua estrutura
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de grupos hidroxila e aminas primarias [87, 88], sendo que a completa remoc¢ao da
agua torna-se dificil [89]. Além disso, ha também a perda de agua oriunda das reagdes
de condensacao dos grupos Si — O, para as membranas com a adi¢cao do APTES [90,

91].

Além disso, observa-se que a degradacao térmica desse material se iniciou em
171°C, enquanto na membrana de quitosana iniciou-se em 155°C, sugerindo que a
membrana CH/Add/APTES tem uma maior estabilidade térmica, e o mesmo foi
observado por Liu e colaboradores [46]. A membrana CH/APTES (Figura 31a) iniciou a
degradagédo em 179°C, temperatura muito proxima a membrana CH/Add/APTES,

assim nao foram observadas diferengas significativas entre essas duas membranas.
5.7. Calorimetria Exploratoéria Diferencial

A Figura 32 apresenta as curvas de DSC da membrana de quitosana (CH), da
membrana de quitosana modificada em APTES (CH/APTES) e da membrana de

quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES).

exo —

S/

50 160 ' 1£|')0 ' 260 ' 250 ' 360 ' 330 ' 4(|)0
Temperatura (°C)
Figura 32: DSC: a) Membrana de quitosana (CH); b) Membrana de quitosana imersa

em APTES (CH/APTES) e c) Membrana de quitosana modificada com APTES

(CH/AJd/APTES).
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Para todas as membranas observa-se dois picos largos. O primeiro é
endotérmico entre 40°C e 150°C, que corresponde a perda de agua de hidratagéao.
Observa-se uma diferenca na posicao do pico endotérmico referente a evaporagao da
agua entre a membrana de quitosana e as membranas CH/Add/APTES e CH/APTES,
podendo indicar que houve uma modificagdo na estrutura da quitosana com a adi¢ao
do APTES, modificando as interagdes entre a quitosana e a agua. Segundo Kittur e
colaboradores, essa diferenca na posi¢cao do pico endotérmico indica que a adigdo do
APTES causa uma diferenca na capacidade de retencdo de agua e na forgca da
interacdo agua-membrana. No caso das membranas de quitosana com a presenca de
APTES, o pico endotérmico foi deslocado para temperaturas mais altas, indicando que
a interagdo da agua com essas membranas é mais forte do que com a membrana de
quitosana sem a presenca do APTES [92, 93]. Assim, modificagbes nas estruturas dos
polissacarideos podem ser refletidos no pico endotérmico referente a evaporacao da
agua. Desta forma, a modificagdo aumentou a capacidade de retengdo da agua

indicando que a interacdo da agua é mais forte nas membranas com APTES.

O segundo pico se inicia em torno de 260°C até 330°C esta presente nas trés
curvas e pode ser associado a degradagéao da cadeia principal da quitosana. Nao foi
possivel identificar as temperaturas de transicdo vitrea (Tg) dos materiais,
provavelmente pelo encobrimento dos picos de Tg pela presenca de agua nas
amostras, mesmo apds secagem dos materiais em estufa. Alguns autores ja
determinaram a Tg da quitosana, porém os valores n&o sdo concordantes entre eles.
Um dos motivos dessa variagdo se deve pela quitosana ser um polissacarideo natural
e suas propriedades como cristalinidade, massa molecular, grau de desacetilagéo

podem alterar a temperatura de transigao vitrea [93].

A Figura 33 apresenta as curvas de DSC da membrana de quitosana (CH), da
membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT) e da membrana de quitosana

reticulada com tripolifosfato (CH/TPP).
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Figura 33: DSC: a) Membrana de quitosana (CH); b) Membrana de quitosana
reticulada com citrato (CH/CIT) e c) Membrana de quitosana reticulada com

tripolifosfato (CH/TPP).

Observa-se o primeiro pico endotérmico referente a evaporagido da agua. Do
mesmo modo que na Figura 32, houve um deslocamento da temperatura inicial e final
do pico. Assim, provavelmente houve uma mudanga na estrutura da membrana
reticuladas aumentando a interacao desse material com a agua. Observa-se que as
curvas de DSC da membrana CH/CIT tem um segundo pico endotérmico em torno de
215°C que pode ser atribuido a diminuicdo das ligagdes de hidrogénio e a

reorganizagao molecular devido as ligagdes cruzadas, de acordo com Salam e
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colaboradores [94]. Os picos exotérmicos sao referentes a degradacao das cadeias da

quitosana.

5.8. Estudos de sorgdo da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas

membranas de quitosana.

Neste etapa serdo apresentados os resultados dos estudos de sorcao da
proteina albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana reticuladas com
citrato (CH/CIT), nas membranas reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP) e nas

membranas modificadas com APTES (CH/Add/APTES).

5.8.1 Estudo do efeito do potencial hidrogeniénico (pH)

A fim de avaliar a sorcao da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas
membranas de quitosana CH/CIT, CH/Add/APTES e CH/TPP em diferentes potenciais
hidrogenibénicos (pH), variou-se os pH’s das solugbes em 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0.
Inicialmente, esta faixa de pH foi definida de acordo com o intervalo de pH em que a
proteina BSA n&o sofre desnaturagado [95]. Notou-se, porém, que para as isotermas
utilizando o pH 4,0, houve o turvamento da solugdo sobrenadante, impossibilitando a
leitura da absorbancia e consequentemente a determinacdo da concentracdo da

solucido de BSA por espectroscopia de absor¢éao na regido do UV-Vis.

Para a membrana CH/TPP observou-se que houve uma maior sor¢gdo nos

ensaios utilizando-se as solugées com pH’s 7,0 e 8,0, como mostrado na Figura 34.
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Figura 34: Grafico da quantidade adsorvida de albumina do soro bovino (BSA) sobre

as membranas de quitosana: CH/CIT, CH/Add/APTES e CH/TPP, a 30 °C.

O processo de interagdo de proteinas em superficies sélidas € um fenémeno
complexo e diversos fatores influenciam, tais como interagbes eletrostaticas e ligagdes
de hidrogénio, nas quais as interagdes eletrostaticas podem ser as interagbes
dominantes nesse tipo de processo [96]. A constante de dissociacdo acida da
quitosana (pKa) esta entre 6,2 e 6,8, sendo que em pH 6,5 cerca de 50 % dos grupos
de aminas primarias (-NH;) estdo carregados positivamente, formando grupos de

aminas primarias protonados (-NHs") [25, 32].

O mesmo raciocinio pode ser utilizado para a BSA, onde a sua carga negativa
aumenta com o aumento do potencial hidrogeniénico (pH) devido a dissociacao dos
grupos carboxil, uma vez que ponto isoelétrico da albumina esta entre 4,7 e 4,9.

Assim, a interagdo da proteina na quitosana depende da distribuicdo das cargas,
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positivas formadas na estrutura da quitosana e negativas presentes na cadeia da

albumina [32].

Observa-se que no caso da sor¢cdo da BSA na maioria das membranas de
quitosana estudadas, que o maximo de sorcao ocorreu em pH 7,0, onde ha grande
quantidade de cargas negativas na albumina, o que favorece a sor¢do, e também
cerca de 50% de grupos de aminas primarias protonadas (-NHs*) na quitosana.
Somente para a membrana CH/CIT observou-se uma maior quantidade sorvida pH
5,0, porém a diferenca entre as quantidades sorvidas em pH 7,0 e 5,0, neste caso, nao
foi muito elevada. Nos pH's 5,0 e 6,0 para a membrana CH/Add/APTES nao foram

observados adsor¢des da proteina.

5.8.2. Estudo da sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA) e

modelos cinéticos

O estudo da cinética da sorgao da albumina do soro bovino (BSA) foi realizado
com as membranas de quitosana reticuladas com citrato (CH/CIT), com as
membranas de quitosana reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP) e com as
membranas de quitosana modificadas com APTES (CH/Add/APTES), em diferentes

temperaturas, 25, 30 e 37°C.

A cinética de sorcao foi realizada, inicialmente, com o objetivo de determinar o
tempo necessario para atingir o equilibrio durante o processo de sor¢cédo da proteina

(BSA) sobre as membranas de quitosana, em diferentes temperaturas.

A determinacgdo da concentracdo da proteina albumina do soro bovino (BSA)
foi realizada utilizando o método de biureto. Existem alguns métodos de determinacgao
da albumina, entre eles estdo a determinacdo por espectroscopia de absor¢ao na
regido do ultravioleta e na regiao do visivel. A literatura relata a quantificacdo da

albumina na regido do ultravioleta, porém apresenta também a utilizacdo de agentes
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croméforos que reagem com a proteina, gerando um produto que absorve na regiao

do visivel [24, 97, 98].

Dentre alguns dos métodos descritos na literatura para determinacdo de
proteinas, o método de biureto pode ser utilizado para quantificar a albumina apds
estudos de sor¢ao. Este método é baseado na reagao do cobre em meio alcalino, que
reage com a proteina formando um complexo [99, 100]. Este complexo apresenta
duas bandas de absorgdo, em 280 e em 550 nm. Assim, as medidas foram realizadas
em 550 nm, na regido do visivel, visando eliminar qualquer interferéncia que possa

ocorrer na regido do ultravioleta [101].

Para as determinagbes quantitativas foi construida uma curva analitica para
quantificagdo da proteina (BSA) em solugao tamp&o. Na construgéo da curva analitica
foram utilizadas 7 (sete) solugdes de concentragdes entre 100 a 1000 mg L', onde é
observada a obediéncia a Lei de Lambert-Beer para as medidas na regido do visivel,

com coeficiente de correlagdo de 0,999.

As Figuras 35 e 36 apresentam as isotermas para a sor¢ao da albumina do
soro bovino (BSA) em membranas de quitosana reticuladas com citrato de sodio

(CH/CIT), a 25°C, 30°C e 37°C, em fungao do tempo de contato.
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Figura 35: Isotermas de sor¢do da albumina do soro bovino (BSA) sobre as

membranas de quitosana reticuladas com citrato de sodio (CH/CIT): (A) 25°C e (B)
30°C
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Figura 36: Isotermas de sorgdo da albumina do soro bovino (BSA) sobre as

membranas de quitosana reticuladas com citrato de sodio (CH/CIT), 37°C.

Foi observado que o comportamento de sor¢cao da albumina nas membranas
de quitosana imersas em citrato (CH/CIT) é diferenciado quando altera-se a
temperatura. A temperatura de 25°C observa-se que a sor¢do aumenta até 120
minutos e logo depois observa-se a dessorcao da albumina. Ja nas temperaturas mais
altas como em 30°C e 37°C nao foram observadas a dessorgcéo, porém observa-se a
formacgdo de um patamar, onde ocorreu um equilibrio no processo de sorgcao. Para a
temperatura de 30°C observa-se uma sorcao rapida até 30 minutos, apds este tempo
a sorcao atinge o equilibrio. A 37°C esse equilibrio somente foi atingido apenas aos
150 minutos. O aumento da temperatura da isoterma para as membranas CH/CIT,

causou um aumento do tempo para o equilibrio ser atingindo nas temperaturas de
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30°C e 37°C, além de nao ter sido observada a dessorcao nestas temperaturas,

diferentemente do comportamento a 25°C.

As Figuras 37 e 38 apresentam as isotermas para a sor¢ao da albumina do
soro bovino (BSA) em membranas de quitosana reticuladas com ftripolifosfato

(CH/TPP), a 25°C, 30°C e 37°C.
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Figura 37: Isotermas de sor¢do da albumina do soro bovino (BSA) sobre as

membranas de quitosana reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP), 25°C.
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Figura 38: Isotermas de sor¢do da albumina do soro bovino (BSA) sobre as

membranas de quitosana reticuladas com tripolifosfato (CH/TPP): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Para a membrana de CH/TPP a 25°C, foi observado um aumento da
quantidade adsorvida da BSA até aproximadamente 60 min. A dessorcao da albumina
ocorreu apés um certo tempo, a 25°C e 30°C, onde foram observados um maximo de
sor¢ao em 60 minutos e 75 minutos, respectivamente, e apds este tempo observa-se
uma acentuada dessorgao da albumina. A 30°C a temperatura maxima de sorgao
ocorre a 75 minutos, e da mesma forma do que acontece a 25°C, observa-se uma
dessorgao acentuada apos este tempo. Contudo, a 37°C observou-se um maximo de

sor¢do apenas em 90 min, e uma dessor¢ao nao muito acentuada apos este tempo.

As Figuras 39 e 40 apresentam as isotermas para a sor¢do da albumina do
soro bovino (BSA) em membranas de quitosana modificadas com APTES

(CH/AdJ/APTES), a 25°C, 30°C e 37°C.
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Figura 39: Isoterma de sor¢ao da albumina do soro bovino (BSA) sobre as membranas

de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), 25 °C.
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Figura 40: Isotermas de sor¢do da albumina do soro bovino (BSA) sobre as
membranas de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES): (A) 30°C e (B)
37°C.
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Foi observado um aumento da quantidade adsorvida da proteina (BSA) até
aproximadamente 60 min para as membranas CH/Add/APTES, a 25°C. A partir deste
tempo, observou-se uma dessor¢ao. Nas demais temperaturas nao foi observada a
dessorcdo da proteina. Na literatura ndo se encontrou relatos de dessorcdo de
proteina sem um agente externo. O maximo de sor¢céo a 25°C foi atingido, portanto, a
60 minutos. Ja para as temperaturas mais elevadas o processo de sor¢ao da proteina
acontece muito rapido, atingindo o equilibrio em apenas 30 minutos, a 30°C e 37°C
(Figura 37). Este fato também foi observado por Mahdavini e colaboradores [59], que
constataram o equilibrio do processo de sor¢cdo entre nanoparticulas de quitosana

carboximetila/k-carragenina e a albumina do soro bovino, nos primeiros 30 minutos.
5.8.3. Estudo da cinética de sorc¢ao
5.8.3.1. Modelo de pseudo primeira ordem

Diferentes modelos cinéticos encontram-se descritos na literatura, sendo estes
desenvolvidos para calcular e avaliar parametros cinéticos em interfaces
soélido/solugéo [102]. Os dados obtidos nas isotermas de sorgéo foram aplicados aos
modelos cinéticos de pseudo primeira e segunda ordem, modelo de ordem variavel e o
modelo de Morris-Weber para avaliar o comportamento cinético do processo de sorgao

entre as membranas de quitosana e a proteina albumina do soro bovino.

Inicialmente, a cinética de sorcdo pode ser descrita por expressdes

originalmente descritas por Lagergren e Ho-Mckay [103].

Para andlise da cinética de sorgcdo foram utilizadas as equacdes de pseudo
primeira ordem e pseudo segunda ordem, descritas a seguir [104 — 106]. Para estudo

da cinética de sorgao de pseudo primeira ordem utiliza-se a equacao 11:

dq, eq. 11

T k(g — q¢)
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Onde:
gt € a quantidade adsorvida de proteina (BSA) em determinado tempo;

k1 é a constante de sor¢édo de pseudo primeira ordem, que relaciona a quantidade de

proteina adsorvida pela fase soélida (membrana) e
Je € a quantidade de proteina adsorvida (BSA) no equilibrio.

Integrando-se a equacéo diferencial, tem-se:

£dQ, eq. 12

Qt
= | k(Q" -0 )

@,
Apoés a integracdo da equacido 12 e aplicando as condi¢des iniciais onde a
quantidade adsorvida de proteina equivale a zero (q:= 0), em tempo inicial (t = 0) e qt

equivale a g; em determinando tempo (q: = grem t = t), obtém-se a equacao 12.
Qr = Q;(1 — exp~ka®) eq. 13
A equacao 13 ¢ linearizada para obter-se a equagao da reta:

eq. 14
ln(qe - qt) = ln(Qe) - klt

Foram tragados os graficos In(qe — qt) versus tempo para o modelo de pseudo
primeira ordem. Assim, com as retas obtidas dessas equacgdes, sdo encontrados os
valores das constantes cinéticas (k1) e os valores da quantidade de proteina adsorvida
no equilibrio (ge) para cada temperatura e membrana estudada. Os graficos de pseudo

primeira ordem sao mostrados no anexo 1.

Na Tabela 06 sdo apresentados os valores das constantes ki, quantidade de
proteina adsorvida no equilibrio (ge) e coeficiente de correlagédo (R?) calculados pelo

modelo de pseudo primeira ordem.

95



Tabela 06: Dados dos parametros cinéticos de Lagregen, pseudo primeira ordem,

relacionados a sor¢ao da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de

quitosana.
Pseudo 1° ordem
Temperatura q./10¢ qe/10¢ R2
Adsorvente k1/102
(°C) (mol g*) (mol g™)
(min)
Calculado | Experimental
25 6,75 0,96 3,98 0,94
CH/CIT 30 1,14 0,01 1,33 0,76
37 2,36 2,39 2,02 0,95
25 - 0,07 1,72 0,25
CH/TPP 30 4,81 0,21 1,49 0,94
37 4,94 0,36 8,74 0,99
25 5,98 0,13 1,41 0,90
CH/AddJ/APTES 30 1,63 0,06 0,56 0,67
37 25,71 2,39 0,85 0,99

Os dados experimentais obtidos para todos os sistemas de sorgcdo estudados
nao se ajustaram de forma adequada ao modelo cinético de pseudo de primeira
ordem, uma vez que os ajustes nos graficos In(qe-qi) versus tempo apresentaram-se
com baixo padrao de linearidade. Os valores encontrados para os valores de Qe
calculado para o modelo de pseudo primeira ordem sao bem diferentes daqueles
encontrados experimentalmente, mostrando que os dados experimentais ndo sao

ajustados a esse modelo.
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5.8.3.2. Modelo de pseudo segunda ordem

Para estudo da cinética de sor¢do de pseudo segunda ordem utiliza-se a

equagao 15:

— = kz(qe — q0)* eq. 15

Onde:

ko2 € a constante de sorg¢do de pseudo segunda ordem, que relaciona a quantidade de

proteina adsorvida pela fase sélida (membrana) e
ge € a quantidade de proteina adsorvida (BSA) no equilibrio.
Integrando-se e aplicando-se também as condigbes iniciais, obtém-se a

equacéao 15.

k(07 eq. 16
=17 (k,Q7%)

A equacao 16 é linearizada para obter-se a equacgao da reta:

t 1 +lt eq17

a  k.q? 4.

Foram tragados os graficos t/q: versus t para o modelo de pseudo segunda
ordem. Assim, com as retas obtidas dessas equacdes, sdo encontrados os valores das
constantes cinéticas (k2) e os valores de e para cada temperatura e membrana
estudadas. Os graficos relacionados ao modelo de pseudo segunda ordem sao
apresentados nas Figuras 41 e 42, e os parametros cinéticos da sor¢cdo da proteina

(BSA) sobre as membranas de quitosana encontram-se apresentados na Tabela 06.
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Nas Figuras 41 e 42 sao apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de pseudo segunda ordem para a sorgdo da albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), a 25°C, 30°C e 37°C.
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Figura 41: Grafico referente a aplicagdo do modelo de pseudo segunda ordem para a
sorgao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana reticulada com

citrato (CH/CIT), 25°C.
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Figura 42: Gréficos referentes a aplicagcdo do modelo de pseudo segunda ordem para

a sorgao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana reticulada com

citrato (CH/CIT): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Nas Figuras 43 e 44 sao apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de pseudo segunda ordem para a sorgdo da albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana reticulada com ftripolifosfato (CH/TPP), a 25°C, 30°C e

37°C.
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Figura 43: Gréfico referente a aplicacdo do modelo de pseudo segunda ordem para a
sorgao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana reticulada com

tripolifosfato (CH/TPP), 25°C.
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Figura 44: Graficos referentes a aplicagdo do modelo de pseudo segunda ordem para
a sor¢ao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana reticulada com

tripolifosfato (CH/TPP): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Nas Figuras 45 e 46 sao apresentados os graficos referentes a aplicagdo do

modelo de pseudo segunda ordem para a sorgdo da albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), a 25°C, 30°C e

37°C.
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Figura 45: Grafico referente a aplicagdo do modelo de pseudo segunda ordem para a

sorgao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana modificada com

APTES (CH/AdJd/APTES), 25°C.
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Figura 46: Graficos referentes a aplicagdo do modelo de pseudo segunda ordem para
a sorcao da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana modificada

com APTES (CH/AJd/APTES): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Na Tabela 07 sao apresentados os valores das constantes kz, da quantidade
de proteina adsorvida no equilibrio (ge) e dos coeficientes de correlagdo (R?)

calculados pelo modelo de pseudo segunda ordem.

Tabela 07: Dados dos parametros cinéticos de Lagregen, pseudo segunda ordem,

relacionados a sor¢ao da proteina albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de

quitosana.
Pseudo 2° ordem
Adsorvente Temperatura ka 110° 910 9./10° R
(°C) (Lmin" | (molg?) (mol g"')
mol™) Calculado | Experimental
25 1,64 4,01 3,98 0,99
CH/CIT 30 1,03 1,33 1,33 0,99
37 0,74 2,64 2,02 0,98
25 6,95 1,69 1,72 0,99
CH/TPP 30 6,11 1,50 1,49 0,99
37 2,86 0,91 0,87 0,99
25 11,88 1,42 1,41 0,99
CH/Add/APTES 30 11,21 0,56 0,56 0,99
37 12,75 0,85 0,56 0,99

Ressalta-se que os coeficientes de correlagdo obtidos para o modelo de
pseudo de segunda ordem (Tabela 07) foram bem mais altos em relacao aos dados
obtidos para o pseudo de primeira ordem anteriormente apresentados na Tabela 06.
Assim o modelo cinético que melhor descreve o comportamento cinético é o pseudo
de segunda ordem, como foi observado também por Sahnoun e colaboradores na
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sor¢cdo em quitosana modificadas com PANI [107]. Os valores encontrados para a
quantidades de proteina adsorvidas no equilibrio (ge), utilizando-se o modelo pseudo
segunda ordem, foram bem préximos dos valores experimentais, corroborando para a
afirmacao que os dados experimentais se ajustaram melhor para este modelo, sendo

as maiores diferencas observadas para a temperatura de 37°C.

Os valores das constantes de sor¢do de pseudo segunda ordem (kz)
apresentaram-se entre 0,737 x 10° e 12,75 x 10° L min™ mol’ e os valores das
quantidades da proteina (BSA) adsorvidas no equilibrio (ge) apresentaram-se entre
0,56 x 10° e 3,98 x 10° mol g'. Os valores de k. diminuiram com o aumento da
temperatura, exceto para a membrana CH/Add/APTES, onde observa-se um aumento

do valor de k> com a temperatura.

O aumento do valor de k. com a temperatura também foi observado por Yunjin
e colaboradores onde a sor¢cao do azul de metileno em nanotubos de carbono foi
melhor descrita pela cinética pseudo segunda ordem [108]. Em um outro estudo
observou-se que a sor¢ao de proteina em quitosana polication e polidnion também foi
melhor ajustada ao modelo cinético de pseudo segunda ordem [104]. Em seguida sdo
apresentados os graficos referentes a comparagao dos valores de g: experimental e o
gt obtido a partir da modelagem dos dados de pseudo segunda ordem para a sorgéo
da albumina do soro bovino (BSA) na membrana de quitosana modificada com citrato

(CH/CIT), a 25°C, 30°C e 37°C (Figuras 47 e 48).
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Figura 47: Graficos referentes aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental e aos

valores de ( O ) q; calculado, para a sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT): (A) 25°C e (B) 30°C.

106



2,4 -

2,2 - ® o 9 6
2,0
1,8 -

1,4

® O

1,0 o
081 &
0,6—_ ‘O
0,4- O
0,2 T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Tempo (min.)

q/10” (mol.g”)
®
O

Figura 48: Grafico referente aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental e aos valores

de ( O ) q: calculado, para a sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA) na

membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), 37°C.

Nas Figuras 49 e 50 sédo apresentados os graficos referentes a comparagéo
dos valores de q: experimental e o g: obtido a partir da modelagem dos dados de
pseudo segunda ordem para a sorgdo da albumina do soro bovino (BSA) na

membrana de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), a 25°C, 30°C e 37°C.
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Figura 49: Graficos referentes aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental e aos

valores de ( O ) q; calculado, para a sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP): (A) 25°C e (B)

108



0,90

°
°
0,85 ® 5
] o o) O .
- 0,80+
o _ 5 s
— Q‘
O 0,75
3 | o
" 0,704 o
= 1
S 065 ®
0,60 o
0,55 +—

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Tempo (min.)

Figura 50: Graficos referentes aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental e aos

valores de ( O ) q; calculado, para a sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), 37°C.

Nas Figuras 51 e 52 sdo apresentados os graficos referentes a comparacgao
dos valores de q: experimental e o g: obtido a partir da modelagem dos dados de
pseudo segunda ordem para a sorgdo da albumina do soro bovino (BSA) na
membrana de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), a 25°C, 30°C e

37°C.
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Figura 51: Graficos referentes aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental com os
valores de ( O ) q calculado para a sor¢ao da proteina albumina do soro bovino (BSA)
na membrana de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES): (A) 25°C e (B)

30°C
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Figura 52: Graficos referentes aos valores obtidos de ( ® ) q: experimental com os

valores de ( O ) q: calculado para a sorgao da proteina albumina do soro bovino (BSA)

na membrana de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), 37°C.

Comparando-se os valores da quantidade adsorvida (q:) para os experimentos

de sorg¢ao sobre a membrana CH/APTES, a 25°C, e a membrana CH/TPP, onde havia

sido observado uma dessorgédo da proteina albumina do soro bovino (BSA), com os

valores de q: calculados, estes nao se apresentaram proximos aos valores

experimentais a partir do ponto onde comega o processo de dessor¢cao da proteina.

Isso pode ser explicado pelo fato do modelo prever que a sorgao atinge um equilibrio,

e como nesses experimentos nao foi observado um equilibrio, e sim um processo de
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sor¢cao até atingir um ponto maximo e em seguida a dessorgéo da proteina, observa-
se um distanciamento entre os valores de g: experimental e q; calculado pelo modelo.
Ja em todos os outros experimentos observa-se o equilibrio no processo de sorcao, e,

portanto, uma boa concordancia entre os valores de qt experimentais e gt calculados.

As equacdes dos modelos cinéticos utilizadas acima s&do as aplicadas pela
maioria dos autores nos estudos de sorcdo para a determinagdo dos parametros

cinéticos [109 — 111].

5.8.3.3. Modelo de ordem variavel

Uma alternativa para a determinacao dos parametros cinéticos € o modelo de
ordem variavel, pois alguns processos de sor¢do podem apresentar ordens cinéticas
fracionarias, ou mesmo mudangas das constantes cinéticas em relagdo ao tempo de

sor¢ao, e isso os outros modelos cinéticos apresentados nao preveem [112].

A equacao cinética do modelo de ordem variavel é apresentada na equagao

18.

q: = q.(1 — exp™*n0") eq. 18

Onde:

gt € a quantidade adsorvida de proteina (BSA) em determinado tempo;
kn € a constante cinética de ordem variavel;

ge € a quantidade de proteina adsorvida (BSA) no equilibrio e

n é uma constante relacionada a ordem cinética e as mudancas no mecanismo de

Sorgao.

A forma linearizada dessa equacgao é apresentada na equacéao 19.

112



in| b (——) | = nink, +nint eq. 19
e — q¢

Foram tragados os graficos In(In(qe/qe-qt) versus In t para cada sistema de
sorgao estudado, e a partir dos respectivos valores dos coeficientes angulares e
lineares foi possivel calcular os valores dos paradmetros cinéticos k, € n. Os graficos
para o modelo de ordem variavel sdo apresentados nas Figuras 52, 53 e 54 e a Tabela

07 mostra os valores dos parédmetros cinéticos obtidos para este modelo.

Nas Figuras 53 e 54 sado apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de ordem variavel para a sor¢gdo da albumina do soro bovino (BSA) na

membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), a 25°C, 30°C e 37°C.

1,4
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1,0

0,8 -

In(In(ge/(qge-qt)))

0,6 -

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
Int

Figura 53: Graficos referentes a aplicagcdo do modelo de ordem variavel para a sor¢ao
da albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana reticuladas com

citrato (CH/CIT), 25°C.

113



1,6

1,4

1,2

In(In(qe/(qe-qt)))

0,8 -

1,0 15 20 25 30 35 40 45 50

1,4 - Int
1,24 3

1,0
0,8-
0,6-
0,4-
0,2-
0,0-
-0,2-
-0,4
-0,6 -

_0,8_- —1/%

2,8 3,2 3,6 4,0 4,4 4,8
(o Int

In(In(qe/(qe-qt)))

Figura 54: Graficos referentes a aplicagdo do modelo de ordem variavel para a sor¢ao
da albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana reticuladas com

citrato (CH/CIT): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Nas Figuras 55 e 56 sado apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de ordem variavel para a sor¢gdo da albumina do soro bovino (BSA) na

membrana de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), a 25°C, 30°C e 37°C.
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1,35 -
1,30 -

1,25 -

In(In(ge/(qge-qt)))

Int

Figura 55: Grafico referente a aplicagdo do modelo de ordem variavel para a sorgao da
albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana reticuladas com

tripolifosfato (CH/TPP), 25°C;
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Figura 56: Graficos referentes a aplicagdo do modelo de ordem variavel para a sor¢ao

da albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana reticuladas com

tripolifosfato (CH/TPP): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Nas Figuras 57 e 58 sao apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de ordem variavel para a sorcao da albumina do soro bovino (BSA) nas
membranas de quitosana modificadas com APTES (CH/Add/APTES), a 25°C, 30°C e

37°C.
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Figura 57: Grafico referente a aplicagdo do modelo de ordem variavel para a sorgao da
albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana modificadas com APTES

(CH/Add/APTES), 25°C.
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Figura 58: Graficos referentes a aplicagcdo do modelo de ordem variavel para a sorg¢ao
da albumina do soro bovino (BSA) nas membranas de quitosana modificadas com

APTES (CH/AJd/APTES): (A) 30°C e (B) 37°C.
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O fator n no modelo de ordem variavel esta relacionado com as mudangas
mecanisticas dos processos de sor¢ao, pois a ordem cinética somente muda quando o

mecanismo de sorgao ¢é alterado.

Tabela 08: Dados dos parametros cinéticos de ordem variavel relacionados a sorgao

da proteina (BSA) nas membranas de quitosana.

Temperatura Parametros cinéticos
Adsorvente .
(°C) n ko min™ R?
25 0,30 1,48 0,96
30 0,26 5,22 0,86
CH/CIT
37 0,14 0,0002 0,95
37 1,49 0,017 0,99
25 0,15 264,91 0,98
CH/TPP 30 0,29 2,61 0,92
37 0,34 0,31 0,98
25 0,27 6,74 0,93
CH/AdJ/APTES 30 0,26 1,89 0,81
37 0,19 6,41 0,97

Assim, foi observado que os valores de n pelo modelo da ordem variavel sao
menores que 1,00 (unidade), indicando que processos de difusdo da proteina pode
ocorrer para o interior dos materiais estudados, exceto para a membrana CH/CIT a
37°C, onde no segundo segmento da reta, observou-se um valor de n maior que 1,00,
0 que pode indicar que o processo de sorcido se da, em maior extensao, na superficie

do adsorvente. Os valores das constantes de sor¢cdo de ordem variavel (ki)
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apresentaram-se entre 0,0002 e 264,91 min' e os valores das constantes n

apresentaram-se entre 0,142 e 1,492 min™.

Os valores da constante K, foram bem diferentes entre as temperaturas e
membranas. Assim a velocidade de sorgcdo varia de acordo com o tipo de membrana
utilizada e com a temperatura. Diferente do que foi observado por Dotto e
colaboradores, em um estudo cinético de sor¢gao do corante tartrazina sobre a quitina
e a quitosana. Nesse trabalho observaram-se valores de K, maiores para a quitina em
relacdo a quitosana, mostrando que a velocidade de sor¢do na quitina € mais rapida

que na quitosana [113].

Para avaliar os ajustes matematicos dos modelos cinéticos utilizados nesse
trabalho foram utilizadas duas equacgdes, o desvio padrao adaptado e o chi-quadrado,

que sao apresentados nas equacgoes 20 e 21.

eq. 20

n—1

. ]2[(%6 ~ den)/ace]’

2
2 _ N ((dee = Gem)”
X Z( T ) eq. 21

Onde:

Jie € Otm SA0 as quantidades adsorvidas da espécie em estudo em um dado

tempo experimental e calculado, respectivamente.

A equacao de chi-quadrado (y2) baseia-se na soma dos quadrados das
diferencgas entre os dados experimentais e os calculados. Se os dados experimentais e

calculados sao similares, o x2 sera pequeno (tipicamente menor que 0,01), e se os

120



dados sao diferentes, y2 sera grande. Foram calculados o desvio padrao e o chi-

quadrado para os modelos de pseudo segunda ordem e de ordem variavel para as

temperaturas e membranas estudadas (Tabela 09).

Tabela 09: Dados obtidos dos desvios padrao e dos chi-quadrados (x2) para os

modelos de pseudo segunda ordem e de ordem variavel.

2° Ordem
sD x2107
25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
CH/TPP 0,2 0,1 0,07 5 1 0,2
CH/CIT 0,05 2 0,2 0,7 8 2
CH/APTES 0,1 0,03 0,03 1 0,05 0,04

Ordem Variavel

25°C 30°C 37°C 25°C 30°C 37°C
CH/TPP 0,009 0,01 0,03 0,006 0,01 0,03
CH/CIT 0,02 0,02 0,4 0,08 0,02 2
CH/APTES 0,02 0,06 0,01 0,02 0,09 0,005

Como é possivel observar na Tabela 09, os desvios padrao e os chi-quadrados
sdo0 pequenos, indicando uma 6tima concordancia entre os valores experimentais e
calculados. Estes resultados de desvio padrao e chi-quadrado mostraram que o
modelo de ordem variada apresentou a melhor correlagdo entre os valores
experimentais e tedricos, sendo assim o modelo que melhor ajusta os resultados

obtidos.
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5.8.3.4. Modelo de Morris-Weber

Geralmente, varios mecanismos podem influenciar a cinética de sorgéo,
incluindo difusdo externa do adsorbato, difusdo de camada limite e difusdo
intraparticula do adsorbato [108]. Assim, com o objetivo de avaliar o processo de
difusdo através da membrana e de difusao intraparticula, que podem ser importantes
no controle da velocidade de sorgao, foi utilizado o modelo de Morris-Weber [105].

Este modelo permite identificar a presenca de difusao intraparticula.

A equacao de Morris-Weber é descrita na equagao 19:

eq. 19
q: = Kdiftl/z +C

Onde:

Kair € a constante cinética de difusdo intraparticula.

C é a constante relacionada com a magnitude da camada de resisténcia a difuséao.
gt é a quantidade adsorvida de proteina em determinado tempo.

Je € a quantidade de proteina adsorvida no equilibrio.

Foram tragados os graficos q: versus t"? para cada temperatura e membrana
estudadas e a partir dos coeficientes angular e linear foi possivel obter os valores dos
parametros cinéticos kgt € C. Os graficos para o modelo de Morris-Weber sao
apresentados nas Figuras a seguir. A Tabela 10 apresenta os valores de Kgt € C
obtidos para cada temperatura e membrana estudadas. Foram tragados os graficos q:
versus t'? para cada temperatura estudada e a partir dos coeficientes angular e linear

foi possivel obter os valores dos parametros cinéticos kqir e C.
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Nas Figuras 59 e 60 sado apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de Morris-Weber para a sor¢gdo da albumina do soro bovino (BSA) na

membrana de quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), a 25°C, 30°C e 37°C.

0,150 A
0,148 -
0,146
0,144-
0,142
0,140
0,138 1
0,136 1
0,134
0,321 7

o130—r— ——

qt/10°®

Figura 59: Gréficos referentes ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana reticulada com citrato (CH/CIT), 25°C.
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Figura 60: Graficos referentes ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana

reticulada com citrato (CH/CIT): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Nas Figuras 61 e 62 sdo apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de Morris-Weber para a sorgédo da albumina do soro bovino (BSA) na
membrana de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), a 25°C, 30°C e 37°C.
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0,146 -
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Figura 61: Gréficos referentes ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP): (A) 25°C e (B) 30°C.
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Figura 62: Graficos referentes ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), 37°C.

Nas Figuras 63 e 64 sdo apresentados os graficos referentes a aplicagdo do
modelo de Morris-Weber para a sor¢gdo da albumina do soro bovino (BSA) na
membrana de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES): a 25°C, 30°C e

37°C.
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Figura 63: Graficos referentes ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES): (A) 25°C e (B) 30°C
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Figura 64: Gréafico referente ao modelo de Morris-Weber para a membrana de

quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), 37°C.
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Tabela 10: Dados dos parametros cinéticos do modelo de Morris-Weber, difusao

intraparticula.

Adsorvente Temperaturas kai/108 R?
) cros
(°C) (mol.g™'.min"2)
25 1,77 1,28 0,94
30 0,85 0,49 0,99
CH/Add/APTES
30 0,83 0,46 0,99
37 0,68 0,48 0,98
25 2,54 1,28 0,96
CH/TPP 30 2,42 1,29 0,97
37 3,54 0,55 0,96
25 6,51 3,36 0,94
30 1,44 1,18 0,95
CHICIT
37 6,81 0,40 0,83
37 15,4 0,16 0,99

Foi observado que os valores de C estdo proximos de zero, na ordem de 10,
sugerindo que o mecanismo de interagdo preponderante € a difusao intraparticula,
porém esse mecanismo pode nao ser o Unico existente. Nas temperaturas de 30 °C e
37°C, para as membranas CH/Add/APTES e CH/TPP, respectivamente foram

observados dois mecanismos de difusdo da proteina na membrana.

Os valores das constantes cinéticas de difusao intraparticula diminuem com o
aumento da temperatura no caso da membrana CH/Add/APTES. Ja para as

membranas CH/TPP e CH/CIT nio foi observada uma tendéncia nos valores das
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constantes. Nessas membranas, os menores valores dessa constante foram

observados a 30°C.
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6. Conclusao

Neste trabalho foram sintetizadas e caracterizadas membranas de quitosana
modificadas. As caracterizagcbes das membranas mostraram diferencas entre elas,

assim confirmando sua modificagéao.

Foi observado que o processo de adsor¢cdo da proteina albumina de soro
bovino ocorreu nas trés membranas de quitosana estudadas. Alguns modelos
cinéticos foram utilizados para avaliar os dados obtidos, sendo os modelos de pseudo
de segunda ordem e de ordem variada foram os que melhores descreveram o
processo de adsorgado. Contudo, pelos dados estatisticos obtidos (desvio padrao e chi-
quadrado), o modelo de ordem cinética variavel foi o que melhor descreveu os
processos de sorcdo, apresentando os menores valores de desvio-padrdo e chi-
quadrado. O modelo de Morris-Weber sugeriu que o0 mecanismo de interagéo
preponderante é a difusdo intraparticula, porém esse mecanismo pode nao ser o Unico
existente para todas as membranas. Nas temperaturas de 30°C e 37°C, para as
membranas CH/Add/APTES e CH/TPP, respectivamente, foram observados dois

mecanismos de difusdo da proteina na membrana.

A partir desse trabalho, nota-se que os materiais preparados e estudados
apresentam bons potenciais para serem utilizados em processos no futuro, os quais

requeiram interagdo com proteinas.
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7. Perspectivas para continuagao do trabalho

o Realizar teste de biocompatibilidade para verificar a possibilidade de
uso farmacéutico da membrana.
o Determinar os dados termodinamicos para os processos de sor¢ao.

e Realizar os experimentos de sorcdo em outras temperaturas.
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Figura 65: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana de

quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES): (A) 25°C e (B) 30°C.
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Figura 66: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana

de quitosana modificada com APTES (CH/Add/APTES), a 37°C.
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Figura 67: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana

de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP), 25°C.
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Figura 68: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana

de quitosana reticulada com tripolifosfato (CH/TPP): (A) 30°C e (B) 37°C.
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Figura 69: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana de

quitosana reticulada com citrato (CH/CIT): (A) 25°C e (B) 30°C.
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Figura 70: Graficos referentes ao modelo de pseudo primeira ordem para a membrana de

quitosana reticulada com citrato (CH/CIT): (A) 37°C.
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