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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo verificar a capacidade de adsor¢céo do corante
natural norbixina em microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido. As
microesferas puras e reticuladas foram caracterizadas por IV, TGA, DSC e MEV. A
andlise de IV indicou a formacdo de uma ligacdo de imina entre a quitosana e o
corante, confirmando o processo de reticulacdo. As andlises de TGA e DSC
confirmam a presencga de novo material. A estrutura externa obtida das microesferas
mostrou-se sem fissuras ou porosidade aparente. Os estudos de dependéncia do pH
na adsorcdo do corante mostram que o pH 6timo de adsorgéo ocorreu em pH 6,0. A
partir dos estudos cinéticos verificou-se que o equilibrio de adsorcéo foi atingido em
torno de 9 horas. A constante de velocidade foi calculada, sendo encontrado k =
5,63 x 10 min.>. O estudo da isoterma de adsorcéo foi interpretado utilizando o
modelo proposto por Freundlich. Com os resultados da isoterma verifica-se que a
adsorcao do corante pelas microesferas reticuladas com glutaraldeido é favoravel.

Palavras — chave: Urucum - adsorcao. Quitosana.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Pigmentos carotenoides

O termo carotendide se refere a um grupo de pigmentos de cor amarela a
vermelha, os quais sdo amplamente distribuidos nos reinos vegetal e animal, fungos
e bactérias. Em geral, sdo compostos que possuem oito unidades isoprendides cuja
ordem é invertida no centro da molécula (Figura 1). Todos os carotendides podem
ser considerados como derivados do licopeno (C4oHsg) por reacdes envolvendo: (1)
hidrogenacao, (2) deshidrogenacéo, (3) ciclizacdo, (4) insercdo de oxigénio, (5)
migracdo de dupla ligagao, (6) migracdo metil, (7) elongacdo de cadeia e (8)
encurtamento de cadeia (DELGADO - VARGAS et al., 2000; ALVES, 2005).

CH, CH, CH, CH,

Centro da Molécula

Licopeno

Figura 1. Molécula de um Carotendide.

Os carotendides podem ser divididos em duas familias de compostos: os

carotenos, que ndo possuem oxigénio (como o [-caroteno) e as xantofilas, que

contém pelo menos uma funcdo contendo o atomo de oxigénio (como a luteina)
(SCHOEFS, 2002; PARIZE, 2005).

Ainda, os carotendides tém sido classificados como primarios ou
secundarios. Os carotendides primarios agrupam 0s compostos requeridos pelas
plantas na fotossintese (B — caroteno, violaxantina e neoxantina), enquanto que 0s
carotendides secundarios estdo localizados nas frutas e flores (a - caroteno, B —
criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina, capsantina, capsorubina) (ALVES, 2005).

Algumas estruturas de alguns carotendides sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2 . Estruturas de Alguns Carotendides.

Os carotenoides sdo o grupo de pigmentos mais amplamente distribuidos.
Eles tém sido identificados em organismos fotossintéticos e ndo fotossintéticos: em
plantas superiores, algas, fungos, bactérias, e em pelo menos uma espécie de cada
forma de vida animal. Os carotendides sdo responsaveis por muitas das cores
brilhantes, como o vermelho, laranja e amarelo, das frutas, vegetais, fungos, flores, e
também passaros, insetos, crustaceos e trutas. Somente 0s microrganismos e

plantas podem sintetizar os carotendides; os carotendides em animais provém



destas duas fontes, embora eles possam ser modificados durante seu metabolismo
para serem acumulados nos tecidos (ALVES, 2005).

Mais de 300 carotenoides foram identificados até 1972, e cerca de 600 até
1992. Na verdade, este numero ja foi excedido considerando que muitos
carotenoides foram isolados de organismos marinhos. A producgdo total de
carotendides na natureza foi estimada em 10° toneladas por ano, e sua maior parte
esta concentrada em quatro carotendides: fucoxantina, em algas marinhas; luteina,
violaxantina e neoxantina, em folhas verdes (DELGADO - VARGAS et al., 2000;
DOWNHAM e COLLINS, 2000).

A absorcdo da luz pelos carotendides deve-se a presenca de ligacdes
duplas carbono - carbono conjugadas. A esta série de duplas ligacbes conjugadas
da-se o nome de cromoforo. Quando a luz é absorvida pela molécula, uma parte da
energia do foton é transferida para ela. A molécula absorvendo energia é levada de
um estado de menor energia (estado fundamental) para um estado de maior energia
(estado excitado). O resultado dessa absorcdo de energia, sempre corresponde a
bandas de absorcao do espectro de absorbéancia (SCHOEFS, 2002).

A técnica de espectroscopia de UV - Visivel € uma técnica importante para a
andlise dos carotendides, pois fornece a informacdo sobre a presenca de anéis,
carbonilas e efeitos isoméricos (DELGADO - VARGAS et al., 2000). Porém se a
absorcado desta energia chegar a um valor critico, ocorre 0 rompimento das ligagdes
duplas, ocasionando a formacdo de compostos que contribuem para um
atenuamento da cor.

Observa-se que, dentre os corantes naturais (carotendides), o urucum € o
mais utilizado pela industria, representando cerca de 90% dos corantes naturais
usados no Brasil e 70% no mundo. As preparacdes de urucum sdo usadas para
colorir manteiga, queijos, produtos de panificacdo, Oleos, sorvetes, cereais e
embutidos (PARIZE, 2005).

1.2 Corante natural Urucum

O extrato de urucum € obtido do pericarpo da semente de uma planta da

familia das Bixaceas que é conhecida pelo seu nome boténico Bixa Orellana L.,
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originario da América Tropical, podendo atingir alturas entre 2 e 6 metros. Tem
folhas codiformes, pontudas e dentadas (Figura 3) (ALVES, 2005; PARIZE, 2005).

Figura 3. Urucuzeiro.

O objetivo principal do cultivo do urucuzeiro é a extracdo dos corantes bixina
e norbixina. A bixina de coloracéo variando de vermelha a castanho avermelhada é
lipossoluvel e a norbixina de coloracdo castanho-avermelhado a castanho, é
hidrossoluvel (ALVES, 2005).

O extrato de urucum é conhecido como um dos mais antigos corantes,
utilizado desde a antiguidade para a coloracdo de alimentos, téxteis e cosméticos.
Hoje em dia também é utilizado em uma ampla faixa de produtos como cereais,
salgadinhos, sorvetes e temperos (COLLINS, 1992; ALVES, 2005). No Brasil,
guantidades substanciais de sementes de urucum processadas sdo vendidas em
varejos misturadas com outros ingredientes para serem adicionados a sopas e
pratos com carnes, como temperos, similar a paprica na Europa (HENDRY &
HOUGHTON, 1992).

O principal pigmento encontrado nos extratos a base de 6leo ou gordura das
sementes de urucum é o carotendide bixina, que é o monometiléster do acido
dicarboxilico norbixina. A estrutura molecular destes compostos é apresentada nas
Figuras 4 e 5 (ALVES, 2005).
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CH, CH, CH,
H.COOC - CH =
CH,
cis - bixina
Figura 4 . Molécula de Bixina.
CH, CH, CH,
HOOC - CH X PN N C= C\)\/CHCOOH
CH,

cis - norbixina
Figura 5. Molécula de Norbixina.

Bixina, o principal composto colorido, é lipossoluvel, embora somente em
parte, soluvel em cloroformio, acetona, éter etilico, etanol, etc. e insolivel em agua;
possui uma absorbancia maxima a 439 nm, 470 nm e 501 nm em cloroférmio e a
526 nm, 491 nm e 457 nm em dissulfeto de carbono; o coeficiente de extingdo é
E'*1m(470) = 2826 em CHCI3/10 mg bixina pura; ponto de fusdo 198°C; coloracéo
amarela em extrato diluido e vermelha escura em extrato concentrado; instavel a luz
e temperaturas acima de 125°C, e ocorre nas formas cis e trans. A hidrélise alcalina
da bixina produz o sal do correspondente acido dicarboxilico cis e trans-norbixina,
que é soluvel em agua. Sob aquecimento, cis-bixina é convertida em trans-bixina,
uma forma mais estavel e mais solivel. Um novo aquecimento da bixina leva a
formacdo de compostos de degradacdo (HENDRY; HOUGHTON, 1992; ALVES,
2005).

/A compostos de
—_—

. » A .
cis - bixina — trans - bixina -
degradacao

hidrélise hidrolise

cis - norbixina trans - norbixina



12

A norbixina, um &cido dicarboxilico, é hidrossoluvel, insolivel em alcool,
propileno glicol, 6leo e gordura; possui uma absorbancia maxima a 527 nm, 491 nm
e 458 nm em dissulfeto de carbono e ponto de fusdo de 300°C. E instavel na
presenca de luz e em solucdo quando se muda o pH (ALVES, 2005).

A utilizacdo dos carotenodides como corantes para alimentos, esbarra na
sensibilidade que estes produtos apresentam frente a fatores como oxigénio, luz,

estabilizadores metalicos, insolubilidade em agua e altos custos (PARIZE, 2005).

1.3 Importancia dos corantes naturais

Desde as primeiras civilizagdes, os produtos naturais foram usados para dar
uma apresentacdo atrativa aos produtos feitos pelo homem e até mesmo como
pintura para o corpo. Acafrdo e outras espécies eram usados freqientemente para
dar a cor amarela em diversos alimentos e existe evidéncia de que a manteiga era
pigmentada com estes produtos. As primeiras informacdes a respeito do uso de
corantes derivados de minerais datam do século XIX; contudo alguns deles
causaram sérios problemas de saude. Cromato de chumbo e sulfato de cobre foram
usados para pigmentar balas, mas no processo de pigmentacdo, arsénico e outras
impurezas eram adicionadas freqientemente. Naquela época também comecaram
0s usos de corantes de alcatrdo e outros derivados de petrdleo no processamento
de alimentos, medicamentos e cosméticos (DOWNHAM; COLLINS, 2000).

Os corantes sintéticos tém sido usados por muitos anos. Em 1938 foi
reconhecido o uso de aproximadamente 200 e hoje em dia somente sete podem ser
usados na pigmentacdo de alimentos. Contudo, nos ultimos 30 anos os aditivos
sintéticos tém sido severamente criticados, e o0s consumidores mostram uma
rejeicio a estes produtos e especialmente devido aos efeitos carcinogénicos
associados, aumentando assim a demanda pelos corantes naturais.

No periodo de 1960 a 1970 nos Estados Unidos, os movimentos ativistas
ambientais fizeram uma intensa campanha contra os aditivos sintéticos para
alimentos, e esta atitude foi convertida em um fendmeno mundial. Atualmente, o
namero de vantagens dos corantes naturais sobre o0s sintéticos tem aumentado
devido as propriedades farmacoldgicas associadas aos pigmentos naturais (ALVES,
2005).
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Os corantes sintéticos possuem vantagens bem conhecidas sobre os
corantes naturais baseado no alto poder de pigmentacdo, estabilidade,
armazenagem, facilidade no processamento e sdo mais baratos e disponiveis em
quantidades ilimitadas. Por outro lado, alguns produtos possuem um bom valor de
mercado somente se eles forem coloridos com produtos naturais, como por exemplo,
na manufatura do queijo Cheddar, somente o pigmento de urucum é utilizado e na
pigmentacdo de produtos de frango, sendo que corantes sintéticos ndo sao
adequados.

Apesar de todas estas informacbOes a respeito dos corantes naturais e
considerando-se o grande numero de artigos sobre corantes, leva a crer que a area
destes corantes para alimentos € muito ativa, mas de fato ndo €, porque a maioria
deles ndo é aplicavel em nivel industrial por ndo atenderem o0s requisitos
econdmicos, legais e de seguranca que a maior parte dos governos tém
estabelecido para os aditivos de alimentos (DELGADO - VARGAS et al.,, 2000;
ALVES, 2005).

1.4 Biopolimeros quitina e quitosana

Quitina e quitosana sdo derivadas da celulose, sendo que a diferenca esta
no grupamento hidroxi da posi¢édo 2 da celulose que foi substituida pelo grupamento
acetamido na quitina e por grupo amino no caso da quitosana.

A quitina é talvez, o segundo mais importante polissacarideo natural, € um
homopolimero plano composto por unidade de B - (1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-
glicose com uma configuracdo tridimensional a — helicoidal estabilizada por pontes
de hidrogénio intramoleculares. E encontrada em animais marinhos, insetos e fungos
(GONCALVES, 1999).

A quitosana € o derivado da quitina, obtido a partir de reacdo de
desacetilagdo em meio alcalino. Partindo-se da quitina (Figura 6a), através de um
primeiro tratamento com hidroxido de sodio concentrado, ocorre a desacetilacdo das
ligacbes N-acetil. Apos a dissolucdo do material obtido em &cido acético e

precipitacdo em hidroxido de sddio, obtém-se a quitosana (Figura 6b).
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Figura 6 . Estruturas quimicas: a) quitina; b) quitosana.

A quitosana é um copolimero constituido de unidades B - (1, 4)-2-amino-2-
desoxi-D-glicopiranose e [B(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, ilustrada na
Figura 6b. A maioria dos grupamentos acetamido (-NHCOCHS3) na quitina, durante a
reacao de hidrolise alcalina, sdo transformados em grupos amino (-NH;) ao longo da
cadeia polimérica. Desta forma, qualquer polimero quitina que possua um grau de
desacetilagdo maior que 40%, jA& pode ser considerado quitosana. A quitosana
possui trés tipos de grupos funcionais reativos: um grupo amino, um grupo hidroxila
primario e um grupo hidroxila secundario, localizados nas posi¢cdes C-2, C-6 e C-3
respectivamente, na cadeia polimérica (FURLAN, 1997; KIMURA, 2001; PARIZE,
2005).

Embora a estrutura seja representada como um homopolimero, o processo
de desacetilacdo raramente € completo e a maioria dos produtos comerciais sao
copolimeros de unidades repetidas de quitosana e unidades repetidas de quitina.
Importantes caracteristicas da quitosana séo, seu peso molecular, viscosidade, grau
de desacetilacdo, cristalinidade, grau de polimerizagdo, hidrofilicidade, pKa,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, propriedades antibactericidas e bioatividade
(GONGCALVES, 1999; KIMURA, 2001).
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Os grupos amino presentes em toda a extensdo da cadeia polimérica, dédo a
quitosana um carater de polieletrdlito catibnico em pH < 6,5, fazendo com que o
polimero seja soluvel em solu¢gbes com o pH < 6,5.

Nos ultimos anos, muitas foram as aplicagbes da quitosana. Devido a
natureza da cadeia polimérica ter configuracdo rigida em sua grande extenséo, a
quitosana tem sido utilizada para preparacdo de filmes, géis e esferas, que sao
utilizados na biomedicina, em cosméticos e na indastria alimenticia (PARIZE, 2005).
Apresenta atividade bioestimulante em processos de cicatrizacdo de varios tecidos,
reducdo do nivel de colesterol no sangue e estimulacdo do sistema imunoldgico.
Tem sido usada em projetos de membranas para hemodialise, marcadores seletivos
em células tumorais (GONCALVES, 1999).

Para se utilizar a quitosana em pH baixos € necessario a reticulagdo do
polimero. Este processo consiste em bloquear os grupos amino da quitosana com
um agente bifuncional (tais como, glutaraldeido e epicloridrina) tornando a quitosana
guimicamente mais inerte e resistente ao meio acido. A reacdo com glutaraldeido,
por exemplo, é a reacdo de formacdo de bases de Schiff, onde o grupo carbonilico
do aldeido presente no agente reticulante reage com o grupo NH; da quitosana. Esta
reacao gera produtos com cor intensa, estaveis ao ar e insoluveis na maioria dos
solventes organicos (PARIZE, 2005).

As aminas primarias e secundarias reagem rapida e reversivelmente com o0s
grupos carbonila de aldeidos e cetonas para formar a - hidroxi - aminas, em geral,
estas sofrem desidratacdo espontanea, particularmente em presenca de
catalisadores acidos, para formar iminas substituidas ou bases de Schiff.

Desta maneira, a quitosana, quando tratada com um reagente que contenha
dois ou mais grupos funcionais reativos (grupos aldeidos), podera formar ligacdes
intermoleculares ou cruzadas ou reticuladas (cross-linked) entre os grupos amino do
polimero e os grupos aldeidos do reagente (base de Schiff). As ligacdes covalentes
entre 0s grupos amino e os aldeidos terminais extremos do agente reticulante sao
irreversiveis e resistentes a pH e temperatura. Assim o agente reticulante bifuncional
glutaraldeido (1,5-pentanodiol) pode ser usado para inibir a solubilizacdo através da
formacao da base de Schiff com os grupos amino livres da unidade glicosamina do
polimero (FAVERE, 1994; KIMURA, 2001).
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O glutaraldeido apresenta a férmula molecular CsHgO, e tem peso molecular
100,11 g mol™. E preparado por tratamento do 2-etoxi-3,4-diidro-2-H-pirano com
acido cloridrico aquoso. E soltvel em agua e volatil.

Sua LDsp € de 25%, em ratos oralmente 2,38 mL/kg e penetracdo atraves da
pele em coelhos 2,56 mL/kg. A estrutura do glutaraldeido estd representada na
Figura 7.

N ak
C-CH, -CH,-CH,-C

N

O/ \O

Figura 7 . Estrutura quimica do glutaraldeido.

Depois de reticuladas, as microesferas de quitosana adquirem
caracteristicas que melhoram a resisténcia a degradacdo bioldgica e quimica,
aumenta a forca mecanica e a resisténcia a abraséao.

A Figura 8 ilustra a reacao entre a quitosana e glutaraldeido com a obtencéo
da quitosana reticulada (KIMURA, 2001).
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Figura 8 . Estrutura da quitosana reticulada com glutaraldeido.

A quitosana também apresenta aplicacbes nas areas da agricultura
(tratamento de sementes, inseticidas), processamento de alimentos e biotecnologia,
producédo de papel, téxtil, produtos fotograficos, agente quelante de metais pesados
(Cd, Hg, Pb, Cr, Ni). Este biopolimero representa uma alternativa interessante e
atrativa como adsorvente de corantes, devido a sua estrutura, caracteristicas fisico-
quimicas, alta reatividade, resultantes da presenca de grupos quimicamente
reativos, como hidroxila, acetamido e grupos amino, na cadeia polimérica
(GONCALVES, 1999; KIMURA, 2001).
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1.5 Estudos de adsorgao

7

A adsorcdo € um processo, que envolve o contato de uma fase fluida
contendo o soluto livre com uma fase particulada rigida, que esteja a remover ou
estocar, seletivamente, um ou mais solutos presentes na solu¢cdo. De um modo geral
a adsorcdo acontece como resultado de forcas ndo balanceadas na superficie as
quais atraem e seguram certas moléculas, o adsorvato, do fluido ao redor da
superficie do solido, o adsorvente. A energia de adsorcao determina a forca com a
qual a molécula é adsorvida relativa a outras moléculas no sistema (FAVERE, 1994).

O estudo de adsorcao é importante para varios processos fisico-quimicos e
para entender os fendbmenos de coloracao de téxteis, clarificacdo e despoluicao de
efluentes industriais (WONG, 2004; ALVES, 2005; PARIZE, 2005).

Varios sdo os adsorventes citados na literatura, dentre eles: o carvao ativo, a
turfa, a quitina e a silica, porém observa-se que a capacidade de adsor¢do destes
ndo é muito significativa para corantes. Recentemente, a quitosana tem sido
amplamente utilizada como adsorvente por possuir em sua cadeia polimérica um alto
conteudo de grupos amino e hidroxila, mostrando um alto potencial para a adsor¢ao
de corantes, ions metélicos e proteinas. Outros fatores que tornam a quitosana tao
atrativa como adsorvente, inclui a abundancia, a nao toxicidade, hidrofilicidade,
biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades antibacterianas.

Foram observadas as habilidades da quitosana em remover corantes acidos
de solucéo por adsorcéao, e a utilizacdo de microesferas reticuladas com epicloridrina
para investigar a adsorcao do corante vermelho reativo 189 em soluc¢des de pH 1, 3,
6 e 9 (PARIZE, 2005). Kimura (2001), avaliou a capacidade de adsorgéo do corante
reativo laranja 16 pela quitosana reticulada com glutaraldeido. Wong et al. (2004),
observaram a habilidade da quitosana em remover corantes acidos de solucdo por
adsorcao.

O tipo de interacao dos grupos funcionais do adsorvato sobre a superficie do
adsorvente determina o tipo de ligacao entre adsorvato/adsorvente e, portanto define
se 0 processo € adsorcao fisica ou quimica (KIMURA, 2001). Na adsorcao fisica
(também chamada fisiossor¢do) ha uma interacdo de van der Waals (interagdo de
disperséo ou interagéo dipolo-dipolo, por exemplo) entre o adsorvato e 0 adsorvente.
Na adsorcao quimica (também chamada quimiossorcao), as moléculas (ou atomos)

unem-se a superficie do adsorvente por ligacbes quimicas (usualmente covalentes)
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e tendem a se acomodar em sitios que propiciem o nimero de coordenagdo maximo
com o substrato (ATKINS, 2004).

A capacidade maxima de um adsorvente ndo pode ser completamente
utilizada na pratica devido aos efeitos de transferéncia de massa, envolvidos no
processo de contato fluido-sélido. Para estimar a capacidade de adsorgéo pratica ou
dindmica, primeiramente é essencial ter a informacdo do equilibrio de adsorcao.
Entdo, analises cinéticas sdo conduzidas dependendo dos tipos de processos de
contato (ALVES, 2005).

A relagéo entre as concentragfes da substancia que é distribuida entre as
duas fases (solucdo e adsorvente), isto €, a razdo entre a concentracdo do
adsorvato na fase solida e a concentracdo de equilibrio na fase aquosa, a
temperatura constante, € denominada de isoterma de adsor¢cdo ou de equilibrio
(FAVERE, 1994; KIMURA, 2001).

A capacidade de adsorcao de corantes sobre o polimero quitosana tem sido
estudada usando a técnica da isoterma de adsorcdo (WONG, 2004).

A isoterma de Langmuir € a isoterma mais amplamente utilizada; seu
sucesso reflete na sua habilidade de ajustar uma grande variedade de dados de
adsorcdo (FAVERE, 1994). Esta isoterma considera a superficie do adsorvente
como homogénea com sitios idénticos de energia. A equagdo de Langmuir é

representada pela equacéao 1:

_ 0. KC,
q= 1+ K Ce (Equacédo 1)

onde, g é a quantidade adsorvida (mg g%), gm é a quantidade méaxima de adsorcédo
(mg g*), K é a constante de equilibrio de adsorcdo e Ce é a concentracdo de
equilibrio (mg L™). Quando KC>>>1 a isoterma é muito favoravel e se KCe<1 esta é
desfavoravel.

Os parametros de adsorcdo podem ser determinados transformando a
equacao de Langmuir para a forma linear. A equacdo 2 apresenta a regressao

linear da isoterma:

C 1 C

e

= +
q Ka, a,

e

(Equacéo 2)
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O grafico de C¢/q versus C, permite calcular o valor de gm e K. A partir dos
parametros de adsorcdo pode-se avaliar a capacidade méaxima de adsorcdo do
adsorvato pelo adsorvente e a constante de Langmuir.

A isoterma de Freundlich é também bastante utilizada para adsorcdo em

solucdo aquosa e é dada pela equacao 3:

q-= K Cén (Equacéao 3)

onde, K é a capacidade maxima de adsorcdo e m o fator de heterogeneidade
da superficie do adsorvente. A isoterma de Freundlich considera que a superficie
nao é homogénea, possuindo sitios de energia ndo especificos, portanto nao existe
um fator limitante estequiométrico (saturacéao) (KIMURA, 2001).

As isotermas experimentais sdo Uteis para descrever a capacidade de
adsorcao, facilitar a avaliacdo deste processo numa determinada aplicagdo e para a
escolha tanto do adsorvente mais adequado como das quantidades requeridas.
Além disso, as isotermas desempenham um papel importante na construcdo de
modelos para andlises e descricdo dos sistemas de adsorcdo, permitindo uma
melhor avaliag&o tedrica e interpretagdes termodinamicas (FAVERE, 1994; KIMURA,
2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a eficiéncia do biopolimero

quitosana como adsorvente do corante natural Norbixina.

2.2 Objetivos especificos

i) Determinar o grau de desacetilacdo da quitosana.

i) Preparar microesferas de quitosana, pelo método da separacédo de
fases ou coacervacgao simples.

iii) Reticular as microesferas de quitosana com 0 agente reticulante
glutaraldeido.

iv) Caracterizar as microesferas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido por espectroscopia de infravermelho (IV) e analises
termogravimétricas (TGA e DSC).

v) Caracterizar a morfologia das microesferas por microscopia de
varredura eletrénica (MEV).

vi) Investigar o pH 6timo de adsorcéo do corante Norbixina.

vii) Investigar a capacidade de adsorcdo do corante Norbixina pelas
microesferas de quitosana reticuladas.

viii) Investigar a cinética de adsor¢cdo do corante Norbixina no pH 6timo
de adsorcao.

ix) Estudar as isotermas de adsorcdo do corante Norbixina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O biopolimero quitosana foi adquirido da Purifarma, Brasil. O corante de
urucum (Norbixina) (padrao A-260-WS) foi fornecido pela Christen — Hansen Ind. &

Com. Ltda. Todos os outros reagentes utilizados sdo de grau analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Determinacado do grau de desacetilacdo da quit osana

Para determinar o teor de grupos amino presentes na quitosana, foi
realizada titulacdo condutimétrica, adaptando-se o método de RAYMOND (1993).
Este método consiste na dissolucdo da quitosana (200 mg) na presenca de 20 mL
de HCI 0,3 mol L™, sendo em seguida diluido com 200 mL de agua destilada para
uma boa dispersao do polimero na solu¢cdo. Conduziu-se a titulacdo com NaOH 0,1
mol L™?, através de adicdes de 0,2 mL de titulante até o volume final de 100 mL. A
titulacdo condutimétrica foi realizada em triplicata.

3.2.2 Preparacéao das microesferas de quitosana

As microesferas de quitosana foram preparadas a partir da dissolucdo de
3,5g de quitosana em 100 mL de acido acético 5% (v/v), mantendo-se sob agitacao
até a completa homogeneizacdo da solucdo, resultando em uma solugdo viscosa
com aproximadamente 3,5% (m/v) de quitosana. A solugdo de quitosana foi
gotejada, com auxilio de uma bomba peristaltica, Ismatec Reglo modelo 78016-30,
em um banho de precipitacdo, contendo solucdo de NaOH 2,0 mol L. Através do
fendmeno de separacdo de fases ocorreu a precipitacdo das microesferas. As
microesferas geleificadas foram lavadas com agua destilada até pH 7,0.
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3.2.3 Modificagéo das microesferas de quitosana

No processo de reticulagdo com glutaraldeido, as microesferas de quitosana
foram deixadas em contato com uma solucdo de glutaraldeido 2,5%, em uma
proporcao de 1,5 mL de glutaraldeido por grama de microesferas durante 24 horas.

Apods esse contato as microesferas foram lavadas e deixadas secar.

3.2.4 Espectroscopia de infravermelho (1V)

As amostras de microesferas de quitosana pura, quitosana reticulada com
glutaraldeido e microesferas resultantes do processo de adsorcdo foram
pulverizadas para analise através da espectroscopia de infravermelho. O espectro
no infravermelho foi obtido na regido de 4000 — 400 cm™ com um espectrofotémetro
FT Perkin Elmer — modelo 16 PC, utilizando-se pastilhas de KBr.

3.2.5 Analises termogravimétricas (TGA)

As amostras  foram analisadas utilizando-se um Analisador
Termogravimétrico Shimadzu TGA 50. As andlises foram efetuadas sob atmosfera

de nitrogénio, com fluxo de 50 mL/min e velocidade de aquecimento de 10°C/min.

3.2.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As amostras foram analisadas utilizando-se um Analisador Shimadzu DSC
50, sob atmosfera de nitrogénio, com taxa de aquecimento de 10°C/min.

3.2.7 Morfologia das microesferas

A morfologia interna e externa, porosidade e tamanho médio das
microesferas de quitosana pura e reticuladas foram determinadas empregando-se a
técnica de Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV). As amostras foram
colocadas em estabes, recobertas com ouro e micrografadas. O diametro médio de
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cada amostra foi obtido a partir da média de uma populagdo de microesferas,
utilizando-se medidas dos diametros dos eixos vertical e horizontal. As amostras
foram analisadas empregando um Microscopio Eletrébnico de Varredura, marca
Philips, modelo XL 30.

3.2.8 Estudos de adsorcao do corante Norbixina
3.2.8.1 Estudos de massa de adsorvente

Foram preparadas 4 amostras contendo cada uma 50 mL de solucdo de
corante na concentracdo de 400 mg L™ e ajustadas com solugéo tamp&o no pH 7,0 e
massas de 50, 100, 150 e 200 mg de microesferas de quitosana reticulada. Essas
amostras foram transferidas para uma Encubadora Mini Shaker da marca Marconi,
modelo MA 832 e agitadas durante 2 horas, a uma velocidade de 150 rpm e
temperatura de 25°C. Foram retiradas aliquotas do sobrenadante de cada frasco e
analisadas por espectroscopia UV-Visivel no Anax. 452 nm, sendo a concentracdo do
corante no sobrenadante determinada utilizando-se uma curva de calibragéo e a

quantidade de corante adsorvida determinada empregando-se a Equacéo 4:

_ (G, -C,)
q-= T'V (Equacao 4)

onde g é a quantidade de corante adsorvido no polimero (mg/g), V € o volume da
solugdo (L), W é a massa de microesferas de quitosana utilizada (g), C, é
concentracdo inicial da solucdo de corante (mg L™) e C. é a concentracédo de

corante em equilibrio na solucdo (mg L™Y).
3.2.8.2 Efeito do pH na adsorcéao

Neste estudo, foram utilizadas como adsorventes microesferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido.
As microesferas de quitosana (150 mg) foram colocadas em contato com

solucées tamponadas do corante Norbixina na concentracéo inicial de 400 mg L™ na
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faixa de pH 3 — 9. Os seguintes tampdes foram preparados conforme a faixa de pH
de estudo:

pH 3,0 — 5,0 (CH3COOH/ 0,1 mol L™

pH 6,0 — 8,0 (NaH,PO./ 0,1 mol L)

pH 9,0 (C4H12:NO4/ 0,1 mol L™Y)

As solucdes tamponadas de corante contendo as microesferas, foram
colocadas individualmente em erlenmeyers fechados e transferidos para uma
encubadora e agitadas durante 2 horas, a uma velocidade de 150 rpm e temperatura
de 25°C. Foram retiradas aliquotas do sobrenadante de cada frasco e analisadas por
espectroscopia UV-Visivel, sendo a concentracdo do corante no sobrenadante
determinada utilizando-se de uma curva de calibracdo e a quantidade de corante

adsorvida foi determinada empregando a Equacao 4.

3.2.8.3 Cinética de adsor¢ao

O tempo necessario para o sistema adsorvato/adsorvente atingir o equilibrio
foi determinado colocando-se em erlenmeyer 50 mL de solu¢édo do corante (C, = 400
mg L) em contato com 150 mg de microesferas de quitosana reticulada em pH 6,0
(pH 6timo). O erlenmeyer fechado permaneceu sob agitacdo (150 rpm), a 25°C até
atingir o equilibrio de adsorcao. Aliquotas de 3,0 mL foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo pré-determinados e a concentracdo do corante foi determinada
por espectroscopia UV-Visivel, utilizando-se a curva de calibracdo do corante obtida

no pH de estudo.

3.2.8.4 Isoterma de adsorcao do corante Norbixina

Para este estudo foram utilizados 150 mg de microesferas de quitosana
reticuladas e 50 mL de soluc¢des de corante em véarias concentrac¢des, ajustadas no
pH 6timo de adsorgdo. As solugbes foram mantidas em contato com o adsorvente
até atingir o equilibrio de adsorcdo, sob agitagdo de 150 rpm e a 25°C. A

concentracdo do corante em solucao foi determinada por espectroscopia de UV-
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Visivel, utilizando-se uma curva de calibracdo. A quantidade maxima adsorvida foi

obtida empregando-se a Equacao 4.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microesferas de quitosana utilizadas neste estudo foram preparadas pelo
método de separacdo de fases, via coacervacdo simples. A formacdo das
microesferas, através deste método, resulta em um fenémeno de superficie devido a
interacdo da solugdo polimérica (solugdo de quitosana) e 0 meio coagulante
(solucdo de hidroxido de sddio), que induz a separagdo de fases, precipitando a
membrana polimérica.

As microesferas de quitosana foram reticuladas com o agente reticulante
glutaraldeido e utilizadas neste trabalho como adsorvente do corante natural
Norbixina.

4.1 Determinacéo do grau de desacetilacdo da quitos  ana (% GD)

Uma das mais importantes propriedades é o grau de desacetilacdo, o qual
determina se o0 polimero € quitina ou quitosana. Arbitrariamente, o grau de
desacetilacdo = 40% define o material polimérico como quitosana (PARIZE, 2005).

Varios métodos séo descritos para a determinacdo do grau de desacetilacdo
da quitosana, sendo a titulacdo condutimétrica o método escolhido em funcdo da
sua simplicidade e precisdo. A curva dos valores de condutancia, k, versus volume
de titulante apresenta dois pontos de inflexdo (Figura 9), sendo o primeiro
correspondente a neutralizagdo de HClI em excesso na solugdo e o segundo

referente a neutralizacdo da forma acida do polimero.
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Figura 9 . Curva de titulacdo condutimétrica da quitosana.

A diferenca entre os dois pontos de equivaléncia corresponde ao volume de
base requerido para neutralizar os grupos amino. A porcentagem de grupos amino,

ou seja, o grau de desacetilacéo foi calculado pela Equacéo 5:

MV -Vi)161
W

% GD = 100 (Equagéo 5)

onde M é a concentracdo da solugcdo de NaOH em mol L™, V; (62.70 mL) e V,
(72.97 mL) séo os volumes de NaOH em mL empregados para neutralizar o excesso
de acido cloridrico e a quitosana protonada, respectivamente, 161 é a massa de
uma unidade monomérica do polimero e W € a massa de amostra em mg
empregada na titulacdo. O grau de desacetilacao calculado por este método foi de
82,75%, sendo que este valor representa a média de trés determinacoes.

Este estudo confirma que o polimero em estudo trata-se da quitosana.
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4.2 Caracterizacdo do corante Norbixina por espectr  oscopia UV — Visivel

A Figura 10 ilustra o espectro de UV-VIS do corante natural Norbixina em
solugcdo aquosa e seu respectivo comprimento de onda maximo (Amax). A partir do
espectro de absorgcédo da solugdo do corante, no qual mediu-se a absorbancia na
faixa de 300 - 700 nm, o valor de Anax fOi determinado em 452 nm.

Foi também realizada para o corante, analise de espectroscopia no

infravermelho para caracterizacao estrutural.
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Figura 10 . Espectro eletrdnico UV-VIS para o corante Norbixina obtido em solu¢&o aquosa.
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4.3 Caracterizacao das microesferas por espectrosco  pia de infravermelho (1V)

A Figura 11 mostra os espectros de infravermelho do corante e das
microesferas de quitosana pura, reticulada com glutaraldeido e das microesferas de
quitosana reticuladas com glutaraldeido adsorvidas com norbixina.

No espectro de infravermelho da quitosana pura (Figura 11a), observa-se a
banda em 3442 cm™ referente & banda de estiramento da ligacdo —OH enquanto que
as bandas 2925 e 2867 cm™ s&o bandas de estiramento —C-H. As bandas em 1650
e 1546 cm™ refere-se ao estiramento -C=0 de amida secundaria e as vibracdes de
deformacado de —N-H de amina primaria, respectivamente.

A banda em 1388 cm™ refere-se a vibracéo do estiramento -C-H do grupo
CHjs referente ao grupo acetamido ainda presente em pequena proporcao na cadeia
polimérica e em 1080 cm™ estiramento da ligacdo -C-O de alcool primario.

No espectro de infravermelho da quitosana reticulada com glutaraldeido
(Figura 11b), observa-se uma banda em 1532 cm™ referente ao estiramento -C=N
de ligacéo de imina, confirmando a reticulagcdo das microesferas.

No espectro de infravermelho da quitosana reticulada adsorvida com corante
(Figura 11c), observa-se que néo ha alteracdes nas bandas de absor¢édo devido ao
fato de o corante ter uma estrutura quimica semelhante a estrutura do polimero.

A Figura 11(d) mostra o espectro de infravermelho do corante, sendo a
banda em 3400 cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo —OH e a banda em 2926
cm™ referente & banda de estiramento -C-H de grupo CHs. Bandas de absorcdo em

1640 e 1595 cm™, sdo devidos & vibracdo dos grupos carbonila contidos no corante.
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Figura 11. a) Infravermelho das microesferas de quitosana pura; b) microesferas de quitosana
reticuladas com glutaraldeido; c) das microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido
adsorvidas com corante Norbixina e d) corante.

4.4 Andlise da morfologia das microesferas utilizan  do microscopia eletrénica
de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura fornece informacdes sobre as
caracteristicas morfolégicas das microesferas, tais como a presenca de fissuras e
poros. Pode-se verificar também, a partir do MEV, a homogeneidade do tamanho
das microesferas formadas (MUZZARELLI et al., 2004).
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As imagens de microscopia eletronica de varredura foram reveladas a partir
de uma populacdo mista de microesferas, algumas tendo boa esfericidade. As
microesferas foram caracterizadas morfologicamente incluindo a distribuicdo e
tamanho das particulas.

A morfologia externa da microesfera de quitosana é mostrada na Figura
12(a), sendo observada uma superficie esférica, sem fissuras ou porosidade
aparente. A Figura 12(b) mostra a morfologia externa de uma microesfera de
quitosana reticulada com glutaraldeido, a qual apresentou-se também sem fissuras e
pouco porosa.

A média de tamanho para a microesfera de quitosana pura foi de 553 ym e

para a microesfera de quitosana reticulada 450 um.

el Al

GF Beh{LEeEanre

Figura 12 . Microscopia eletrdnica de varredura (50x) das microesferas: a) quitosana pura; b)
quitosana reticulada com glutaraldeido.

4.5 Andlise termogravimétrica (TGA) das amostras de microesferas de

quitosana

A termogravimetria € uma técnica que se baseia na medida de perda de
massa de uma determinada amostra em funcdo da temperatura ou do tempo. Os
termogramas, bem como as curvas originadas pela primeira derivada (DTG),
fornecem informagBes importantes sobre a estabilidade térmica do material
analisado (PARIZE, 2005).

As microesferas de quitosana puras e reticuladas foram caracterizadas por

analise termogravimétrica (TGA, DTG), Figura 13.
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Figura 13 . TGA para as microesferas: a) quitosana pura, b) quitosana reticulada com glutaraldeido.

Observa-se que todas as amostras apresentam perda de massa em torno de
100°C referente a perda de agua presente nas amostras.

Outras perdas de massa sdo observadas em torno de 327°C, temperatura
de decomposicdo da quitosana pura, e em torno de 300°C, temperatura de
decomposicéo da quitosana reticulada com glutaraldeido.

Os valores de temperatura foram determinados através da derivada primeira
das curvas termogravimeétricas.

Estes resultados indicam que as microesferas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido apresentam menor estabilidade térmica quando comparadas com as
microesferas de quitosana pura, sendo este resultado atribuido a introducdo de

novos grupos funcionais no polimero.

4.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC) das  amostras de microesferas

de quitosana

A Figura 14, mostra a analise de DSC para as amostras de microesferas de
quitosana pura e reticulada com glutaraldeido.
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Figura 14 . DSC para as microesferas: a) quitosana pura, b) quitosana reticulada com glutaraldeido.

Observa-se para as amostras, um pico endotérmico por volta de 70 — 110°C,
correspondente ao processo de remocédo de agua (umidade) presente nas amostras.
Este pico é comprovado através das analises de TGA das amostras.

Analisando a Figura 14, pode-se observar um pico exotérmico em torno de
308°C correspondente a temperatura de degradacéo da quitosana pura, e um pico
em torno de 273°C correspondente a decomposicdo da quitosana reticulada.

Estes dados confirmam a formacéo de um novo material.

4.7 Estudos de adsorcao do corante Norbixina

4.7.1 Estudos de massa de adsorvente

A Figura 15 ilustra a dependéncia da quantidade de corante adsorvido em
funcdo da massa de adsorvente. Este estudo permitiu determinar a massa de
adsorvente a ser utilizada nos estudos de adsorgéo, bem como o tempo de contato

entre adsorvato e adsorvente.
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Figura 15 . Estudo de massa de adsorvente utilizando microesferas de quitosana, T = 25°C, C, = 400
mg L*, 150 rpm, tempo de contato = 1, 2 e 3 horas.

No que se refere a quantidade de massa de adsorvente, observa-se a partir
da Figura 15, que uma massa de 150 mg de microesferas de quitosana é uma
quantidade que atinge uma capacidade 6tima de adsorcao.

J& no estudo do melhor tempo, obteve-se o tempo 6timo de duas (2) horas

de contato entre o corante e as microesferas.

4.7.2 Dependéncia do pH na adsorcao

A fim de se entender o mecanismo de adsor¢&o do corante natural norbixina,
estudou-se a adsorcao deste corante utilizando microesferas de quitosana
reticuladas a diferentes pH.

A Figura 16 ilustra a dependéncia do pH na adsor¢cdo do corante norbixina
pelas microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido.

Devido o processo de reticulagdo da quitosana com glutaraldeido, 24% dos
grupos NH, do polimero encontram-se comprometidos através da formacao das

bases de Schiff (ligacdo de imina).
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Observa-se, a partir da figura 16, um aumento linear da adsorgéo do corante
com o aumento do pH, até o pH 6,0, sendo que este é o pH 6timo de adsorcao,
seguido de uma diminuicdo da adsor¢ao a partir do pH 7,0.

A presenca de grupos amino na cadeia polimérica permite ao polimero atuar
como um polieletrdlito catibnico em pH < 6,5, o qual apresenta uma alta densidade
de carga, que adsorve facilmente nas espécies negativamente carregadas.

Analisando a figura 16, pode-se concluir que a maior adsor¢cao do corante,
pelas microesferas de quitosana reticuladas, em meio &cido, pode ser atribuida
principalmente as interagbes entre o grupo COO™ do corante e o grupo NH3" da

quitosana.

Figura 16. Dependéncia do pH na adsor¢do do corante norbixina, utilizando microesferas de
quitosana reticuladas com glutaraldeido, T=25°C, 150rpm, C, = 400 mg L e tempo de contato = 2
horas.

A diminuicdo da adsorcdo em meio alcalino, justifica-se pela reducédo no
nimero de grupos NHs" do polimero diminuindo a interagéo entre estes grupos e o0s
grupos COO" do corante. Nos pH 7,0 - 9,0, a adsor¢cao do corante pelas microesferas
de quitosana reticuladas com glutaraldeido, foi muito pouco significativa.

Kimura (2001), descreveu a adsorcao dos corantes reativo azul 2, reativo
preto 5 e reativo laranja 16 (anibnicos), por meio de microesferas de quitosana
reticuladas e concluiu que a adsor¢cdo em meio acido destes sdo atribuidas,
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principalmente a interagbes idnicas entre os grupos SOz  dos corantes e NHs™ da

guitosana.
4.7.3 Cinética de adsorcao

Utilizando o pH 6timo de adsorcdo (pH 6,0), foram realizadas cinéticas de
adsorcao a fim de se determinar o tempo para o sistema atingir o equilibrio. A Figura
17 apresenta o decaimento da concentracdo de corante em funcao do tempo a pH

6,0.
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Figura 17 . Cinética de adsorcdo do corante norbixina em microesferas de quitosana reticuladas com
glutaraldeido: pH 6,0, T = 25°C, 150rpm, C, = 400 mg L e tempo de contato = 24 h.

Observa-se um decaimento gradual de concentragcdo e o equilibrio de

adsorcao foi atingido em torno de 9 horas. (k = 5,63 x 10* min.”; R = 0,997).
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4.7.4 Isoterma de adsorcéo

A razao entre a concentragdo do adsorvato na fase soélida e a concentracéo
de equilibrio na fase aquosa, a temperatura constante, € denominada de isoterma de
adsorcao ou de equilibrio (MCKAY, 1996).

A Figura 18, mostra a curva de concentracdo do adsorvato na fase sélida (q)

versus a concentracdo do adsorvato na fase liquida (Ce), obtida para o pH 6,0.

1,6 1

q(mgg?)

00 b—v——F+—F—p—"—7r——7r—r1" 71—

0 50 100 150 200 250 300 350 400
-1,
C.(mgL")

Figura 19 . Isoterma de adsorcédo do corante natural norbixina em pH 6,0; 150 mg de adsorvente; T =
25°C, a 150rpm.

A escolha do melhor modelo de isoterma foi feita através do melhor ajuste
dos dados experimentais, isto €, melhor coeficiente de correlacéo linear.

Neste estudo a curva de adsorcdo se aproximou bastante do modelo
proposto por Freundlich e, portanto foi analisada segundo este modelo.

A patrtir da linearizacdo da equacéo 3, os parametros de Freundlich podem

ser determinados pelos coeficientes angular e linear:

logq = logK + mlogC,
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A partir do grafico da Figura 19, se obteve o valor da capacidade méaxima de
adsorcdo (K) que foi de 0,576 mg g* (miligrama do corante por grama de

adsorvente) e para o fator de heterogeneidade da superficie do adsorvente (m) 0,86.

log q

-0,50 T T T T T T T T T T
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

log C,

Figura 20 . Linearizacdo da isoterma de adsor¢cdo do corante natural norbixina em pH 6,0; 150 mg de
adsorvente; T = 25°C, a 150rpm.

Os valores de “m” podem variar entre O e 1, sendo considerado que quanto
mais préximo de 1 for seu valor, mais homogénea é a superficie do adsorvente.
Salienta-se que o0s principais sitios de adsorcdo das microesferas de quitosana
reticuladas sdo os grupos amino e com menor possibilidade os grupos hidroxila do
polimero.

Por outro lado, o expoente “m” representa adsorcdo favoravel quando
apresenta valor inferior a 1, indicando a tendéncia do adsorvato em migrar para o
adsorvente. Desta forma, a adsorcdo do corante norbixina em microesferas de

quitosana reticulada se apresenta como uma adsor¢ao favoravel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Apés os estudos de adsorcdo do corante natural norbixina utilizando

microesferas de quitosana reticuladas com glutaraldeido pode-se considerar que:

» A quitosana apresentou uma porcentagem de grupos amino livres (%0GD) de
82,75.

» Através do espectro UV-Visivel foi determinado em 452 nm o comprimento de
onda maximo (Amax) do corante norbixina.

> A andlise de IV mostra banda de absorcdo em 1532 cm™ referente ao
estiramento C=N de ligacdo de imina, confirmando a reticulacdo das
microesferas de quitosana com glutaraldeido.

» A andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) mostra que as
microesferas de quitosana pura apresentaram-se sem poros aparentes ou
fissuras e, as microesferas de quitosana reticuladas sem fissuras e com pouca
porosidade.

» As andlises de TGA e DSC confirmam a reticulacdo das microesferas, sendo
observado menor estabilidade térmica das microesferas reticuladas, indicando a
formacao de um novo material.

» Os resultados do efeito do pH na adsor¢édo indicam que o melhor pH para a
adsorcao do corante norbixina em microesferas de quitosana reticuladas € o pH
6,0, sendo o equilibrio de adsorcdo alcancado para o sistema em torno de 9
horas.

» Os estudos da isoterma mostram que a curva de adsor¢cdo obtida para a
adsorcao do corante norbixina em microesferas de quitosana reticuladas seguem

um comportamento tipico do modelo proposto por Freundlich.
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