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RESUMO

As quinonas s3o compostos organicos sintéticos ou naturais e¢ desempenham uma grande
variedade de fungdes bioldgicas e fisioldgicas. Na classe das naftoquinonas, duas aparecem como
compostos promissores: o lapachol, encontrado em abundancia em plantas da familia
Bignoniaceae, e seu isdmero sintético, o isolapachol. Diversas atividades foram atribuidas ao
lapachol e seu derivado, frente ao hospedeiro intermediario, o caramujo Biomphalaria glabrata e
a cercaria, forma larval do Schistosoma mansoni, agente causador da esquistossomose; ao
Trypanosoma cruzi, causador da Doenca de Chagas entre outras; possuindo também toxicidade
frente a peixes (7ilapia nilotica) e a Artemia salina. Um fator que pode prejudicar diretamente a
atividade destas substancias sdo suas baixas solubilidades em meio aquoso, o que faz necessario a
utilizagdo de derivados mais soltiveis como alguns seus sais. Outra substancia estudada ¢ a
quitosana, um polissacarideo derivado da quitina encontrada em grandes quantidades em diversos
crustaceos, insetos e fungos. Ela apresenta uma série de aplicagdes, tais como sua utilizagdo para
a remocao de substancias no tratamento de dguas residuais, ¢ em destaque na area de liberagao
controlada de fAirmacos. Nao existem registros que mostrem a interacdo entre os sais de sdédio do
lapachol (LPS) e isolapachol (IPS) e a quitosana. Diante disso a pesquisa com estas substancias
se torna relevante. O objetivo do trabalho consistiu em realizar uma analise detalhada da
interagdo entre a quitosana ¢ o LPS e IPS, visando conhecer os parametros fisico-quimicos que
podem influenciar no desenvolvimento da metodologia de adsor¢ao de tais substancias. Estudos
prévios mostraram que o LPS e o IPS sofrem degrada¢do quando estocados por longos periodos
de tempo. Outros resultados também mostraram que as solu¢des destas quinonas também sao
instaveis, com a solugdo de IPS sofrendo modifica¢des apds 15 dias. Foi visto também que ¢
necessario deixar a quitosana em meio acido durante 15 minutos para a sua protonagao, o que ¢
confirmado pela elevacdo do pH para 7,0 apos este procedimento. Os estudos de adsor¢ao do LPS
e do IPS em flocos de quitosana mostraram que ambos adsorvem na quitosana, e que este
processo se mostrou mais efetivo em pH igual a 4,0, confirmando a influéncia da protonagao da
quitosana na adsor¢do. Os estudos cinéticos mostraram que a adsor¢do de ambas as quinonas
ocorre de forma répida, atingindo o equilibrio em 60 minutos, seguindo o modelo de pseudo-
segunda-ordem. As isotermas de adsor¢ao do LPS e IPS exibiram maiores quantidades de IPS
adsorvido na quitosana e que as duas seguem preferencialmente o modelo descrito por Langmuir,
indicando uma adsor¢do em monocamadas com uma superficie energeticamente homogénea. Esta
adsor¢do também foi influenciada pelo aumento da forga i6nica indicando que o principal tipo de
interagdo ¢ de natureza eletrostatica. Os parametros termodinamicos quimicos mostraram que o
processo € espontaneo para as duas quinonas. Para o LPS, o processo de adsor¢ao ¢ endotérmico,
com entropia positiva. Para o IPS, a adsor¢do ¢ exotérmica, com diminuicdo da entropia. Estes
resultados mostram a importancia da ressonancia do grupo naftoquinonico com a ligacdo dupla
na cadeia lateral na adsor¢ao do isolapachonato, em relagdo ao lapachonato. Quando se avalia a
liberagdo, foi visto que a presenca de um meio tamponado em pH 8,0 influencia de forma mais
significativa, enquanto que a temperatura ndo afetou o processo € que o IPS ¢ liberado em uma
quantidade sensivelmente menor que o LPS.

Palavras-Chave: Lapachol, Isolapachol, Quitosana, Adsor¢do, Isotermas



ABSTRACT

Quinones are natural or synthetic organic compounds and play important biological and
physiological roles. Among the naphthoquinones, two of them appears as promising compounds:
lapachol, found in large quantities in plants of the Bignoniaceae family, and its synthetic isomer,
isolapachol. Lapachol and its derivative show several activities against the snail Biomphalaria
glabrata, the intermediate host of the helminth Schistosoma mansoni, causative agent of
schistosomiasis; against Trypanosoma cruzi, Chagas Disease causative agent and others.
Isolapachol shows toxicity against fishes (7ilapia nilotica) and Artemia salina. A fact that can
directly interfere in the activity of these substances is their lower solubility in aqueous media. It
is necessary to employ of more water soluble derivatives, like their salts. Another substance in
study is chitosan, a polisacaride from chitin found in great amounts at crustaceous, insects and
fungi. It possesses a several of usefull things, like in treatment of wastewater, and in drug
delivery systems. The interaction of lapachol and isolapachol sodium salts (LPS and IPS
respectively) with chitosan has not found in literature. The aim of this work was to perform a
detailed analysis of the interaction of chitosan, LPS and IPS, to obtain the physical-chemical
parameters which influence the of adsorption processes of these substances. The first studies
has shown that LPS and IPS undergo a chemical denaturation for a long period of storage time.
Another results showed that the LPS and IPS solutions are also chemically instable. It was found
that chitosan is fully protonated after 15 minutes of contact time, which was confirmed by the pH
increasing to 7,0 after acid contact. The adsorption studies of LPS and IPS showed that both
adsorb on chitosan, and those processes are more effective at lower pH solutions. The kinetic
studies showed that the adsorptions are fast and the equilibria adsorption are reached after 60
minutes of contact time. Adsorption kinetics fit follows well the pseudo-second-order model. The
adsorption isotherms of LPS and IPS exhibit higher amounts of IPS than LPS and both fit
preferentially the model described by Langmuir, indicating adsorptions in monolayers on
energetically homogeneous surfaces. LPS and IPS adsorptions were also influenced by the
increase of ionic strength in solution indicating that the main interaction is of electrostatic nature.
The thermodynamic parameters showed that the adsorption processes are spontaneous for the two
quinones. In LPS the process is endothermic with positive entropy. In IPS, the adsorption is
exothermic with negative entropy. These results shown the importance of the resonance of the
naphtoquinonic group with the double bond at the side chain, in the adsorption of LPS and IPS.
When the desorption was studied, the presence of a phosphate buffer media influence this process
significantly, while the temperature does not affect the process and that the IPS is released in
lower amounts that LPS.

Keywords: Lapachol, Isolapachol, Chitosan, Adsorption, Isotherms
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais sobre o Lapachol e seus Derivados

entre os mais variados compostos biologicamente ativos, a classe das quinonas

Dpossui um grande destaque. Elas sdo muito difundidas na natureza, possuem
participacao vital na bioquimica de células vivas e ainda exercem uma grande variedade de
atividades bioldgicas, podendo ser encontradas como corantes naturais e toxinas de plantas.
Muitas também sdo utilizadas como farmacos e vitaminas [Petrova et alii, 2000].

O Lapachol, uma 2-hidroxinaftoquinona isolada a partir das plantas da familia
Bignoniaceae, possui atividade antitumoral, antibidtica, antimaldrica [De Andrade-Neto et alli,
2004], anti-inflamatoria, antiulcérica [Hussain et alli, 2007], leishmanicida [Lima et alli, 2004“]
moluscicida [Lima et alli 2002, Lima et alli 2002]’] e larvicida [Ribeiro et alli, 2009].
Diferentemente, o seu isdmero sintético, o isolapachol [2-hidroxi-3-(3-metil-1-butenil)-1,4-
naftoquina] foi raramente estudado em termos de atividade bioldgica, mas alguns resultados
recentes mostraram que o mesmo possui atividades significantes frente ao caramujo
Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni, agente causador da
esquistossomose, sendo também ativo contra as cercarias deste helminto; frente ao 7rypanosoma
cruzi, causador da Doenca de Chagas; possuindo também toxicidade frente a peixes (7ilapia
nildtica), Artemia salina [Goulart et alli, 2004] e a macacos [Ferreira, 2010].

Um problema que afeta diretamente a aplica¢do do lapachol e de seu derivado isolapachol
¢ a baixa solubilidade em 4gua, sendo necessaria a utilizacdo de derivados mais soliveis, como
seus sais de sodio (Figura 1) [Lima ef alli 2002, Ribeiro et alli, 2009]. Em nosso grupo de
pesquisa, alguns sais destas quinonas, como os de litio, sodio e potassio, foram estudados e se
apresentaram tdo ativos quanto a propria quinona (Lapachol e Isolapachol) frente ao
Biomphalaria glabrata, Leishmania amazonensis e braziliensis, Schistosoma mansoni (cercaria),

Tilapia nildtica e a Artemia salina [Ribeiro et alli, 2009; Lima et alli, 2004“; Lima et alli, 2002%].
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Figura 1 — Sal de s6dio do lapachol (esq.) e sal de sddio do isolapachol (dir.).

Fonte: Autor, 2010.

Quinonas sofrem a ac¢do da luz e de outros fatores ambientais [Nicolas, et alli, 1994]
sendo necessaria sua estabilizagdo. Uma das possibilidades para a utilizagdo como agentes
biologicamente ativos envolve suas incorporagdes em biopolimeros atdoxicos, como a quitosana,
que poderia exercer efeitos de protecdo, contra os fatores ja citados, em experimentos de campo.
Para tanto, faz-se necessaria a obtencdo de pardmetros analiticos e fisico-quimicos
(termodinamicos e cinéticos) ligados a essas interagdes e a posterior dessor¢do das quinonas.

A presente tese investiga alguns destes aspectos, o que pode acarretar na possibilidade de
utilizagdo do sistema lapachonato-quitosana e isolapachonato-quitosana contra as larvas do

mosquito Aedes aegypti.

1.2 Consideragdes Gerais sobre a Dengue e seu vetor Aedes aegypti

1.2.1 O Vetor

O Aedes aegypti é o maior vetor urbano do virus da dengue em todo o mundo. E
considerado um mosquito tropical e originario do Egito, de onde provém o seu nome. E muito
temido nas regides onde habita, em virtude de ser o responsavel pela transmissao do dengue e da
febre amarela. O seu ciclo de vida apresenta uma fase aquatica e uma terrestre. A fase aquatica ¢
constituida por trés etapas: (1) ovos (Figura 2a) — que sdo depositados nas paredes do recipiente
que contenha agua, (2) larvas (Figura 2b) — que se alimentam de matéria organica e
microorganismos presentes na agua e (3) pupa (Figura 2c¢). A fase terrestre corresponde ao

mosquito na fase adulta (Figura 2d). A duracdo deste ciclo, em condi¢des favoraveis, ¢ de
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aproximadamente 10 dias podendo ser influenciado pela temperatura e pela oferta de alimentos

[Jansen et alli, 2010; Lima et alli, 2004“].

Figura 2 — Os quatro estagios de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti: (A) ovo, (B) larva, (C)

pupa e (D) mosquito.

Fonte: Foto A: www.veraosemdengue.com.br; Foto B, C e D: www.fiocruz.br; Acessado em 15 de abril de 2010.

1.2.2 Dengue no Mundo, Brasil e Alagoas

E uma doenca infecciosa aguda de curta duragdo, de gravidade variavel, causada por um
flavivirus (virus da familia flaviridae) e transmitida pelo mosquito Aedes aegypti infectado. E
uma das mais importantes doengas virais no mundo, em termos de incidéncia e mortalidade,
transmitidas por um vetor e continua sendo um dos maiores problemas nas regides tropicais e
subtropicais do planeta, afetando aproximadamente 50 milhdes de pessoas a cada ano. Estima-se
que hd mais de 2,5 bilhdes de pessoas sob risco de infeccdo e mais de 100 paises com areas

endémicas de transmissdo da dengue (Figura 3) [Kumbhat et alli, 2010; Guzman et alli, 2004;
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Jansen et alli, 2010]. Atualmente, nenhuma vacina ou droga efetiva no tratamento estd
disponivel, apenas medidas de controle do vetor, como utilizagdo de inseticidas que afetam
diretamente os mosquitos, ¢ reducdo dos sitios de reproducdo para evitar o desenvolvimento de
suas larvas. Em algumas regides estas medidas tém sido bem sucedidas na erradicagdo do
mosquito, mas a resisténcia adquirida aos inseticidas torna-se cada vez mais dificil o combate a

esta doenca [Lima et alli, 2004°].

Figura 3 — Distribui¢do mundial do virus da dengue.

“@Hawaii

Fonte: Jansen et alli, 2010.

Alguns dados divulgados pela SUVISA (Superintendéncia de Vigilancia em Satde) e a
SESAU (Secretaria de Estado da Saude) indicam que at¢ o més de margo de 2010 ja foram
registrados mais de 3700 casos notificados de dengue no Estado de Alagoas com um aumento de
73% do numero de casos no primeiro trimestre do ano de 2010, em comparagdo a0 mesmo
periodo do ano anterior. Em Alagoas, o local que apresenta situagdo mais critica, € o0 municipio
de Rio Largo, com sete casos registrados em 2009 e 139 em 2010. Dos 30 casos, considerados
graves da doenga em todo o estado, nove foram notificados apenas neste municipio. Diante disto
medidas preventivas sdo realizadas como levantamento de indice de infestacdo predial,

tratamento focal e mecanico em imdveis e pontos estratégicos; tratamento de UBV (Fumacg€) e
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limpeza de terrenos baldios [www.saude.al.gov.br, acessado em 19 de abril de 2010]. A Tabela 1

e a Figura 4 exibem a distribuicdo de casos da dengue em alguns municipios do Estado de

Alagoas no primeiro trimestre de 2010.

Figura 4 — Classificacdo de incidéncia (casos/100.000 habitantes) de dengue por municipio no Estado de

Alagoas em 2007. (m) 0, (=) <100, (=) 100-300, (m) >300.

Fonte: www.portal.saude.gov.br; Acessado em 19 de abril de 2010.

Tabela 1 — Casos notificados de dengue em alguns municipios de Alagoas no 1° trimestre de 2010.

Municipio Nimero de Casos
Maceid 355
Arapiraca 55
Rio Largo 139
Marechal Deodoro 12
Palmeira dos Indios 18
Unido dos Palmares 12
Murici 12
Santana do Ipanema 9
Penedo 7

Fonte: www.sesau.al.gov.br; Acessado em 19 de abril de 2010.
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A situacdo se torna ainda mais grave quando se compara o primeiro semestre de 2010
com o mesmo periodo de 2009. De acordo com a Secretaria de Estado da Saude de Alagoas
foram registrados 18314 casos de dengue, o que significa um aumento de quase 1.000% no
numero de casos confirmados em comparagdo com o ano passado, quando foram registrados
1.871 casos. [http://portal.saude.gov.br, acessado em 24 de agosto de 2010]

Esta situacdo refor¢a ainda mais a necessidade do uso de estratégias para eliminar o vetor,
como, por exemplo, a aplicacdo em campo de compostos larvicidas, capazes de eliminar a larva,
e consequentemente o mosquito, distribuidos na forma de comprimidos/sachés dispostos em

locais apropriados.

1.3 Consideracoes Gerais sobre a Quitosana

A quitosana (Figura 5b) ¢ um polissacarideo abundante, biodegradéavel, biocompativel e
nao-toxico produzido a partir da desacetilagdo alcalina da quitina (Figura 5a) a qual ¢ encontrada
em abundancia na natureza, principalmente em carapacas de crusticeos. Devido ao carater
quimico bésico da quitosana, atribuido a presenca dos grupamentos amina nas unidades
poliméricas, e a sua biodegradabilidade, este polimero vem despertando bastante interesse nas

areas ambiental e biomédica.

Figura 5 — Quitina (A) e Quitosana (B).

CH,
o
SHOHC 6 4o NH HOH.C o
o o o} o< LHOH,C o HO NH, HOH.C ¢
HO NH HOH,C O HO NH | O o o o
) o= HO NH, HOH,C © HO NH, °
CH; CH,
A B

Fonte: Autor, 2010.

As propriedades fisicas e quimicas da quitina e da quitosana sdo muito diferentes entre si.

A quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilacdo (GD) variando de 70 a 95% com
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massas molares na faixa de 10° - 10° g mol'. Como muitas das propriedades destes
polissacarideos estdo intimamente relacionadas a estes dois parametros, torna-se imprescindivel a
determinac¢ao dos mesmos. A titulagdo condutimétrica € um método usual para a determinagdo do
GD da quitosana, pela sua boa reprodutibilidade, por ser reversivel e por possuir baixo custo
[Santos et alli, 2003]. Usualmente, a quitosana ¢ preparada por hidrolise basica, utilizando-se
solu¢des de hidroxido de sodio 40 a 50%, em faixa de temperaturas entre 110-115 °C. Os
grupamentos amina resultantes da desacetilagdo da quitina permitem a formacdo de sais de
quitosana carregada positivamente em baixos valores de pH, o que proporciona uma boa
interacdo com grupos de compostos carregados negativamente [Canella et alli, 2001].

Muitas caracteristicas fisico-quimicas, tais como, grau de desacetilagcdo, massa molecular
e distribui¢do dos grupos acetamida na molécula podem influenciar as aplicagdes da quitosana
[Kofuji, et alli, 2005]. Atualmente, ela ¢ utilizada em diversas areas, mas a grande maioria dos
estudos concentra-se no uso da adsor¢do de diversos compostos como aminoacidos e proteinas
[Grenha et alli, 2008; Bai et alli, 2008], corantes anidnicos [Anjos et alli, 2002; Du et alli, 2008]
e ions metalicos [Paulino et alli 2008; Gamage et alli 2007], j4 que ela possui uma série de
vantagens em comparacdo com outros adsorventes [Soo et alli, 2008; Fang et alli, 2008;
Shanmuganathan et alli, 2008; Kumar 2000; Canella et alli, 2001].

Na literatura, a grande maioria dos trabalhos que utilizam a quitosana em sistemas de
liberacdo controlada, ¢ voltada quase que exclusivamente para o ambiente fisiologico. Tais
trabalhos citam a quitosana na libera¢do controlada de diversas substancias, tais como proteinas
[El-Sherbiny, 2010] e outras drogas [Dev et alli, 2010; Mathew et alli, 2010].Mais precisamente,
o presente trabalho visa utilizar a quitosana como matriz carreadora de duas quinonas de escolha,
no sentido de estabiliza-las e permitir que as mesmas estejam em concentragdes adequadas e nao
degradadas, apds o processo de liberacdo em meio aquoso, aumentando, assim, o tempo de
residéncia da substancia no local desejado.

Como a maioria dos polimeros atuais ¢ de origem sintética, suas biocompatibilidades e
biodegradabilidades sdao muito mais limitadas que a dos polimeros naturais, como a celulose, a
quitina e a quitosana. E neste sentido que a quitosana é recomendada como material apropriado
para uma série de aplicagdes, pois possui propriedades tnicas como a possibilidade de formacao
de sais, habilidade para formar filmes, biocompatibilidade e biodegradabilidade, citadas

anteriormente, sendo ndo-toxica, com destaque para suas propriedades adsortivas. Além do mais,
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deve ser levado em consideracdo que a sua obtengdo possui aspectos econdmicos muito
favoraveis, ja que pode ser produzida a partir de rejeitos de crustdceos como camardes, Siris €
caranguejos [Kumar, 2000]. Estas inumeras atribui¢des fizeram com que a quitosana fosse a

matriz solida escolhida para o presente trabalho.

1.4 Introducao Geral sobre Processos de Adsorc¢ao

Entre todos os fendmenos que governam a mobilidade de substdncias em meio aquoso, a
transferéncia de substancias de uma fase fluida (liquida ou gasosa) para uma fase so6lida ¢ um
fenomeno universal, e pode ser chamado de adsor¢ao [Limousin et alli, 2007]. Pode-se defini-la
como um fendmeno fisico-quimico que ocorre por meio da acumulagdo de uma determinada
substancia em uma interface, seja ela gas-solido [Toth, 1993; Schay, 2004], liquido-solido
[Kalies et alli, 2006; Alagumuthu et alli, 2010], gas-liquido [Kalies et alli, 2006; Gaspard et alli,
2007], liquido-liquido [Ravera et alli, 2000; He et alli, 2008], sélido-s6lido [Youchang et alli,
1985]. Este processo acontece quando uma molécula do adsorvato interage com uma fase, na
maioria dos casos, solida, chamada de adsorvente.

E possivel distinguir dois tipos principais de adsor¢do: a fisica (fisissor¢do) e a quimica
(quimissor¢ao). Em processos de fisissor¢ao, a maioria das espécies ¢ adsorvida rapidamente ¢ as
interacdes entre o adsorvato e o adsorvente ndo envolve ligacdo quimica efetiva, pois sdo de
natureza eletrostatica. J4 a quimissor¢do requer tempos de contato maiores para alcangar o
equilibrio, pois envolve a formagao de ligacdes quimicas covalentes no processo adsortivo, com
isso, as interacdes envolvidas serdo mais fortes do que aquelas encontradas na fisissor¢do
[McCash, 2001; Ruthven, 1984]. A Tabela 2 exibe algumas diferencas entre a fisissor¢ao e a

quimissor¢ao.
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Tabela 2 — Principais diferencas entre fisissor¢ao e quimissorcao.

Fisissorcio Quimissorcio
Nao-Especifica Especifica
Baixa Entalpia de Adsor¢ao Alta Entalpia de Adsor¢ao
AHP,4, < 40 kJ mol™ AHP,4,> 40 kJ mol™
Processo Reversivel Processo Irreversivel

Além de monocamadas, multicamadas do Em geral, uma monocamada do adsorvato ¢

adsorvato também podem ser formadas formada
Ocorre em baixas temperaturas Geralmente ocorre em altas temperaturas
Pequenas mudangas na reatividade do Podem causar grandes mudangas na
adsorvato reatividade do adsorvato

Fonte: McCash, 2001; Ruthven, 1984.

Quando se discute a adsor¢do existem dois aspectos que devem ser levados em
consideracdo: o mecanismo € a cinética de adsor¢do entre as espécies envolvidas. Ambos nos
fornecem informagdes uteis sobre o processo de adsor¢do entre o adsorvato e a superficie do
adsorvente.

Como o presente trabalho visa analisar o sistema LPS-quitosana e IPS-quitosana, ¢ de
crucial importancia conhecer e entender os parametros fisico-quimicos que interferem nesta
interagdo farmaco-solido, pois ¢ através deles que ¢ possivel determinar a viabilidade de
utilizagdo destas novas formulagdes no controle das larvas do mosquito vetor da dengue e em

outras futuras aplicagdes.

1.4.1 Cinética de Adsor¢édo

A simples adsor¢do de um determinado soluto em um sélido pode envolver mecanismos
extremamente complexos. Um dos parametros que pode ajudar a elucidar estes mecanismos ¢ a
cinética de adsor¢do, que esta relacionada com a velocidade com que uma substancia interage
com uma superficie, velocidade que pode ser influenciada pelas condi¢cdes da matriz solida, que
geralmente possui sitios de diferentes reatividades e as condi¢des fisico-quimicas em que a

adsor¢do ocorre. Em sistemas liquido-solido ela ¢ um importante fator a ser considerado, uma vez
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que a mesma pode determinar a viabilidade da utilizagdo do material como adsorvente [Yal¢in et
alli, 2004].

Dentre varios modelos cinéticos que sdo utilizados para prever quais etapas controlam a
velocidade de adsorcdo, trés aparecem em destaque: pseudo-primeira-ordem [Lagergren, 1898],
pseudo-segunda-ordem [Ho, 1995; Blanchard et alli, 1984] e difusdo intraparticula [ Weber et alli,
1963]. Cada um destes trés modelos cinéticos pode trazer informacgdes uteis acerca das etapas que
compdem o processo de adsorcao.

O modelo de pseudo-primeira-ordem define que apenas uma etapa ¢ determinante para a
velocidade de adsor¢do [Atkins, 2003], enquanto o modelo de pseudo-segunda-ordem, segundo,
Ho, 1998, descreve o envolvimento de duas etapas consecutivas no processo de adsorcdo, sao
elas: a difusdo externa e por entre os poros do soélido, esta ultima, conhecida com difusao
intraparticula [Ho et alli, 1998; Ho et alli, 2003]. O modelo de difusdo intraparticula ¢ aplicado

em sistemas onde existe a possibilidade de difusdao por entre os poros do adsorvente.

1.4.2 Mecanismos de Adsor¢ao

Uma série de fatores pode influenciar a adsor¢do de substincias, em uma interface
liquido-solido. Juntos, estes fatores podem determinar o mecanismo, a eficiéncia e a efetividade

na qual a adsor¢ao ocorre [Rosen, 1989]. Sao eles:

(i) A natureza dos grupos estruturais presentes na superficie solida — Se possui grupos
altamente carregados ou grupos ndo-polares, e a natureza dos atomos que constituem
estes sitios;

(ii) A estrutura molecular do adsorvato — Se ¢ i0nico ou ndo-idnico, se possui alta ou
baixa massa molecular;

(iii) O ambiente da fase aquosa — Seu pH, seu conteudo eletrolitico, a presenga de aditivos

€ a temperatura.

Existem varios mecanismos através dos quais as moléculas do adsorvato podem se unir a

substratos solidos em solugdes aquosas [Rosen, 1989]:
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(a) Troca Ionica: Envolve a substituigdo de contra-ions ligados a superficie sélida por

substancias em solu¢do com carga similar (Figura 6) [Chiarle et alli, 2000; Carmona et
alli, 2006].

Figura 6 — Mecanismo de adsorgdo por troca idnica.
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Fonte: Rosen, 1975.
(b) Pareamento de fons: A adsor¢io de substancias ionicas em solugo em sitios com cargas

opostas ndo ocupados por contra-ions (Figura 7) [Meyer et alli, 2001; Schullerer et alli,
1993].

Figura 7 — Mecanismo de adsor¢do com pareamento de ions.

Pareamento de fons

@ -

Fonte: Rosen, 1975.

(c) Interacio Acido-Base: Estas interagdes podem ocorrer tanto por formagdo de ligagdo
hidrogénio entre o adsorvato e adsorvente (Figura 8) ou por reacdo acido-base de Lewis

(Figura 9) [Yang et alli, 2007; Granqvist et alli, 2009].



31

Figura 8 — Mecanismo de adsor¢do através da formagao de ligagdo hidrogénio.
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Fonte: Rosen, 1975.

Figura 9 — Adsorcdo via acido-base de Lewis.
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Fonte: Rosen, 1975.

(d) Adsor¢do por Polarizagdo de Elétrons m: Ocorre quando o adsorvato possui um nucleo
aromatico rico em elétrons e o adsorvente solido possui sitios fortemente positivos. A

atracdo entre estes dois grupos resulta na adsor¢do [Giles et alli, 1960].

(e) Adsor¢do por Forgas Dispersas: Este tipo de adsor¢do ocorre via forcas de London-van
der Waals atuando entre as moléculas do adsorvente e do adsorvato. A adsorc¢do por este
mecanismo geralmente é favorecida com o aumento da massa molecular do adsorvato. E
importante ndo como um mecanismo independente, mas também como um complemento

dos outros mecanismos [Vold, 1961; De Boer et alli, 1937].

(f) Interagoes Hidrofobicas: Combinagdo da atracdo mutua entre grupos hidrofébicos de
moléculas e sua tendéncia a escapar de um ambiente aquoso se torna grande o suficiente
para permitir que se adsorvam no solido através da agregacdo de suas cadeias. Neste
mecanismo também pode ocorrer a adsor¢do de moléculas da fase liquida em moléculas

adjacentes ja adsorvidas na fase solida (Figura 10). [Atun et alli, 1998].
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Figura 10 — Adsor¢@o em solucdo aquosa por meio de interagdes hidrofobicas em (A) uma superficie ndo-

carregada e em (B) uma superficie carregada.

(001
f

(a) (b)
Fonte: Rosen, 1975.

Quando se estuda a adsor¢do, em uma interface solido-liquido, também ¢ muito
importante determinar (7) a quantidade de substancia adsorvida por unidade de massa ou area, que
nos mostra quanto da superficie do adsorvente foi recoberta pela adsor¢do; (ii) a concentracao de
equilibrio, que indica a eficiéncia com que o adsorvato ¢ adsorvido; (iii) a concentragdo do
adsorvato na superficie do solido, indicando a efetividade da adsor¢do do analito; (iv) o
mecanismo, pois nos permite prever como o analito, com uma determinada estrutura molecular,
ira interagir na interface e (v) o efeito da adsorcao nas propriedades do solido [Rosen, 1989]. Sao
por estes motivos que a isoferma, uma curva que descreve a retencdo de uma substancia em uma
superficie solida em varias concentracdes, ¢ a melhor ferramenta para descrever e prever a
mobilidade destas substancias em um determinado sistema. Quando a reten¢do de um soluto em
particulas solidas ¢ investigada, a concentragdo remanescente deste soluto, conhecida como
concentragdo de equilibrio (Ceq), pode ser relacionada com a concentragdo deste composto retido
nas particulas solidas (g ou I'). A relacdo q = f{C.q) ¢ chamada de isoterma de adsor¢do. Para que
esta relacdo seja adequada, um equilibrio deve ser atingido entre as varias reagdes de adsor¢do e
dessorcao (Figura 11). O termo isoterma foi especificamente escolhido por causa da influéncia
da temperatura em reagdes de adsorcdo, logo, a temperatura deve ser definida e mantida

constante [Limousin et alli, 2007].
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Figura 11 — Visdo esquematica do fenomeno de adsor¢do mostrando um sistema em um estado inicial

antes do equilibrio e o mesmo sistema ap6s a adsor¢o e alcangando o equilibrio.
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Fonte: Limousin et alli, 2007.

No geral, as isotermas de adsor¢do sdo divididas em quatro classes principais, de acordo
com a natureza da inclinagdo da parte inicial da curva, e em outras subclasses que sdo
determinadas pela porcao final da curva [Giles et alli, 1960; Hinz, 2001; Limousin et alli, 2007].

As classes principais sdo:

(i) Isoterma C: Sdo curvas lineares que partem da origem, dada por solutos que penetram
no so6lido mais facilmente que o préoprio solvente e sdo incomuns para a adsorgao
liquido-solido. Este tipo de isoterma também indica que a propor¢do entre a
concentracao de equilibrio e a quantidade de soluto adsorvida ¢ a mesma em qualquer
concentracdo estudada. Esta razdo ¢é normalmente chamada de coeficiente de

distribui¢do ou de particao (Figura 12a);

(ii) Isoterma L: Nestas isotermas a relagdo entre a concentracao de equilibrio e quantidade
adsorvida diminui a medida que a concentra¢do do soluto aumenta, formando uma
curva concava. Estas curvas sdo as mais conhecidas, pois ocorrem na grande maioria
dos casos de adsorcdo. Estes tipos de isotermas sugerem que a medida que os sitios de
adsor¢cdo sdo preenchidos, torna-se mais dificil para outras moléculas encontrarem

sitios disponiveis, sugerindo saturagdo progressiva da superficie solida (Figura 13b);
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Isoterma H: E um caso particular da isoterma do tipo L. Este tipo de curva se distingue
das outras, pois sua inclinagao inicial ¢ bastante elevada e se inicia em um valor muito
acima de zero, indicando uma altissima afinidade entre o adsorvente € o adsorvato

(Figura 14c);

Isoterma S: O ultimo tipo de curva, a S, possui forma sigmdide, consequentemente,
um ponto de inflexdo. Ela sugere que as moléculas do soluto estdo orientadas na
posicao vertical na superficie sélida. A sua porg¢ao inicial, diferentemente dos tipos L e
H, é uma curva convexa, indicando que a medida que a superficie ¢ coberta com
moléculas do soluto, mais facil se torna a adsorcdo de moléculas adicionais,
implicando que as moléculas estejam associadas lado a lado, umas ajudando a outras a
se manterem unidas ao solido. Este fenomeno pode ser chamado de adsorcao

cooperativa e ¢ muito observado em surfactantes (Figura 12d).

Figura 12 — Os quatro principais tipos de isotermas: Tipo C, L, H e S.
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Fonte: Giles et alli, 1960.
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No processo de adsor¢do, normalmente, sdo empregados os modelos de isoterma de
Langmuir e Freundlich para interpretar os dados experimentais de adsorcao, devido a facilidade
de transformar estas equagdes para as respectivas formas lineares e conseqiientemente, 0s
parametros podem ser estimados graficamente. As equacdes e os detalhes de ambos os modelos
serdo discutidos posteriormente. Outros modelos também sdo amplamente encontrados na
literatura, tais como o de Temkin [Temkin et alli, 1940] e o de Redlich-Peterson [Redlich-
Peterson, 1959]. A teoria de Temkin considera que os sitios mais energéticos sao primeiramente
ocupados pelos ions em solu¢do, sendo que a afinidade idnica tende a decrescer linearmente com
o aumento da adsor¢ao. O modelo de Redlich-Peterson combina elementos das equagdes de
Langmuir e Freundlich e o mecanismo de adsor¢do ¢ um hibrido e ndo segue uma adsor¢ao em

monocamada ideal.

1.5 Espectrofotometria no UV-VIS

A absor¢do molecular na regido do ultravioleta e do visivel depende primeiramente do
nimero e arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. A absorcdo de energia ¢
quantizada e leva a passagem de elétrons de orbitais do estado fundamental para os de maior

energia em um estado excitado [Silverstein et alii, 1994]. Estes orbitais podem ser de trés tipos:

1) Orbitais de natureza c. Relacionados as ligagdes simples. Os orbitais ¢ sdo caracterizados por
seu baixo nivel de energia. Seus elétrons sdo menos disponiveis, pois estdo mais proximos do

nucleo e, assim, dificeis de serem excitados;

2) Orbitais m. Relacionados as ligagdes duplas e triplas entre carbonos ou entre o carbono e algum
heteroatomo. Os niveis de energia dos orbitais m sdo mais altos e seus elétrons estdo mais livres e

sdo facilmente excitados;

3) Orbitais n. Relacionam-se aos pares de elétrons ndo compartilhados de heterodtomos em

compostos organicos.
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Pelo efeito da absorcao da luz na regido do UV-VIS, os elétrons localizados nos trés tipos
de orbitais podem ser excitados para orbitais ¢* e n* que sdo caracterizados pelos seus elevados
niveis de energia. Uma transicdo o—c* ocorre via absor¢cdo de alta energia. A transi¢do m—m*
requer uma diferenca menor de energia enquanto as transi¢cdes n—n* podem ser caracterizadas por

uma menor energia consumida durante a transi¢ao (Figura 13) [Gorog, 2000].

Figura 13 — Esquema de variagdo de energia para os varios tipos de transi¢do eletronica.
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Fonte: Gorog, 2000.

Conseqiientemente, as bandas que pertencem as transi¢des m—m* requerem maior energia
em relacdo as bandas de transi¢do n—m*, logo, este tipo de transicdo ocorre em valores menores
de comprimento de onda. As bandas n—c* entre carbonos e heterodtomos podem aparecer em
varios comprimentos de onda do espectro no ultravioleta. A posi¢do (comprimento de onda) da
banda ¢ naturalmente influenciada pelo ambiente proximo ao par eletronico da molécula, com
isso, efeitos de conjugacdo sdo especialmente importantes [Gordg, 2000].

A seletividade da absor¢do no ultravioleta ¢ uma vantagem, uma vez que grupos
caracteristicos em moléculas de complexidade variavel podem ser reconhecidos. Como uma
grande por¢ao de uma molécula relativamente complexa pode ser transparente no ultravioleta,

pode-se obter um espectro semelhante ao de moléculas muito mais simples. Os dados
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apresentam-se, frequentemente, como um grafico de absorvancia vs comprimento de onda

[Silverstein et alii, 1994].
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Realizar uma analise detalhada da interacdo entre a quitosana e os sais de sddio do

lapachol (LPS) e isolapachol (IPS), visando obter parametros que podem influenciar no

desenvolvimento da metodologia de encapsulamento de tais substancias.

2.2 Especificos

e Avaliar a capacidade adsortiva da quitosana para diferentes quinonas biologicamente

ativas;

e Utilizar os modelos de pseudo-primeira-ordem, pseudo-segunda-ordem e difusdo

intraparticula, visando determinar a etapa que controla a velocidade de adsor¢ao;

e Esclarecer o mecanismo geral de adsor¢do, com a utilizagdo dos modelos de Langmuir e

Freundlich;

¢ Investigar uma posterior liberacao das quinonas a partir da matriz quitosanica;



MATERIAIS E

METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos

e (Camara Incubadora Marconi MA-420

e Espectrofotometro UV-VIS Shimadzu MultiSpec-1501

e Espectrofotometro UV-VIS Varian Cary 5G (Unicamp)

e Moinho a Rotor (gentilmente cedido pela Professora Dr’. Edma Carvalho de Miranda do
Laboratorio de Nutrigdo de Organismos Aquaticos do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas)

e pHmetro Quimis Q400A

e Prensa Hidraulica Fred S. Carver Inc. Model C

3.2 Solventes e Reagentes

e 2-Hidroxi-1,4-Naftoquinona (Aldrich, M = 174,16 g mol™)

e 3-Metilbutiraldeido (Aldrich, M = 86,13 g mol™)

e Acido Acético (Vetec, M = 60,04 g mol™)

e Acido Cloridrico (Merck, M = 36 g mol™)

e Alcool Etilico p.a. (Vetec, M =46 g mol™)

e Eter Etilico p.a. (Vetec, M = 74,12 g mol™)

e Fosfato de Sodio Dibasico Hepta-hidratado (Vetec, M = 268,07 g mol™)

e Fosfato de Sodio Monobasico Mono-hidratado. (Vetec, M = 137,99 g mol™)

e Lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) (produto natural obtido de
Tabebuia sp. M =242 g mol™)

e Quitosana em Flocos (TCI America, 80% desacetilada)
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3.3 Sintese das Quinonas

3.3.1 Sintese do Lapachonato de Sodio

Em um béquer, foram colocados 260 mg de lapachol (1,07 mmol). Em outro recipiente,
foram colocados 41,2 mg (1,03 mmol) de hidroxido de soédio e dissolvidos em apenas 1 mL de
agua desionizada. Esta solugdo foi adicionada ao béquer com o lapachol e misturada durante 15
minutos. A ocorréncia de reagdo é notada por meio da visivel mudanga de coloragdo da mistura
reacional de amarelo para vermelho. O béquer com a mistura foi colocado em um dessecador sob
vacuo e retirado 30 minutos depois e misturado novamente para expor a parte inferior da mistura.
O produto foi secado em alto-vacuo por 8 horas e deixado em dessecador por 12 horas. A reagao
ocorre com excesso de quinona para evitar a sua decomposicao devido a presenga de hidréxido
de sodio ndo reagido, e para a remocao deste excesso, o solido foi lavado com 20 mL de éter
etilico gelado. Apos a lavagem, o produto final foi secado em alto-vacuo, também por 12 horas

com rendimento médio de 90% (Figura 14) [Lima, 2004”].

Figura 14. Esquema reacional da sintese do sal de so6dio do lapachol
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Fonte: Lima, 2004°

3.3.2 Isolapachol

Em um baldo de 250 mL contendo 43,75 mL de acido acético glacial foram adicionados
2,50 g de 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (14,35 mmol). O sistema foi aquecido a 75-80 °C, mantido
sob agitacdo e apos total solubilizagdo, o baldo foi retirado do aquecimento, ndo resfriando, e
adicionados 8,75 mL de 3-metilbutiraldeido (Isovaleraldeido) (101,59 mmol) e 12,5 mL de HCI
concentrado (12,39 mol L™). O baldo foi retornado ao aquecimento, em agitagio e deixado

durante 20 min. Apds este periodo, o contetdo do baldao foi vertido em um béquer com gelo
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picado. Foi observada a formacao de uma crosta oleosa escura e espessa na superficie e uma fase
rosea no fundo, abaixo desta. A mistura reacional foi deixada em repouso durante 24 horas. Apos
este periodo, a crosta solida foi retirada da mistura, colocada em um papel de filtro e prensada
para a remocgdo do excesso de 6leo (excesso de reagente e subprodutos). Para a recristalizagdo, o
residuo seco foi colocado sob aquecimento e alcool etilico foi adicionado até total solubilizagao
do solido. Apods isso, o material foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado, obtendo-se um
solido de cor laranja com rendimento médio de 35%. Este procedimento foi refeito mais duas
vezes para uma purificagdo da quinona (Figura 15) [Hooker et alii, 1936]. O mesmo

procedimento descrito no item 3.3.1 foi realizado para o preparo do sal de sodio do isolapachol.

Figura 15. Esquema reacional para sintese do isolapachol.
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Fonte: Hooker et alii, 1936

3.4 Estudos de Estabilidade dos Sais Preparados e de suas Solucdes

Este estudo de estabilidade foi dividido em duas partes: 1) a estabilidade dos sais puros
em sua forma solida e 2) a estabilidade das solucdes dos sais em determinadas concentragdes.
Previamente aos dois estudos, foram realizadas as sinteses dos sais do lapachol e isolapachol
como descrito nos itens 3.3.1 e 3.3.2. O estudo da estabilidade do sal na forma solida foi
realizado da seguinte forma: uma fracao do sal preparada foi guardada em local escuro, e em dias
diferentes e pré-determinados (0, 21 e 42 dias), solu¢des (LPS: 8,5x10 mol L e IPS: 3x107
mol L) a partir dessas amostras foram preparadas. Foram feitas leituras destas solugdes em 274

nm para o LPS e 294 nm para o IPS. J4 no estudo da estabilidade das solugdes dos sais das
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quinonas, duas solu¢des de LPS e IPS foram preparadas nas concentragdes de 3x10° mol L' e
4x107° mol L™ respectivamente e deixadas guardadas. Em dias diferentes (1, 3, 4, 7, 9 e 15 dias),

foram efetuadas as devidas leituras.

3.5 Preparo da Curva Analitica

Para o preparo da curva analitica, foi preparada uma solucdo estoque aquosa de LPS e IPS
de concentragio 1,0x10° mol L utilizando 4gua desionizada com pH ajustado para 7,0 com
NaOH. A partir desta, 10 solu¢des foram preparadas, na faixa de 5 a 50 pmol L™, ¢ feitas leituras
no comprimento de onda de 274 nm para o LPS e 294 nm para o IPS, utilizando
espectrofotdmetro UV-VIS (Shimadzu Multispec 1501). A equagdo da reta (ABS=a + b C, com
eixos y = absorvancia e x = concentracdo) foi obtida a partir dos graficos de concentragao em

funcdo da absorvancia. Ambos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.6 Influéncia do pH

3.6.1 Protonagdo da Quitosana

Para verificar a variagdo do pH em fun¢ao do tempo de contato, 90 mg de quitosana foram
adicionados a 15 mL de 4gua Milli-Q com seu pH corrigido para 4,0 com acido cloridrico 0,1
mol L™ e colocado sob agitagio constante a 170 rpm. Aliquotas foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo (0, 15, 30, 60 e 120 minutos) e seu pH medido. Ao final de cada medicao, o
volume retirado de cada aliquota era retornado para o Erlenmeyer para se evitar variagdoes de

volume indesejadas.
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3.6.2 Adsorcao

O efeito do pH no processo de adsor¢do também foi analisado. Para este estudo foram
preparadas 3 solugdes em diferentes valores de pH: agua Milli-Q em pH 4,0 (I = 1x107
corrigido com HCI diluido, 4gua Milli-Q em pH 7,0 (/ = 1x107) e 9,0 (/ = 1x10”) ambas
corrigidas com NaOH diluido. Massas de quitosana em flocos foram adicionadas a estas solugdes
(90 mg para o LPS e 100 mg para o IPS). Em seguida, aliquotas a partir de solu¢des-estoque das
quinonas foram adicionadas, de modo que a concentracdo final em cada um dos Erlenmeyers
fosse 3x10™ mol L™ (30 pmol L) de LPS e 3x10™* mol L' (300 umol L) de IPS. O sistema foi
deixado sob agitagdo constante durante 4 horas a temperatura de 25 °C. Ao final do tempo, as
solugdes foram devidamente filtradas e feitas leituras em UV-VIS a 274 nm para o LPS e 294 nm

para o IPS. Os experimentos foram realizados em triplicata.

3.7 Cinéticas de Adsorcao

As curvas cinéticas foram obtidas a 25 °C, utilizando 90 mg de quitosana para o LPS e
100 mg para o IPS em trés concentra¢des diferentes para cada quinona (3x10°, 9x10” e
3x10™* mol L) em diferentes intervalos de tempo (5 a 180 min) a 170 rpm. A quantidade de
quinona adsorvida foi medida em funcdo do tempo de contato. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.8 Isotermas de Adsorc¢ao

Os experimentos de adsor¢ao foram realizados em sistema estacionario, utilizando 90 mg
de quitosana para o LPS e 100 mg para o IPS em erlenmeyers contendo 15 mL de agua
acidificada com acido cloridrico diluido até pH 4,0. Antes da adsor¢do, a quitosana foi deixada
em contato com a agua acidificada durante 15 minutos, necessdrios para a protonacao da
quitosana. Apos este tempo, aliquotas pré-definidas a partir de uma solugdo estoque da quinona

em pH 7,0 foram adicionadas, totalizando um volume de 15 mL, para atingir uma faixa de
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concentragdo de 5x10° a 6x10” mol L™ para o LPS ¢ 5x10° a 1,4x10™ mol L™ para o IPS. As
suspensdes foram deixadas sob agitagcdo constante (170 rpm) em uma Incubadora Termostatica
(Marconi, Brasil) durante 1 hora em diferentes temperaturas (25, 31, 37 ¢ 43 °C). Apds o tempo
pré-determinado, a quitosana foi removida da suspensdo através de filtragdo a vacuo. A
concentracao residual da quinona no filtrado foi medida e a quantidade adsorvida na quitosana foi

calculada através da diferenca entre as concentragdes inicial e final.

3.9 Dependéncia da Adsor¢ao com a Forca Ionica

Para entender o mecanismo de adsor¢ao de ambas as quinonas na quitosana, um estudo
variando a forca idnica foi realizado. Isotermas nas temperaturas de 25 e 37 °C foram obtidas
através da adicdo de NaCl 1x102 mol L, com 90 mg de quitosana para o LPS e 100 mg para o

IPS. O tempo de contato foi de 1 hora e todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.10 Cinética de Liberacao In Vitro

O objetivo desta etapa ¢ estudar a liberagdo das quinonas adsorvidas na quitosana, em
funcdo do tempo, pH e temperatura ¢ avaliar quais destes parametros influenciam mais
significativamente no processo de dessor¢do, uma vez que o presente trabalho tem como objetivo
a aplicacdo deste sistema em ambientes que possuem caracteristicas fisico-quimicas muito
diversificadas. A metodologia para a cinética de dessorc¢ao ¢ descrita a seguir.

Previamente, solu¢des de LPS e IPS de concentragdo 3x10* mol L foram colocadas em
contato com a quitosana para o processo de adsor¢do conforme descrito nos itens 3.6.1 e 3.6.2.
Ap6s realizar este procedimento, cada amostra foi coletada por filtracdo e seca em alto-vacuo
durante 24 horas a 25 °C e utilizada nos experimentos de liberacdo. As amostras de quitosana
impregnadas com as quinonas (0,09 g para os experimentos com o LPS e 0,1 g para os
experimentos com o IPS) foram transferidas para Erlenmeyers cada um contendo 15 mL de

diferentes meios, como mostrados na Tabela 3. Os frascos foram agitados a 170 rpm e a
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concentra¢do da quinona dessorvida foi determinada em diferentes intervalos de tempo em UV-

VIS.

Tabela 3 — Diferentes meios utilizados para a dessor¢ao das quinonas.

LPS IPS
Meio pH Temp. (°C) Meio pH Temp. (°C)
MilliQ 7,0 25 MilliQ 7,0 25
MilliQ 7,0 37 MilliQ 8,0 25
MilliQ 8,0 37 PBS 8,0 25
PBS 8,0 37 - - _

Fonte: Autor, 2010.

3.10.1 Estabilidade do Sistema LPS-Quitosana e IPS-Quitosana

Diversos estudos mostraram que compostos quando associados a uma matriz sélida se
tornam mais estaveis do que quando na sua forma pura [Fernandez et alli, 2005; Prado, 2003].
Este estudo tem como objetivo avaliar a estabilidade do par quinona/quitosana através da analise
de dessor¢do de varias amostras em varios dias. Para que esta estabilidade seja observada, em
cada dia de obtencdo de leituras, resultados semelhantes devem ser obtidos, em termos de
percentagem de dessor¢do. Para este estudo, amostras de LPS e IPS foram adsorvidas em
quitosana conforme descrito nos itens 3.6.1 ¢ 3.6.2. Apos a adsorcao, cada amostra foi filtrada e
cada residuo solido foi colocado em frascos separadamente e secados em alto-vacuo durante 24
horas a 25 °C. Apos este periodo, amostras do sélido foram colocadas individualmente em
Erlenmeyers separados contendo 15 mL de dgua Milli-Q (sem correcdo de pH) e feitas leituras
em diferentes intervalos de tempo (5 a 240 minutos). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata durante 60 dias e cada massa ainda ndo utilizada foi deixada em dessecador ao abrigo

da luz.
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3.11 Espectroscopia no UV-Vis por Refletancia Difusa

Esta andlise foi realizada para verificar a presenga das quinonas na superficie da quitosana
Os experimentos foram conduzidos no espectrofotometro UV-VIS (Cary 5G, Varian Inc.,
Mulgrave, Australia) contendo uma esfera de integragdo (acessorio de refletancia difusa). Apos
obtencdo de um branco (padrio de BaSO., colocado na saida da esfera), foram analisadas as
amostras [LPS puro, LPS diluido (150 mg BaSO4 + 90 mg de lapachol), flocos de quitosana e
flocos de quitosana com LPS adsorvido]. A luz refletida da amostra dentro da esfera de
integragdo foi coletada, medida no detector e transformada em absorbancia. Estes experimentos
foram conduzidos sob a supervisao da Pos-Doutoranda Milene Heloisa Martins na Universidade

Estadual de Campinas (Unicamp).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabilidade dos Sais e suas Solucdes

Devido a necessidade de verificar a estabilidade das quinonas, foram realizados dois tipos
de teste: a) estabilidade apenas do sal das quinonas puras e b) estabilidade da solugdo aquosa das

quinonas.

4.1.1 Sais Puros

A Figuras 16 ¢ 17 exibem o espectro de absor¢dao do LPS e do IPS apds 3 e 6 semanas.
Ao se estudar a estabilidade do sal da quinona foi revelado que o LPS sofre decomposicao, o que
pode ser observado através da diminuicdo brusca de sua solubilidade e confirmado com a
diminui¢do na intensidade da absorvancia. Apds seis semanas de armazenamento, cerca de 50%
da massa inicial de LPS se decompde. Para o IPS, resultado semelhante ¢ observado com 71% de
decomposicao observada.

Estes primeiros resultados mostram que a utilizagdo de LPS com mais de 3 semanas apos
sua preparagdo pode acarretar erros nao desejados neste trabalho. Com isso, para evitd-los
durante as analises, o LPS foi utilizado antes de 2 semanas e todo o material com maior tempo de

“prateleira” ndo foi utilizado e devidamente descartado.



Figura 16 — Espectros de absor¢do do LPS apds 0 semanas (m), 3 semanas (m) ¢ 6 semanas (m).
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Fonte: Autor, 2010.

Figura 17 — Espectros de adsor¢@o do IPS apds 0 semanas (m), 3 semanas (m) ¢ 6 semanas (m).
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4.1.2 Solugao dos Sais de LPS ¢ IPS

Apo6s a sintese dos sais, solucdes aquosas foram preparadas e suas respectivas
estabilidades foram verificadas pela observacao de suas bandas de absorgdo caracteristicas no
espectrofotdmetro UV-VIS, como mostrado na Figura 18. As leituras de uma mesma solugdo
foram feitas em dias diferentes, e seus espectros foram avaliados em funcao da variagdo do Amax.
Para a solucdao de LPS, apos 40 dias, foi observada que a cor da solugdo permanece inalterada e
poucas mudangas foram observadas no espectro de UV-VIS. Em 274 nm, a diminui¢do na
absorvancia foi de apenas 7,5% (Figura 18a). Para a solucao de IPS, ap6s 15 dias, foi observada
uma perda da cor caracteristica violeta para alaranjado, € uma visivel mudanga no espectro de

UV-VIS, com uma diminui¢ao de 33,5% na absorvancia em 294 nm (Figura 18b).

Figura 18 — Espectros de absor¢io no UV-VIS em fungio do tempo onde: (A) Solugdo 3x10° mol L™ de
LPS e (B) Solucdo 4x10° mol L™ de IPS no decorrer de 0 dias (—), 3 dias (—), 6 dias (—), 9 dias (—),
12 dias (—) e 15 dias (—).
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Fonte: Autor, 2010.
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4.2 Curva de Calibragao dos Sais do Lapachol e Isolapachol

Tanto o LPS quanto o IPS puderam ser quantificados espectroscopicamente a 274 nm
para o LPS e 294 nm para o IPS. Variando-se a concentragdo, curvas analiticas puderam ser
obtidas, com excelentes repetibilidades e coeficientes de correlagdo linear para ambas as
quinonas (0,99999 para o LPS e 0,99903 para o IPS). As curvas analiticas sao exibidas na Figura
19. Obtiveram-se absortividades molares de 24000 ¢ 18000 mol”’ L cmpara o LPS e IPS,
respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e suas respectivas médias

foram inseridas na curva analitica.

Figura 19 — Curva de calibragdo do LPS (A) e do IPS (B) com concentragdes de 5 a 50 umol L em UV-

VIS a 25 °C. Experimentos realizados em triplicata.
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4.3 Influéncia do pH

4.3.1 Protonagao da Quitosana

Como dito anteriormente, a quitosana possui inimeros grupos amina em sua estrutura

molecular. Para que estes grupos adquiram cargas positivas a fim de aumentar a capacidade
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adsorvente da quitosana, foi necessario deixa-la em contato com uma solugao (agua MilliQ com
pH ajustado com HCI diluido) com pH proximo a 4,0. Valores inferiores a este devem ser
evitados, para impedir a dissolu¢do da quitosana. Para determinar o melhor tempo de adsorg¢ao,
uma cinética de protonacao foi realizada.

Pode-se observar na Figura 20 que quando a quitosana ¢ colocada em contato com a
solugdo acida sob agitacdo, ocorre uma variagdo do pH de 4,0 para 7,0, nos 15 minutos iniciais,
permanecendo constante durante as proximas duas horas. Com isto, determinou-se que 15
minutos € o tempo adequado para a protonagdo da quitosana. Estes resultados comprovam que a
quitosana realmente consome espécies protonicas da solu¢do formando ions amonio em sua

estrutura (Equacgao 1).

Figura 20 — Cinética de protonacdo da quitosana a 25 °C.
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Fonte: Autor, 2010.

R-NH, + H;0" 2 R-NHj + H,0 (Eq. 1)
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4.3.2 Adsorgao

A influéncia do pH na adsor¢ao do lapachonato de sodio (LPS) em flocos de quitosana ¢
ilustrada na Figura 21. Esta figura mostra a quantidade de LPS adsorvido em fun¢do do pH.
Pode ser observado que a quantidade de LPS adsorvido na quitosana aumenta com a diminui¢ao
dos valores de pH. Isto pode ser atribuido ao fato de que a diminui¢ao do pH da solugdo aumenta
o numero de ions amoénio (de acordo com o que foi visto anteriormente), aumentando, assim, a

sua interagdo com o grupo anidnico da quinona (Equacio 2)

R-NH; + LapO'Na" 2 R-NH; ‘OLap (Eq.2)

Figura 21 — Efeito do pH inicial na adsor¢io de LPS 3x10° mol L' em quitosana em flocos

a 25 °C por 4 horas.
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Fonte: Autor, 2010.

Resultados semelhantes sdo observados com IPS. Pode-se observar que em valores mais
baixos de pH ha uma maior adsorgdo em relagdo a valores mais altos de pH. E possivel notar
também que quando o pH ¢ elevado de 4,0 para 9,0 a diferenga de adsor¢ao ¢ mais acentuada no

LPS do que no IPS, podendo-se concluir que as variagdes de pH sdo menos sentidas no IPS



56

(Figura 22). Nota-se também que em pH 9,0 ¢ observada adsor¢do tanto do LPS como do IPS.
Isto sugere que outros tipos de interacao entre eles e a quitosana estdo presentes no processo de
adsorc¢do. A Figura 23 exibe algumas das varias possiveis interagdes entre LPS-quitosana e IPS-
quitosana, sendo a principal delas a interacdo entre o grupo negativo do LPS/IPS e os
grupamentos amoéOnio da quitosana (IV e V). Ligagdes de hidrogénio também podem ser
observadas (I, II, III). Varios trabalhos na literatura também citam a possibilidade de formagao

destas interagdes entre a quitosana e as substancias escolhidas [Chatterjee et alli, 2007].

Figura 22 — Efeito do pH na adsorgdo de IPS 3x10” mol L' em quitosana em flocos a 25 °C por 4 horas
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Figura 23 — Esquema com algumas possiveis interagdes entre a quitosana e o LPS [R= CH,CHC(CH;),] e
IPS [R= CHCHCH(CHs;),]: Ligacao Hidrogénio entre hidrogénios parcialmente carregados da quitosana e
um residuo negativo (I), carbonila (II) e residuo aromatico (III) do LPS; Interacdo idnica entre grupos

amonio e residuos negativos do LPS (IV e V).
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Fonte: Autor, 2010.

4.4 Cinéticas de Adsorcao

A adsor¢ao de ambos os sais em quitosana foi estudada em func¢do do tempo de contato
com o objetivo de determinar o tempo de equilibrio, o qual pode ser definido como o tempo
suficiente para que o processo adsortivo entre em equilibrio. A Figura 24 mostra que a adsorcao
do LPS em flocos de quitosana ocorre de forma relativamente rapida nos minutos iniciais,
tornando-se mais lenta a medida que os sistemas se aproximam do equilibrio, atingindo um valor
maximo apo6s 60 minutos de tempo de contato. Este tempo de equilibrio encontrado foi
independente da concentragdo estudada. O curto tempo de equilibrio encontrado, além de indicar
a eficiéncia dos flocos de quitosana em interagir com o LPS, ainda pode sugerir que a adsor¢do €

de natureza fisica [McCash, 2001; Ruthven, 1984].
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Figura 24 — Efeito do tempo de contato na adsor¢do de LPS em flocos de quitosana a 25+1 °C em

diferentes concentragdes iniciais: 3x10™° mol L™ (m), 9x10° mol L' (@), e 3x10* mol L' (A).
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Fonte: Autor, 2010.

Comportamento bastante similar ¢ encontrado quando se analisa o IPS nas mesmas
concentracdes (Figura 25). A massa adsorvida de IPS inicialmente aumenta com o decorrer do
tempo de contato, até atingir o equilibrio em aproximadamente 60 minutos.

E possivel observar que a quantidade de LPS/IPS adsorvida no equilibrio (q.) aumentou
de acordo com a sua concentragdo, mas o tempo necessario para se alcancar o equilibrio no
processo ndo se altera, indicando que a adsorcdo ¢ dependente e o tempo de equilibrio ¢
independente da concentracdo inicial da quinona.

E possivel observar, também, que nas concentragdes mais baixas, a quantidade adsorvida
de IPS em quitosana é proxima daquela encontrada com LPS. J4 na concentragdo de 3x10™ mol
L', nota-se que a quantidade adsorvida de IPS é maior que a do LPS. Isto provavelmente ocorre
devido a possibilidade de conjugacdo da ligagdo dupla na cadeia lateral com o anel quindnico no
IPS, gerando em sua estrutura mais uma carga negativa, facilitando, assim, sua interagdo com a
quitosana (Figura 26). Estes resultados sdo de fundamental importancia para estudos posteriores

relacionados a possiveis aplicagdes na liberagdo controlada destes sais.
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Figura 25 — Efeito do tempo de contato na adsor¢do de IPS em flocos de quitosana a 25+1 °C em

diferentes concentragdes inicias: 3x10° mol L™ (m), 9x10° mol L' (A), e 3x10* mol L™ (e).
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Fonte: Autor, 2010.

Figura 26 — Estruturas Ressonantes do IPS.

Fonte: Autor, 2010.

Os dados cinéticos experimentais dos sistemas LPS-quitosana e IPS-quitosana foram
correlacionados as formas lineares dos modelos de pseudo-primeira-ordem [Lagergren, 189§],

pseudo-segunda-ordem [Ho, 1999; Blanchard et alli, 1984] e difusdo intraparticula [Weber et alli,
1963].
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4.4.1 Modelo de Pseudo-Primeira-Ordem

O modelo de pseudo-primeira-ordem pode ser descrito de acordo com a seguinte equagao

linearizada:

In (qfc —q)=Inq -kt (Eq. 3)

onde q; (mg g") é a quantidade de quinona adsorvida em um tempo t (min), q. (mg g') é a
capacidade de adsorcdo no equilibrio, k; (min") é a constante de velocidade do modelo de
pseudo-primeira-ordem. Se a velocidade de adsor¢do segue o modelo de pseudo-primeira-ordem
o grafico de In (qe — q;) vs t deve ser uma linha reta com intercepto In q. e inclina¢do —;.

Como pode ser observado nas Figuras 27 ¢ 28 o modelo de pseudo-primeira-ordem nao
se ajustou aos dados experimentais. Isto pode ser comprovado com dados obtidos e descritos nas
Tabelas 4 ¢ 5. Pode—se notar que os coeficientes de correlagdo sdo, em todas as concentragdes
estudadas, <0,98 (em alguns casos, o coeficiente atinge valores <0,4) e os valores de g
calculados ndo sdao préximos daqueles encontrados experimentalmente. Com isso, pode-se
concluir que a cinética de adsor¢do, tanto do LPS quanto do IPS, ndo pode ser ajustada pelo

modelo de pseudo-primeira-ordem.
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Figura 27 — Modelo cinético de pseudo-primeira-ordem do LPS em trés concentragdes

diferentes: 3x10™ mol L' (m), 9x10° mol L (), ¢ 3x10* mol L (A).
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Fonte: Autor, 2010.

Figura 28 — Modelo cinético de pseudo-primeira-ordem do IPS em trés concentragdes diferentes: 3x107
mol L (m), 9x10° mol L (A), e 3x10* mol L™ (e).
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Tabela 4 — Efeito da concentragdo inicial de LPS nos pardmetros cinéticos de pseudo-primeira-ordem.

Pseudo-Primeira-Ordem

Conc. Qe exp
(m0] L_l) (mg g_l) qe calc1 kl 1 R
(mgg™) (min™)
3x10° 0,9348 0,7650 0,0284 0,9310
9x10° 2,5803 0,0968 0,0052 0,3965
3x10™ 4,5000 0,0278 0,0087 0,5206

Fonte: Autor, 2010.

Tabela 5 — Efeito da concentragdo inicial de IPS nos parametros cinéticos de pseudo-primeira-ordem

Pseudo-Primeira-Ordem

Conc. Qe exp
(m0] L_l) (mg g_l) qe calcl kl 1 R
(mgg™) (min™)
3x107 0,6931 0,1004 0,0101 0,6438
9x107 2,1434 2,9190 0,0173 0,7715
3x10* 5,5032 2,6840 0,0317 0,9873

Fonte: Autor, 2010.

4.4.2 Modelo de Pseudo-Segunda-Ordem

Os dados cinéticos experimentais também foram aplicados ao modelo de pseudo-segunda-
ordem. Este tipo de modelo sugere que mais de uma etapa estd envolvida no processo de
adsor¢do. O modelo de pseudo-segunda-ordem pode ser descrito de acordo com a seguinte

equagao linearizada:

————— (Eq. 4)
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onde q (mg g') é a quantidade de soluto adsorvido em diferentes intervalos de tempos,
q. (mg g") é a capacidade de adsor¢do no equilibrio, k> (g mg™"' min™) ¢ a constante de velocidade
de pseudo-segunda-ordem [Ho et alli, 1998].

Os graficos de t/q; vs t foram esbogcados para LPS e IPS como mostrado nas Figuras 29 e
30. Nota-se que este modelo se ajustou aos dados experimentais. As Tabelas 6 e 7 apresentam os
valores obtidos dos graficos. Com os valores de correlagdo linear tendendo a unidade (R >
0,9995), nas trés concentragdes estudadas, pode-se concluir, que a velocidade de adsor¢ao segue
preferencialmente o modelo de pseudo-segunda-ordem. Além do mais, os q.’s calculados
encontram-se muito proximos dos ¢.’s encontrados experimentalmente, reforcando a
aplicabilidade desse modelo cinético. Estes resultados indicam que o processo de adsor¢do das
quinonas envolve mais de uma etapa. De acordo com Chang e colaboradores, 2005, geralmente,

moléculas com baixa massa molar obedecem este tipo de modelo [Chang et alli, 2005].

Figura 29 — Modelo cinético de pseudo-segunda-ordem do LPS em trés concentra¢des diferentes: 3x107

mol L™ (w), 9x10° mol L' (e), e 3x10™ mol L (A ).
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Fonte: Autor, 2010.



64

Figura 30 — Modelo cinético de pseudo-segunda-ordem do IPS em trés concentragdes diferentes: 3x107

mol L' (m), 9x10° mol L (A), e 3x10* mol L™ (e).
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Fonte: Autor, 2010.

Tabela 6 — Efeito da concentragfo inicial de LPS nos parametros cinéticos de pseudo-segunda-ordem.

Pseudo-Segunda-Ordem

Conc. Qe exp
mol L) (mgg") Qe p ko
(mg g™) (g mg” min")
3x10” 0,9348 09215  0,9999 357,96
9x107 2,5803 2,5182  0,9999 6,5734
3x10™ 4,5000 4,5421 0,9998 0,1121

Fonte: Autor, 2010.
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Tabela 7 — Efeito da concentragdo inicial de IPS nos pardmetros cinéticos de pseudo-segunda-ordem.

Pseudo-Segunda-Ordem

Conc. Qe exp
(m01 L_l) (mg g_l) e calc1 R l§2 1
(mg g™) (g mg” min™)
3x107 0,6931 0,6833 0,9995 0,8111
9x107 2,1434 2,1364 0,9997 0,2631
3x10™ 5,5032 5,7110 0,9999 0,1885

Fonte: Autor, 2010.

A Figura 31 exibe a comparagdo dos dados experimentais com os resultados tedricos
obtidos através das equagdes de pseudo-primeira-ordem e pseudo-segunda-ordem. Pode-se
observar que nas trés concentracdes estudadas, tanto para o LPS quanto para o IPS, o modelo de
pseudo-segunda-ordem ¢ o que melhor aproxima dos resultados obtidos experimentalmente,
comprovando novamente que o processo de adsor¢do segue preferencialmente o modelo de
pseudo-segunda-ordem. Cabe lembrar, que este modelo descreve o envolvimento de duas etapas

consecutivas no processo adsortivo [Ho et alli, 1998].
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Figura 31 — Comparag¢do dos modelos cinéticos tedricos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda
ordem, com dados experimentais: A1 (LPS 3x10° mol L"), A2 (LPS 9x10° mol L"), A3 (LPS 3x10°
‘molL™), B1 (IPS 3x10° mol L), B2 (IPS 9x107 mol L"), B3 (IPS 3x10™* mol L") onde: dados

experimentais (@), modelo de pseudo-primeira ordem (e ®®), modelo de pseudo-segunda ordem (e ee).
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4.4.3 Modelo de Difusdo Intraparticula

Alguns adsorventes possuem uma superficie altamente porosa, fazendo com que o
adsorvato possa penetrar no interior destes poros. Adsorventes com este tipo de estrutura podem
levar a um processo denominado difusdo intraparticula. O processo de adsorcdo total pode ser
controlado por uma ou mais etapas — como discutido anteriormente no item 1.4.1. O modelo de

difusdo intraparticula pode ser representado pela seguinte equacado (equagao de Weber-Morris):
q=c+ kit (Eq.5)

onde ki é a constante de difusdo intraparticula ¢ ¢ (mg g') é uma constante que determina a
espessura da camada de fronteira. Se o grafico de q; vs. t*° for uma linha reta passando pela
origem, entdo o processo ¢ controlado apenas pela difusdo intraparticula. Os graficos de g vs. t*
foram esbogados para LPS e IPS como mostrado nas Figuras 32a e 32b. Nota-se que os graficos
consistem de duas por¢des lineares com diferentes inclinagdes. Esta multilinearidade encontrada

indica que mais de um fenomeno estd ocorrendo sucessivamente.

Figura 32 — Cinética de difusdo intraparticula do LPS (A) e IPS (B) em trés concentragdes: 3x10” mol L™
(m), 9x10° mol L' (e), ¢ 3x10™ mol L' (A).
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Fonte: Autor, 2010.
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A por¢do inicial representa a difusdo através da camada de fronteira, que € o transporte do
adsorvato por um filme de solvente que envolve a superficie do adsorvente. A por¢ao final indica
a penetracdo das moléculas do adsorvato nos poros do adsorvente (difusdo intraparticula) [Tan et
alli, 2009; Hameed et alli, 2007; Kalavathy et alli, 2005]. Este modelo também ¢ 1til para
determinar a resisténcia oferecida pela camada de fronteira no processo de adsor¢do. Uma
extrapolacdo em direcdo ao eixo y (intercepto) pode dar uma idéia da espessura desta camada, ou
seja, quanto maior ¢ o valor deste intercepto, maior ¢ esta resisténcia a difusdo [Yal¢in et alli,
2004; Bilgili, 2006].

A Tabela 8 exibe alguns dados importantes (coeficiente de correlagdo e constantes de
velocidade e o parametro ¢) da adsor¢dao de ambas as quinonas em trés diferentes concentragdes.
Como observado, o coeficiente de correlagdo linear, de um modo geral, para a primeira porgao
linear ¢ maior que 0,96 e para a segunda por¢ao oscila entre 0,64 e 0,97. Nota-se também que
kii >> ki, indicando que a menor constante corresponde ao processo de adsor¢do mais lento
[Dogan et alli, 2007; Yalcin et alli, 2004]. E, ainda, que a difusdo na camada de fronteira tem

grande importancia no controle do processo de adsor¢do e ¢ uma etapa rapida.

Tabela 8 — Efeito da concentragdo inicial de LPS e IPS nos parametros cinéticos de difusdo intraparticula.

Difusio Intraparticula

Conc.
(mol L) ki R ki R c
(mg g min™"?) ! (mg g" min™?) 2 (mg g™
3x107 0,0176 0,9976 0,0016 0,9269 0,8389
LPS 9x10° 0,0556 0,9343 0,0124 0,7784 22568
3x10™* 0,2099 0,9993 0,0193 0,6932 3,0575
3x107 0,0804 0,9353 8,82x10™ 0,6491 0,3469
IPS 9x107° 0,1898 0,9661 7,05x10™ 0,7014 1,1815
3x10™* 0,8359 0,9682 0,0833 0,9741 1,3811

Fonte: Autor, 2010.

O estudo cinético ajuda a compreender uma parte do mecanismo de adsor¢do, onde
inicialmente o adsorvato ¢ transportado até a camada de fronteira, a qual oferece uma certa

resisténcia. ApOs atravessa-la, o adsorvato entrard em contato com a superficie e interagird com
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os sitios disponiveis para a adsor¢ao. Quando esta etapa alcangar a saturagdo, o adsorvato comeca
a penetracao nos poros do adsorvente até chegar ao estagio final de equilibrio. Isto indica que a
adsor¢do das quinonas em quitosana tem um processo difusional. A Figura 33 ilustra um modelo
esquematico da difusdo do adsorvato em um adsorvente: (1) transporte do adsorvato da solugao
até a camada de fronteira; (2) rompimento da barreira formada por moléculas de solvente seguida
da adsor¢do; (3) penetracao de algumas moléculas pelos poros do adsorvente. Para compreender
melhor o mecanismo de adsorgdo, ¢ necessario, ainda, o estudo das isotermas, pois s6 a partir
deste estudo podem-se obter outras informagdes, por exemplo, a natureza de interacdo e se o
adsorvato estd ou ndo em uma monocamada na superficie do adsorvente. A Figura 33 ndo
considera as dimensdes dos poros e da substancia, pois como via de regra, o tamanho dos poros ¢

consideravelmente maior que as espécies relatadas.

Figura 33 — Modelo esquematico ilustrando o comportamento das moléculas do soluto ¢ do solvente
durante a difusdo intraparticula onde: 1) transporte do adsorvato da solucdo até a camada de fronteira; (2)

rompimento da barreira de moléculas de solvente; (3) penetragdo de moléculas pelos poros do adsorvente.
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Fonte: Autor, 2010.



4.5 Isotermas de Adsorc¢ao

Como dito anteriormente, uma isoterma de adsor¢ao descreve a relagdo entre a quantidade
de substancia adsorvida e a concentracdo da mesma em solugdo, no equilibrio [Bilgili, 2006]. A
obtencao de isotermas ¢ importante, pois suas formas permitem estimar o mecanismo de adsor¢ao
e a natureza da interacdo entre o adsorvato e o adsorvente. A Figura 34 ilustra o comportamento
da isoterma de adsor¢do para o lapachonato em quitosana a 25, 31, 37 e 43 °C. Nota-se que o

aumento da temperatura causou um aumento da quantidade de lapachonato adsorvido na

quitosana, o que indica que o processo de adsor¢ao possui caracteristicas endotérmicas.

Figura 34 — Isotermas de adsor¢do do LPS em quitosana em flocos em quatro diferentes temperaturas:

25°C,31°C,37°Ce43°C.
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Para calcular os parametros termodindmicos envolvidos no processo, dados experimentais
das isotermas de adsor¢do do LPS em flocos de quitosana foram aplicados com os modelos de
isotermas de Langmuir [Langmuir, 1918] e Freundlich [Freundlich, 1906]. O modelo de

Langmuir ¢ interpretado a partir das seguintes premissas:

(i) Energias dos sitios de adsor¢@o sdo uniformes na superficie do adsorvente;

(ii) Formacdo de uma monocamada de adsorvato ao longo da superficie do
adsorvente;

(iii)  Nao ha intera¢des adsorvato-solvente ou adsorvato-adsorvato;

(iv) O adsorvato e as moléculas de solvente possuem areas de se¢do transversal iguais.

A equacdo de Langmuir e sua forma linear sdo descritas de acordo com a Equagao 6 ¢ a

Equacao 7.
KLqe maxceq
= Eq. 6
%" IR, Coy (Eq. 6)
C 1 1
A - + Ceq (Eq.7)

qe qe maxKL qe max

onde C¢q € a concentragdo de equilibrio do LPS (g L"), qc ¢ a quantidade de LPS adsorvido na
quitosana no equilibrio (mg g™'), ge max ¢ uma constante de Langmuir que esté relacionada com a
quantidade maxima de LPS adsorvido em uma monocamada de quitosana (mg g') e K ¢ a
constante de equilibrio de Langmuir (L g'). A constante de Langmuir e qe max foram
determinadas através do intercepto e da inclinagdo do grafico de Cey/qe vs Ceq. Os resultados
obtidos estdo relacionados na Tabela 9.

O modelo da isoterma de Freundlich, que diz que a superficie de adsor¢ao ¢ heterogénea e
a adsorcdo ocorre em multicamadas, também foi aplicado aos dados experimentais obtidos. A

equacao ¢ a forma linearizada do modelo sdo dadas, respectivamente, por

q,=KsCeq " (Eq. 10)
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1
logq, = log K +H log Cq (Eq.9)

onde Kr ¢ a constante de Freundlich [(mg g (L/mg)l/n]

que esta associada a capacidade de
adsor¢do do adsorvente e n esta relacionado com a afinidade de adsor¢do do adsorvato. Valores
de n > 1 representam condigdes favoraveis de adsor¢ao. Na maioria dos casos, esta afinidade
sendo 1 < < 10 indica uma adsor¢ao vantajosa para ambas as espécies [Bilgili, 2006].

A Tabela 9 mostra que no modelo proposto por Langmuir, nas quatro temperaturas
estudadas os coeficientes de correlagdo linear encontram-se acima de 0,96, enquanto que no
modelo de Freundlich valores abaixo deste foram obtidos. Coeficientes de correlagcdo situados

acima de 0,96 ja podem ser considerados para a aplicagdo do modelo [Tan et alli, 2009; Piccin et

alli, 2009; Alagumuthu et alli, 2010].

Tabela 9 — Parametros obtidos a partir das Isotermas de Langmuir e Freundlich para a adsor¢do de LPS

em quitosana em flocos.

Langmuir Freundlich
Ol ey R et " K
25 40,7822 6,8493 0,9840 34,3021 1,4496 0,9614
31 70,1415 6,9546 0,9941 39,3568 1,5144 0,9368
37 43,4174 9,0678 0,9694 84,5318 1,1673 0,9235
43 44,4343 11,6768 0,9842 109,5721 1,1191 0,9375

Fonte: Autor, 2010.

De acordo com estes valores (coeficientes de correlagdo linear), pode-se concluir que o
mecanismo de adsor¢do segue preferencialmente o modelo descrito por Langmuir. Pode-se
observar também que ha uma tendéncia de que a quantidade méxima de soluto adsorvida na
superficie da quitosana aumente juntamente com a temperatura.

A Figura 35 exibe a comparagdo dos dados experimentais da adsor¢do de LPS em flocos

de quitosana com os resultados tedricos obtidos através das equagdes de Langmuir e Freundlich.
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Pode-se observar que nas quatro temperaturas estudadas, o modelo de Langmuir ¢ o que melhor

aproxima dos resultados obtidos experimentalmente.

Figura 35 — Comparacdo dos modelos de isoterma de Langmuir (ees) ¢ Freundlich (...), com os dados

experimentais (@) obtidos da adsor¢do de LPS em flocos de quitosana, em quatro temperaturas diferentes.
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Fonte: Autor, 2010.

Os valores das constantes de Langmuir listados na Tabela 9 foram utilizados para
determinar a varia¢do de energia livre (AGags) € a variacdo de entalpia (AH,gs) €, posteriormente,
a variacdo de entropia (AS.g). A variagdo da energia livre de Gibbs (AG,gs) negativa indica
espontaneidade do processo de adsorcao, assim para que uma adsorcao ocorra, os valores de AG

devem ser menores que zero.
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A variagdo de energia livre foi calculada a partir da seguinte equacao:

AG,4=-RTInK (Eq. 8)

onde R ¢é a constante universal dos gases (8,314 J K™ mol™) e T é a temperatura, em Kelvin ¢ K é
a constante de equilibrio, sendo utilizado o Ki para esta constante. J4 a variacdo de entalpia de
adsor¢do, AH,q4s foi calculada a partir da equacdo de van’t Hoff (Equacao 9), onde o grafico In K.
vs 1/T foi esbogado:

X = (Eq.9)

Para o célculo da variagdo de entropia (AS,gs) foi utilizada a Equagao 10.

AG = AH - TAS (Eq. 10)

Os dados termodinamicos obtidos sdao exibidos na Tabela 10. Nota-se que os valores de
AG,gs sdo negativos, indicando que o processo adsortivo ocorre de forma espontanea. E, ainda,
pode-se notar que estes valores sdo bem proximos. A variagdo de entalpia para o processo de
adsor¢do tem valor positivo, mostrando que o processo ¢ endotérmico. J&4 para a variagdo de
entropia foram obtidos valores positivos, demonstrando que o grau de desordem do sistema
aumentou na interface solido-liquido, devido ao processo de adsor¢do. Tais resultados serdo

discutidos mais adiante.
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Tabela 10 — Dados termodinadmicos da interagdo entre LPS-quitosana em flocos em quatro diferentes

temperaturas.
Temperatura AGygs ASads AH 44
(°C) (kJmol™) (K'mol")  (kJmol?)
25 -23,002 +64,536
31 -24.835 +94,108
+3,774
37 —24,089 +89,881
43 24,6169 +89,844

Fonte: Autor, 2010.

Apesar de serem as naftoquinonas muito semelhantes em suas estruturas, muitas das
caracteristicas fisicas e quimicas do LPS e do IPS sdo diferentes tais como: cor das quinonas
protonadas e seus respectivos sais, Amax, estabilidade, entre outras. Comportamentos diferentes
também foram encontrados quando estudados os parametros termodindmicos da interagdo entre o
IPS e a quitosana. A Figura 36 ilustra o comportamento das isotermas de adsor¢do em quatro
diferentes temperaturas do IPS. E possivel observar que, diferentemente do LPS, com o aumento
da temperatura hd uma diminuicdo da quantidade adsorvida na quitosana. Isto sugere um
comportamento exotérmico, o que também pode ser visto pelos valores de e max (Tabela 11).

Pela observacao das isotermas obtidas para as duas quinonas, pode-se concluir que ambas
estdo de acordo com o sistema de classificagdo proposto por Giles [Giles et alli, 1960]. Seguindo
este modelo, as duas se encaixam adequadamente na isoterma do Tipo L, sugerindo que a medida
que os sitios adsorventes estdo sendo ocupados, as proximas moléculas a serem adsorvidas

encontram dificuldades para encontrar novos sitios disponiveis.
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Figura 36 — Isotermas de adsor¢do do IPS em quitosana em flocos em 4 diferentes temperaturas: 25 °C,
31°C,37°Ce43°C.
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Fonte: Autor, 2010.

Tabela 11 — Parametros obtidos a partir das Isotermas de Langmuir e Freundlich para a adsor¢do de IPS

em quitosana em flocos.

Langmuir Freundlich
O ey e (mg g’ Lmgy™ " R
25 63,5036 11,3289 0,99688 66,2003 13430 0,92155
31 41,9254 10,4613 0,99838 65,4349 1,3743 091528
37 43,8333 9,0531  0,99378 62,2128 1,3375  0,91355
43 37,0358 6,9056  0,99549 35,7536 1,3905  0,88911

Fonte: Autor, 2010.
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Nota-se que a quantidade adsorvida de IPS em quitosana ¢ maior que a do LPS em
quitosana, quando se comparam os valores de q. max das Tabelas 9 ¢ 11. Os resultados obtidos do
IPS também foram aplicados aos modelos de Langmuir e Freundlich. O modelo de Langmuir foi
o que melhor se ajustou aos dados experimentais obtidos para o IPS. Na Tabela 12 encontram-se
os valores de AGags, AH,gs € ASygs. A Figura 37 exibe a comparagdo dos dados experimentais
com os resultados teodricos obtidos através dos modelos de Langmuir e Freundlich. Assim como
nos resultados obtidos com o LPS, pode-se observar que nas quatro temperaturas estudadas, o
modelo de Langmuir, também ¢ o que melhor aproxima dos resultados obtidos

experimentalmente.

Figura 37 — Comparacdo dos modelos de isoterma de Langmuir (ees) ¢ Freundlich (...), com os dados

experimentais (@) obtidos da adsor¢do de IPS em flocos de quitosana, em quatro temperaturas diferentes.
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Fonte: Autor, 2010.
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Tabela 12 — Dados termodinidmicos da interagdo entre IPS-quitosana em flocos em diferentes

temperaturas.

Temperatura AG g AS,as AH o4
(°C) (kJmol™) (K'mol")  (kJmol?)
25 —24,099 -8,795
31 -23,535 -10,477
-26,720
37 24,114 —8,406
43 -24,138 -8,172

Fonte: Autor, 2010.

A andlise das Tabelas 10 e 12 permite notar algumas peculiaridades acerca dos dados
termodinamicos exibidos pelo LPS e pelo IPS. Os valores de AG,q4s obtidos para as quinonas sao
menores que zero (~—9,5 kJ mol™), resultado que indica que ambos os processos sio favoraveis a
formacdo dos pares LPS-quitosana e IPS-quitosana. Estruturalmente, as moléculas do LPS e IPS
sdo bastante similares, porém os valores de AG,4s sao semelhantes. Uma adsorg¢ao liquido-so6lido
¢, em sua esséncia, um acimulo de adsorvato na regido interfacial, que ¢ o resultado das
interagdes entre o substrato e as espécies quimicas encontradas no sélido, interagdes estas, mais
energeticamente favordveis do que aquelas formadas no seio da solugdo. Assim, 0 AGugs € 0
resultado liquido de diversos tipos de ligacdes e/ou interagdes, que podem ser de origem
eletrostatica, ligacdes covalentes, ligagdes de hidrogénio, ligacdes ndo-polares, solvatacdo,
dessolvatacdo de qualquer espécie e, ainda, das condigdes entropicas do meio entre outras

[Somasundaran et alli, 2000].

AGygs = AGgjer T AGquim + AGy + AGy,0 (Eq. 11)

Outros parametros que merecem discussao sao 0 AH,gs € 0 ASugs. A variacdo de entalpia
de adsor¢do (AH,gs) € uma relagdo entre o niimero e a energia das ligacdes que sdo quebradas
entre adsorvato-solvente e adsorvente-solvente e formadas entre o adsorvato e o adsorvente
[Espinosa-Jiménez et alli, 2002]. O AS,4s esta associado com o grau de desordem de um sistema.
Observando as Tabelas 10 e 12, o que se pode verificar € que, para o LPS, o processo de

adsor¢do possui comportamento endotérmico, com valor de AH,gs = +3,6 kJ mol ™, e também ha
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um aumento da desordem do sistema (AS,4s > 0). J& para o IPS, a adsor¢do se comporta de modo
exotérmico AH,qs = —21,8 kJ mol'l, enquanto a variacdo de entropia passa a ser negativa (a

desordem do sistema diminui).

4.5.1 Racionalizagdo do processo de adsor¢do em relacdo a variagdo de entalpia para LPS-

quitosana e IPS-quitosana.

Ha uma diferenca de ~17 kJ mol™ quando se comparam as variacdes de entalpia dos dois
sistemas. Uma explicacdo possivel pode ser dada com base nas estruturas quimicas das quinonas
envolvidas. Anteriormente foi mostrado no item 4.4 que o IPS possui estruturas de ressondncia
que podem contribuir para o processo de adsor¢do, tornando a interagdo mais forte com a
quitosana, quando comparado ao sistema LPS-quitosana. O LPS possui apenas uma carga
negativa em sua estrutura que pode interagir efetivamente com os sitios positivos da quitosana
(outras interagdes sdo possiveis, mas aqui se discute sobre a que mais contribui para o processo
de adsorcdo). Ja o IPS apresenta duas cargas negativas com possibilidade de um maior nimero de
interagdes com os sitios positivos da quitosana. Esta observagao ¢ importante, pois a variacao de
entalpia ¢ influenciada pelo numero de interacdes, apesar das semelhancas estruturais entre os

sistemas LPS-quitosana e IPS-quitosana.

4.5.2 Racionalizagdo do processo de adsor¢ao em relagdo a variacdo de entropia para LPS-

quitosana e IPS-quitosana.

A variacdo de entropia dos dois sistemas se mostrou divergente quando foram
comparadas. De acordo com o que foi mostrado nas Tabelas 10 ¢ 12, o sistema LPS-quitosana
apresentou uma variagdo de entropia positiva € o IPS-quitosana mostrou uma variacdo de
entropia negativa. Esta mudanca de comportamento pode estar associada a limitagdo dos
movimentos de translacdo, rotacdo e vibracdo de cada quinona na superficie da quitosana,
interferindo no grau de liberdade destas moléculas. Como anteriormente ja foi admitido que o

IPS, em quitosana, possui um numero maior de interagdes do que o LPS, ¢ plausivel que o
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sistema [PS-quitosana possua uma variagao liquida de entropia negativa, pois estaria com uma
limitagdo de seus movimentos maior que o LPS [Espinosa-Jiménez et alli, 2002, Atkins, 2003].

A Figura 38 mostra o desenho esquematico das interacdes do LPS e IPS em quitosana,
levando também em consideracdo a liberacdo das moléculas de dgua da superficie da quitosana
apos adsor¢ao. Considerando que quando a molécula do LPS (Figura 38a) chega a superficie da
quitosana, uma certa quantidade de moléculas de agua deve sair para dar lugar as moléculas do
LPS que adsorvem, e além disso, deve-se obedecer o modelo de Langmuir, onde o nimero de
moléculas que saem deve ser equivalente, em areas de secdao transversal, as moléculas que
entram. Se compararmos as Figuras 38a e 38b, ¢ possivel concluir que o nimero de interagdes
do LPS em quitosana ¢ menor, fazendo com que o lapachonato ainda possua um certo grau de
liberdade na superficie do so6lido. Com isto, a variagdo liquida de entropia do sistema se torna
positiva, pois esta organizacdo gerada pela adsorcdo do LPS ndo compensa uma maior
desorganizag¢do causada pela saida das moléculas de agua. Na adsorcao do IPS (Figura 38b),
pode-se deduzir que como existe maior quantidade de sitios de interacdo, maiores sdo as
restricdes na sua liberdade de movimento, ou seja, as moléculas de IPS estdo tdo firmes e
organizadas na superficie que a desordem causada pela saida das moléculas de agua ¢ mais que
compensada, fazendo com que a variagdo liquida de entropia do sistema seja negativa [Espinosa-

Jiménez et alli, 2002, Atkins, 2003].
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Figura 38 — Esquema sugestivo das interagdes com a superficie, onde é mostrado o nimero de possiveis

sitios de adsor¢@o para o A) LPS e para o B) IPS e a diferenca de entropias entre os dois sistemas.
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Fonte: Autor, 2010.

4.6 Dependéncia da Adsor¢ao com a Forca Ionica

Com o objetivo de determinar se o processo de adsor¢cdo do LPS na quitosana ¢ afetado
pela forga i6nica, um estudo de variacdo da mesma foi realizado por meio da adi¢ao de cloreto de
sodio. As Figuras 39 e 40 exibem as isotermas de adsor¢do com controle da forca idnica

utilizando NaCl 0,01 mol L. E observado que um aumento da forga idnica diminui a quantidade
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adsorvida para ambas as quinonas em torno de 50% para o lapachonato e 20% para o
isolapachonato, mostrando que o LPS ¢ mais sensivel a este ambiente idnico que o IPS.

Isto indica que os ions Na' e CI” impedem que o LPS seja adsorvido na superficie da
quitosana com a mesma eficiéncia quando comparado a situagdo na auséncia dos ions. Para que
isso ocorra, os ions Cl” irdo competir com o grupo enolato da quinona pelos sitios amina da
quitosana, enquanto os ions Na' irfio interagir com o grupo negativo (enolato) da quinona.
Ambos os casos contribuem para a diminui¢do do grau de adsor¢do. Estes resultados comprovam
que ha influéncia da forga ionica no processo de adsor¢do, com diminui¢do da atragdo
couldmbica entre as quinonas € a quitosana, comprovando que a principal interacdo entre eles €

de natureza eletrostatica.

Figura 39 — Isoterma de adsor¢do do LPS em quitosana em flocos com (m) ¢ sem (@) adi¢do de NaCl a

37°C (I=0,02).
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Figura 40 — Isoterma de adsor¢do do IPS em quitosana em flocos com (m) e sem (o) adicdo de NaCl a
37°C (I=10,02).
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Fonte: Autor, 2010.

4.7 Cinética de Liberacao In Vitro

A Figura 41 ilustra a dessor¢do do LPS a partir dos flocos da quitosana, em funcao do
tempo em quatro diferentes meios: dgua desionizada com pH ajustado para 7,0 a 25 e 37 °C; dgua
desionizada com pH 8.0 (ajustado com NaOH 0,1 mol L) a 37 °C e tampdo fosfato em pH 8,0
(/=0,26)a37°C.

Utilizando agua desionizada a 25 °C, em pH 7,0, o processo de dessor¢do ocorre em
aproximadamente 120 minutos, atingindo um maximo de 30%. Esta baixa dessor¢do pode ser
explicada pelo aprisionamento do LPS no interior dos poros da quitosana, assim como foi visto
no modelo de difusdo intraparticula (item 4.4.3). Neste aprisionamento (interior dos poros), o
LPS pode interagir com mais de um grupo da quitosana a0 mesmo tempo ocorrendo até uma

possivel formagao de complexos como mostrado na Figura 42, assim dificultando a sua saida.
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Figura 41 — Cinética de Liberagdo in vitro de LPS em quatro diferentes meios: 25 °C em pH 7,0 (m); 37
°C em pH 7,0 (e); 37 °C em pH 8,0 (A) e 37 °C em tampao fosfato, pH 8,0 ().
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Fonte: Autor, 2010.

Figura 42 — Esquema sugestivo das interagdes entre as moléculas das quinonas e os sitios ativos da

quitosana no interior de seus poros. LPS [R= CH,CHC(CHj3);] e IPS [R= CHCHCH(CH3),].
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A 37 °C com pH 7 e 8, ndo ¢ possivel visualizar diferengas na porcentagem de dessor¢ao
(em torno de 40% para ambos os meios). Quando a forga idnica € elevada, utilizando uma
solugdo de tampao fosfato (PBS) em pH 8,0 (/ = 0,26), uma porcentagem de dessor¢ao de 100%
foi observada ap6s 60 minutos, permanecendo constante por 4 horas seguidas, confirmando que o
LPS possui maior afinidade com este meio que com a superficie da quitosana, como mostrado na
Figura 43. Esta figura mostra como os ions expulsam a quinona do interior dos poros. A medida
que os ions penetram nos poros, as interagdes de LPS-quitosana vao sendo desfeitas de forma que
a liberacdo do LPS no meio tamponado ¢ aumentada. Isto também sugere como a forca idnica do

meio interfere na dessorcéo.

Figura 43 — Esquema da liberagio de LPS/IPS por meio do rompimento das interagdes pelos ions HPO,*
e HPO,". LPS [R= CH,CHC(CHj;),] e IPS [R= CHCHCH(CHs;),].
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Fonte: Autor, 2010.

A Figura 44 mostra a dessor¢cdo do IPS a partir dos flocos da quitosana em fun¢do do
tempo em trés diferentes meios a 25 °C: 4gua desionizada com pH ajustado para 7,0; dgua

desionizada com pH ajustado para 8,0 e tampao fosfato em pH 8,0.
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Resultados importantes foram vistos no estudo da dessor¢ao do IPS. De acordo com a
Figura 44, o que se pode notar, ¢ que nas mesmas condi¢cdes (pH e temperatura) a dessorcao de
IPS (~10%) ¢ menor que a do LPS (~35%), exceto para o meio tamponado. Isto indica, mais uma
vez, o quanto o IPS esta mais fortemente ligado a superficie da quitosana que o LPS. Ja para o
meio tamponado, a dessor¢do do IPS é em torno de 80%, mostrando que a influéncia da forga

ionica € menor que aquela para o LPS.

Figura 44 — Cinética de Liberagio in vitro de IPS em trés diferentes meios a 25 °C: pH 7,0 (/ = 1x107)
(m); pH 8,0 (I = 1x10°) (®) ¢ tampdo fosfato, pH 8,0 (/=0,26) (A).
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Fonte: Autor, 2010.

Estes resultados ressaltam ainda mais a importancia da liga¢do dupla conjugada presente
na cadeia lateral do IPS, pois ¢ através dela que existe a possibilidade de formagado de mais cargas
negativas em sua estrutura. A presenga desta conjugacdo (ausente no LPS), e consequentemente,
a maior quantidade de cargas fez com que ocorressem mudancas em varios parametros estudados:
os valores encontrados de . para o IPS foram maiores comprovando que ele esta presente em
maior quantidade na superficie; a variagdo de entalpia para o IPS ¢ maior, mostrando que existem

mais interagdes entre ele e a quitosana do que entre o LPS e a quitosana; o maior nimero de
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interagdes também causou uma diferenca entre as variagcdes de entropia das duas quinonas, e por

fim também favoreceu a uma menor porcentagem de dessor¢ao.

4.7.1 Estabilidade do sistema LPS-Quitosana e IPS-Quitosana

O objetivo desta etapa foi determinar se as quinonas apds adsor¢do em quitosana teriam
um aumento em sua estabilidade quando comparadas com as mesmas em sua forma livre. Este
estudo ¢ de grande utilidade, pois a partir deste ¢ possivel saber se os sistemas LPS-Quitosana e
IPS-Quitosana podem ser conservados por tempos mais longos do que aqueles apresentados pelas
formas nao modificadas. Para isso foi necessario avaliar o comportamento da dessor¢do ¢ a
manutencao de caracteristicas espectroscopicas de ambas as quinonas ao longo de varios dias.

A Figura 45 mostra o percentual de liberagdo das quinonas a partir da quitosana em
funcao do tempo (0-240 min). Esta cinética foi repetida por varias vezes, a partir da preparagao
do LPS-quitosana ou IPS-quitosana nos dias 0, 5, 12, 21, 28, 49, 56 e 63. A Figura 45a refere-se
a liberacao do LPS. Nota-se que esta ficou em torno de 25% para 0 e 21 dias e ficou em torno de
37% para os outros dias. Quando se compara este resultado com o obtido para o LPS na sua
forma solida (Figura 16, p.51), pode-se concluir que o LPS em quitosana tornou-se mais estavel.
Resultados semelhantes também foram obtidos para o sistema IPS-quitosana. A Figura 45b
apresenta a liberacdo de IPS a partir da quitosana em torno de 10%, para todos os dias ja
comentados. Este sistema também proporcionou uma maior estabilidade para o IPS quando

comparado com sua forma solida (Figura 17, p.51).
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Figura 45 — Cinéticas exibindo a porcentagem de liberagdo de LPS (A) e IPS (b) a partir da LPS-
quitosana e IPS-quitosana em diferentes dias. (w) 0 dias, (0) 5 dias, (e) 12 dias, (o) 21 dias, (A) 28 dias,
(A) 49 dias,(#) 56 dias, (0) 63 dias. Insert a: Espectro de UV-VIS do LPS apo6s a dessor¢do com 0 (—) e
63 (...) dias de estocagem. Insert b: Espectro de UV-VIS do IPS apds a dessor¢do com 0 (—) e 63 (...)

dias de estocagem.
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Fonte: Autor, 2010.

Com isso pode-se concluir que ambos os sais quando associados a quitosana permanecem
mais estaveis que quando na sua forma pura sélida, fazendo dos sistemas LPS-quitosana e IPS-
quitosana perfeitamente vidveis, em termos de estabiliza¢do das quinonas, para emprego posterior

no controle das larvas do mosquito vetor da dengue e em outras atividades biologicas.

4.8 Analises de Superficie da Quitosana

Esta analise foi feita para comprovar a presenca das quinonas na superficie da quitosana
em flocos. A Figura 46a apresenta o espectro do LPS puro com uma banda de absor¢dao em
comprimento de onda maximo em 523 nm. A Figura 46b apresenta os espectros da quitosana
pura, LPS-quitosana e LPS misturado com um padrio de BaSO,;. A quitosana pura nao
apresentou absor¢do significativa nesta regido. Ja a amostra de LPS-quitosana apresentou a banda

de absorgao caracteristica (Amax €m 498 nm). Comparando esta banda com a mesma do LPS puro
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pode-se observar que estd deslocada para menores comprimentos de onda (deslocamento

hipsocromico), com isso, provavelmente, o LPS estd em um ambiente mais polar do que na
b b b

interagdo dele com ele mesmo no so6lido, podendo-se concluir que realmente existe uma interagao

entre a quitosana e o farmaco na superficie.

Figura 46 — Espectros de refletancia difusa do LPS em quitosana, onde (m) LPS puro, (m) LPS misturado

com BaSQO,, (m) quitosana em flocos, (m) quitosana em flocos / LPS.
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Fonte: Autor, 2010.

4.9 Analise com a Quitosana em po

Outra possibilidade de se utilizar a quitosana além da forma de flocos ¢ em sua forma
pulverizada. Experimentos como cinética de adsor¢do (Figura 47) e isotermas de adsorcao
(Figura 49) foram feitos utilizando a quitosana na forma de pd. Esta etapa foi necessaria apenas
para determinar se o p6 possui 0 mesmo comportamento de adsorcao frente ao LPS e ao IPS. A
quitosana tanto em floco como em p6 possuem areas superficiais muito semelhantes sendo 1,75
m® g' e 1,89 m? g, respectivamente, sendo determinadas pelo método de BET.

A Figura 47 exibe as cinéticas de adsor¢ao do LPS e IPS utilizando quitosana em pé em
duas concentracdes diferentes (3x10” e 3x10™* mol L™"). Pode-se notar que o tempo de equilibrio

para as duas substancias ¢ o mesmo obtido para a quitosana em flocos (60 minutos), assim como
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a quantidade adsorvida no equilibrio permanece com poucas alteragdes (~4,5 mg g para o LPS ¢
~5,5 mg g para o IPS) (Figuras 47a ¢ 47b). Os modelos cinéticos de pseudo-primeira-ordem
(Figuras 48a e 48b) e pseudo-segunda ordem também foram aplicados (Figuras 49a e 49b) e
ndo foram encontradas diferencas quando comparados aos modelos aplicados, utilizando
quitosana em flocos [Figuras 27 (p.61), 28 (p.61), 29 (p.63) ¢ 30 (p.64)]. As isotermas de
adsor¢ao (Figura S50a e 50b) também nao apresentaram resultados diferentes daqueles obtidos
com a quitosana em flocos [Figuras 34 (p.70) ¢ 36 (p.76)]. Como esperado, ndo foram
observadas diferengas significativas entre a quitosana em flocos € a quitosana em po, em termos

de velocidade de adsor¢do e quantidade das quinonas adsorvidas.

Figura 47 — Cinética de adsor¢do do LPS (A) e IPS (B) a 25 °C em duas concentragdes diferentes: (m)
3x10° mol L' e 3x10* mol L (e) utilizando 90 ¢ 100 mg de quitosana em po para o LPS e IPS

respectivamente.
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Figura 48 — Modelo cinético de pseudo-primeira-ordem da adsor¢do do LPS (A) e IPS (B) em po de

quitosana em duas concentragdes diferentes: 3x107 mol L™ (m), e 3x10* mol L™ ().
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Fonte: Autor, 2010.

Figura 49 — Modelo cinético de pseudo-segunda-ordem da adsor¢cdo do LPS (A) e IPS (B) em po de

quitosana em duas concentragdes diferentes: 3x10° mol L' (@), e 3x10* mol L' (m).
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Figura 50 — Isotermas de adsor¢@o do LPS (A) e IPS (B) em quitosana a 25 °C
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5 CONCLUSOES

Estudos prévios mostraram que o lapachonato (LPS) e o isolapachonato (IPS) de sodio,
quando na forma pura sofrem degradacdo quando estocados por longos periodos de tempo,
alterando sensivelmente a solubilidade destas substincias. Outros resultados também mostraram
que as solugdes destas quinonas também sdo instaveis, com a solu¢do de IPS sofrendo
modificagdes apods 15 dias de preparagao.

Os estudos de adsor¢ao do LPS e do IPS em flocos de quitosana mostraram que ambos
adsorvem na quitosana, e que este processo ¢ dependente do pH da solugdo. A adsor¢do se
mostrou mais efetiva em valores mais baixos de pH, confirmando que a quitosana necessita de
uma etapa de protonacdo para se mostrar efetiva na adsor¢ao destas substancias.

Os estudos cinéticos de adsor¢do revelaram que os processos de adsor¢do ocorrem de
forma réapida, atingindo o equilibrio em aproximadamente 60 minutos. O modelo de pseudo-
segunda-ordem se ajustou de uma melhor forma aos dados experimentais de adsorc¢do,
evidenciando que mais de uma etapa influencia a velocidade de adsor¢dao. O modelo de difusdao
intraparticula também foi Util para determinar que a etapa limitante da velocidade de adsorcao ¢
aquela da penetracao da quinona nos poros da quitosana. Foi também mostrado que a etapa de
difusdo na camada de fronteira tem um papel importante. Os experimentos também revelaram
que o IPS adsorve em maior quantidade na quitosana que o LPS.

As isotermas de adsor¢do das duas quinonas mostraram que as duas seguem
preferencialmente o modelo descrito por Langmuir, indicando uma adsor¢do em monocamadas
com uma superficie energeticamente homogénea. Maiores quantidades de IPS adsorvido também
foram obtidos com as analises das isotermas. Foi também observado que quando a forca idnica €
elevada, a quantidade de quinona adsorvida ¢ claramente diminuida, indicando a natureza
eletrostatica da interacdo das quinonas com a quitosana.

Quando os parametros termodinamicos (AH.gs, AGags, ASags) foram comparados,
observou-se que o processo de adsor¢ao foi espontaneo para as duas quinonas. Para o LPS, foi
constatado que sua interagdo com quitosana sé foi favoravel com o aumento da temperatura, ou
seja, caracterizando o processo como endotérmico. Assim, para o processo ser espontdneo houve
uma contribui¢do entrdpica significativa. Ja para o IPS, o processo de adsorc¢ao foi exotérmico, e

para manter tal processo espontaneo, houve uma contribuicao entalpica.
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Todos estes resultados mostram que a ressonancia do grupo naftoquinonico com a ligagao
dupla na cadeia lateral possui grande importancia na adsor¢ao do IPS.
A forca ionica influencia de forma significativa na liberacdo das quinonas a partir da

quitosana e que o IPS sofre menor influéncia que o LPS.
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6 PERSPECTIVAS

1) Preparar comprimidos utilizando aglutinantes, e verificar a influéncia destas

substancias no processo de dessorcao.

2) Realizar experimentos de campo utilizando os comprimidos/sachés previamente

preparados de LPS-quitosana e IPS-quitosana frente as larvas de Aedes aegypti.

3) Comparar com os estudos realizados com sélidos nao formulados.
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