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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi preparar uma blenda entre biopolimeros a partir da
quitosana extraida da casca de camardo e do exopolissacarideo extraido da bactéria
Rhizobium tropici UFLA 05-16 e avaliar a influéncia no crescimento das bactérias
fixadoras de nitrogénio (Rhizobium tropici CIAT 899), fornecendo nutrientes,
protegendo-as de estressores ambientais como os altos niveis de metais pesados e
servindo como fonte de carbono. A quitosana preparada (%GD = 93,2) reagiu com
diferentes quantidades de exopolissacarideo bacteriano (50:50; 67:33; 33:67 m/m), e as
misturas obtidas foram caracterizadas por espectroscopia no infravermelho (FTIR),
solubilidade, termogravimetria (TGA/DTA), 'N-RMN, grau de intumescimento e
pHzpe. A partir dos espectros de FTIR, foi possivel caracterizar os varios grupos
funcionais presentes nos biopolimeros, bem como atribuir a formacdo das blendas pela
intera¢do entre o grupo amino da quitosana e o grupo carboxilico do EPS (-NH3"OOC-
). A blenda obtida mostrou maior interagdo com a adgua do que a quitosana, menor
solubilidade em meio acido do que a quitosana e foi capaz de adsorver e dessorver
micronutrientes como o Cu(Il) e Zn(Il). Nos ensaios com a bactéria fixadora de
nitrogénio, a blenda QEI1:2 foi capaz de adsorver uma parte dos micronutrientes que
estavam em excesso, favorecendo o crescimento bacteriano. No ensaio com as blendas
QEI1:2-Cu(Il) e QE1:2-Zn(Il), ambas foram capazes de dessorver os micronutrientes
conforme a necessidade dos microrganismos, aumentando o numero de unidades
formadoras de colonias, mas nao a um valor mais elevado do que o experimento

realizado nas condig¢des padroes.

Palavras-chave: blenda de polimeros; polissacarideos; inoculantes bacterianos;

agricultura sustentavel.
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ABSTRACT

The aim of this work was to prepare biopolymers blends from chitosan (CT) and
exopolysaccharide (EPS) extracted from Rhizobium tropici UFLA 05-16, and to
evaluate them as potential carrier materials for nitrogen-fixing bacteria inoculants,
providing nutrients and protecting the latter from environmental stressors, such as the
high levels of heavy metals. Freshly CT (% DD = 93,2) was blended with different EPS
amounts (50:50; 7:33 and 33:67 w/w), and the obtained blends were characterized by
infrared spectroscopy (FTIR), solubility , thermogravimetry (TGA / DTA), '’N-NMR,
degree of swelling and pH,pe. From the FTIR spectra, it was possible to characterize the
various functional groups present in biopolymers, as well as to attribute the formation of
blends by the interaction between the amino group of chitosan and the carboxylic group
of EPS (-NH3"0OOC-). The blend obtained showed greater interaction with water than
chitosan, less solubility in acid medium than chitosan and was able to adsorb and desorb
micronutrients with Cu(Il) and Zn(II). In tests with nitrogen-fixing bacteria, the QE1:2
blend was able to adsorb part of the micronutrients that were in excess, favoring
bacterial growth. In the assay with blends QE1:2-Cu(Il) and QE1:2-Zn(II), both were
able to desorb the micronutrients according to the need of the microorganisms,
increasing the colony forming units, but not to a much higher value elevated to the

experiment carried out without the presence of these blends.

Keywords: polymer blend; polysaccharide; bacterial inoculants; sustainable agriculture
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1. INTRODUCAO

Com o grande aumento populacional, chegando aproximadamente em 8§ bilhdes
em 2020, considera-se necessario um aumento na producdo de alimentos com menores
impactos ambientais, minimizando o uso de fertilizantes quimicos, herbicidas,
fungicidas e inseticidas.! O uso de inoculantes eficientes pode ser considerado uma
estratégia importante para a gestdo sustentdvel da agricultura e para redugdo de
problemas ambientais. A Rhizobium tropici CIAT 899 ¢ um dos simbiontes mais
adequados para nodular diversas plantas mesmo sob estresse abidtico, elevada condigdao
de acidez ou alta concentracio de sal.

Por ser uma tecnologia capaz de promover o crescimento das plantas através da
melhoria do desenvolvimento radicular, os inoculantes favorecem, por exemplo, a
diminuicdo da quantidade de fertilizantes quimicos, o alivio do estresse salino e de
tensdes abidticas, e eleva o nivel de protegio contra doengas.’™

Por representar uma fonte segura de bactérias que sobrevivam aos rigores do
solo, contribuem para aumentar a capacidade de fixacdo de N> e, consequentemente, o
rendimento em leguminosas, principalmente em situagcdes em que ha pouca ou nenhuma
populacio de rizobios no solo.*’

De acordo com Catroux et al® um inoculante ideal deve ter maxima eficacia no
campo e ser compativel com as praticas do agricultor, resistindo a desinfeccao de
sementes e ao uso de pesticidas, por exemplo. Ademais, deve ser de facil uso e passivel
de aplicagdo pelo processador de sementes, concorrendo para a economia do tempo na
atividade agricola, conter o maior nimero possivel de rizobia, nodular plantas sob varias
condi¢cdes de campo e apresentar, em condicdes de armazenamento, elevado prazo de
validade. Para Bashan et al®, como a populagdo de microrganismos no solo, sem um
carreador adequado, diminui rapidamente para a grande maioria das espécies de
bactérias promotoras de crescimento das plantas, o desenvolvimento de inoculantes
eficazes requer estratégias que possam prolongar a vida 1til das formulagdes tanto em
prateleira, quanto pds armazenamento.

Um carreador ideal, portanto, ¢ capaz de propiciar condi¢des favoraveis para a
sobrevivéncia e bom funcionamento das células inoculantes. A sua superficie, atoxica e
nao poluente, atua como meio protetor e nutritivo, capaz de labilizar, de modo
constante, nutrientes previamente adsorvidos, bem como remover espécies presentes em

quantidades estressantes para o crescimento dos vegetais.’



Vérios materiais sintéticos tém sido empregados como inoculantes.” Dentre eles
se destacam, por suas peculiareidades (baixo custo, renovavel, biodegradavel,
abundancia, atoxicidade, etc) os polissacarideos, a exemplo da quitosana e do
exopolissacarideos. Recentemente, as industrias t€ém demonstrado uma demanda por
polimeros ambientalmente amigédveis, com boas propriedades reoldgicas ¢ mecanicas.
essa demanda motivou os pesquisadores a procurar polimeros biodegradaveis com
caracteristicas ndo toxicas e reciclaveis. Tais polimeros estdo sendo procurados a partir
de recursos renovaveis e a baixo custo.

A quitosana, extensamente estudada como biomaterial e adsorvente, ¢ a forma

desacetilada da quitina.'®!!

Com as vantagens da disponibilidade, atoxicidade,
versatilidade quimica e fisica, os estudos sobre a quitosana tém permitido o
desenvolvimento e a aplicacao em larga escala de produtos a base deste biopolimero nos
campos: biomédico, farmacolégico, estético e ambiental.'>!* A quitosana também pode
ser submetida a modifica¢des quimicas, o que pode potencializar ou inibir determinadas
propriedades, de acordo com a especificidade que se deseja. O grupo amino apresenta-
se como o mais reativo, seguido das hidroxilas C-6 e C-3, como mostra a Figura 1.

Assim, a modificagdo quimica da quitosana pode ser feita a partir desses grupos

pendentes.!®

Figura 1. Estrutura da quitosana

Fonte: Mourya e Nazma'®.

Os exopolissacarideos (EPS’s) sdo biopolimeros resultantes de bactérias pelas
atividades de secrecdo, onde hd derramamento de material na superficie celular,
materiais de quebra celular ¢ da adsorgdo de orginicos do meio ambiente.'” Eles sdo
compostos de uma variedade de substincias organicas: os carboidratos e proteinas sdo
os principais constituintes. Substancias hiimicas, acidos urdnicos e acidos nucléicos
estdio em menores quantidades.'® Eles podem auxiliar no desenvolvimento e

sobrevivéncia do vegetal em vdarias situacdes de estresses ambientais, tais como:



estresse salino, hidrico, presenga de metais pesados, variagdes de temperatura, entre
outros. Em fungdo da aderéncia destes produtos as superficies s6lidas, sementes, por
exemplo, hd a possibilidade deles tanto acumularem nutrientes, quanto evitarem a
biossor¢do por metais pesados, além de evitar o ressecamento.!®2!

Alguns estudos ja tém sido relatados sobre a utilizacdo da quitosana e do
exopolissacarideo na tecnologia de inoculantes inoculantes, a exemplo da atividade
antifingica da quitosana (in vitro) junto com um fertilizante e bioprotetor (C. elegans-
NPKB) em plantas de feijao-caupi inoculadas com o fitopatdgeno Fusarium oxysporum
f. sp. Traqueifilo**; a melhora da composi¢io quimica, qualidade microbioldgica e da
estabilidade aerdbica da silagem da cana-de-acticar utilizando quitosana®~*; a
ensilagem de soja utilizando quitosana e uma mistura de L. plantarum e P.
acidipropionici®®; biorremediacdo de 4gua do mar poluida por petrdleo por uma cepa
bacteriana imobilizada em quitina e quitosana’; a liberagdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas utilizando um hidrogel de quitosana-amido®’; o controle
biolégico de Pythium aphanidermatum em pepino aplicando Lysobacter enzymogenes
estirpe 3.1T8 e quitosana®’; a fitorremediagio de solo poluido com cadmio por
Chlorophytum laxum, combinado com bactérias resistentes ao cadmio imobilizada com
quitosana®®; sintese de macromoléculas de biocontrole derivadas de quitosana com
surfactina e avaliacdo antifiingica®, e a agregacdo celular da Azospirillum brasilense
utilizando EPS?**°.

Assim, neste trabalho, desenvolveu-se uma rota de sintese para blenda de
quitosana extraidas de cascas de camarao e EPS extraidos da Rhizobium tropici UFLA
05-16 e se avaliou a capacidade desses novos materiais produzidos adsorverem e
dessorverem ions Cu(Il) e Zn(II) e atuarem na tecnologia de inoculantes para aumentar
a producdo da Rhizobium tropici CIAT 899, que ¢ o simbionte mais adequado para o

Phaseolus vulgaris, podendo nodular mesmo sob estresse abiotico, elevada condi¢cdo de

acidez ou alta concentracio de sal.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Inoculantes

A inoculagdo de bactérias simbiontes com leguminosas, as denominadas
promotoras do crescimento das plantas (PGPB), tem se constituido uma pratica
indispensavel na agricultura contemporanea, mas cuja origem ndo se pode precisar.
Desde a descoberta da rizobia em 1886°! e por cerca de 120 anos, os inoculantes de
Rhizobium foram produzidos comercialmente em todo o mundo, principalmente nos
paises desenvolvidos®*?. Para a grande maioria dos paises em desenvolvimento, a
tecnologia de inoculantes, especialmente com PGPB, tem pouco ou nenhum impacto na
produtividade das fazendas familiares, porque ou sdo utilizados inoculantes comerciais
de baixa qualidade, ou sdo caseiros’.

O controle das relacdes entre bactérias, solo e planta emergiu como uma
ferramenta poderosa, tendo em vista o potencial biotecnologico dessas interagdes, para
o aumento da produtividade das culturas, reducao dos custos de producao minimizando
o volume de fertilizantes aplicados e uma melhor conservagio dos recursos ambientais®.

A inoculagdo contribuiu para o processo de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio
(FBN), responsavel por cerca de 140 toneladas de nitrogénio fixado por ano, s6 nos
ecossistemas terrestres. Ao lado da fotossintese e da decomposicao da matéria organica,
a FBN destaca-se com um dos processos responsaveis pela manutencdo da vida no
planeta®>.

Inoculantes microbianos desempenham um papel vital para o alivio do estresse
salino, favorecendo o desenvolvimento vegetativo das culturas. Bactérias promotoras de
crescimento de plantas (PGPB) pertencem a um grupo benéfico e heterogéneo de
microrganismos encontrados na rizosfera e sdo capazes de melhorar o crescimento das
plantas protegendo-as de doencas, aliviando as tensdes abidticas e atendendo as
demandas por nutrientes da planta’.

A rizosfera pode ser definida como a regido do solo onde processos mediados
por microrganismos sdo especificamente influenciados pelo sistema radicular. Esta area
inclui o solo conectado as raizes das plantas e frequentemente se estende alguns
milimetros fora da superficie da raiz, sendo um ambiente importante para as interacdes
entre plantas e microrganismos, porque as raizes das plantas liberam uma ampla gama
de compostos envolvidos para atrair organismos que possam ser benéficos, neutros ou

prejudiciais para as plantas®.



O favorecimento do crescimento das plantas pelas bactérias simbiontes pode
ocorrer por vias indireta ou direta. O crescimento indireto de plantas acontece quando
essas bactérias diminuem ou impedem efeitos deletérios de um patdgeno (geralmente
um fungo), seja por producdo de enzimas, antibidticos, sideréforos, geragdo de cianeto
de hidrogénio ou por competicdo de nutrientes!-*,

A promogdo direta do crescimento de plantas geralmente implica facilitar a
aquisi¢do de recursos nutricionais do ambiente, como, a solubilizacdo de fosfatos
inorganicos insoluveis para disponibilizar o fésforo a planta e melhorar o metabolismo e
a producdo de hormodnios vegetais, como auxina, citocinina, giberelina e etileno, que
podem aumentar o nimero de pélos radiculares e a quantidade de flavonodides
produzidos pela raiz'*.

Em geral, sem um transportador adequado, a populacdo de bactérias inoculadas
no solo diminui rapidamente para a maioria das espécies de PGPB. Esse fenomeno,
combinado com a baixa producao de biomassa bacteriana, dificulta a manutencao da
atividade na rizosfera®.

Os inoculantes para uso em escala de campo devem ser projetados para fornecer
uma fonte confidvel de bactérias que sobrevivem em solo e tornam-se disponiveis para
as culturas, quando necessario’. Muitos inoculantes ndo fazem isso, mas isso é o
principal objetivo da formulagdo de inoculantes.

Para projetar comercialmente um inoculante, devem-se considerar os interesses
dos produtores e do fabricante, que sdao complementares: custo, praticidade e

rendimento. Para Bashan® e Catroux®

, as principais caracteristicas praticas dos
inoculantes da perspectiva do produtor rural sdo: a compatibilidade com praticas de
rotina do campo, a exemplo da desinfeccdo de sementes, e tolerancia a pesticidas.
Secundariamente, outras caracteristicas importantes dos inoculantes sdo: facilidade de
uso, compatibilidade com o equipamento de semeadura, resisténcia ao armazenamento,
tolerancia a diversidade de condi¢des de campo e tipos de solo e durabilidade. Sob a
oOtica dos fabricantes, interessa igualmente: o prazo de validade (que dure, por exemplo,
mais de uma temporada), resultados reproduziveis em campo e seguran¢a (humana,
animal e vegetal), dispensando o uso de materiais perigosos.

Para Date’!, as trés caracteristicas fundamentais e essenciais a todos os

inoculantes sdo: apoiar o crescimento de microrganismos pretendidos, apoiar o nlimero

de células microbianas simbdlicas em boas condigdes fisiologicas por um periodo de



tempo aceitavel e fornecer microrganismos suficientes para obter uma resposta da
planta, ou seja, o inoculante deve conter bactérias apos o processo de formulagao.

As condi¢des do solo (composi¢do, pH, temperatura, umidade, microflora, etc)
podem representar o principal obsticulo para o desenvolvimento das bactérias
introduzidas. Elas devem, além de resistir aos fatores abidticos, competir com a
microflora nativa, frequentemente melhor adaptada as condigdes do meio.
Consequentemente, um papel importante na formulagdo de inoculantes ¢ o de
proporcionar um microambiente mais adequado, combinado com protecao fisica por um
periodo prolongado, evitando declinio das bactérias introduzidas*®.

O interesse no uso de inoculantes contendo bactérias fixadoras de nitrogénio
aumentou porque os fertilizantes nitrogenados sdo caros € podem danificar o meio
ambiente pela contaminacao da agua com nitratos, acidificacdo de solos e emissoes de

gases de efeito estufa’.

2.2 Quitina e Quitosana

A quitina ¢ um polissacarideo natural abundante, ocorrendo principalmente em
carapagas de animais, conchas de crustaceos, exoesqueleto de camardo, caranguejos e
lagostas, em insetos (como besouros), em osso de choco, fungos (cogumelos), etc.
Estruturalmente, a quitina ¢ um polissacarideo linear com 2-amino-2-desoxi-p-(1,4)-D-
glucosamina e  2-acetamida-2-desoxi-B-(1,4)-D-glucosamina. = A quitosana,
extensamente estudada como biomaterial e adsorvente, ¢ a forma desacetilada da quitina
14

O exoesqueleto de camardao ha muito atraem a atengdo como fonte de matéria-
prima para a producao de quitina, pois os exoesqueletos secos dos artropodes contém de
20% a 50% de quitina. Este biopolimero ¢ produzido comercialmente a partir de
exoesqueletos de caranguejo e camardo por tratamento com solucdo diluida de NaOH
para desproteinizagdo, seguida por tratamento com solucdo diluida de HCI para
desmineralizagdo. A quitosana, o derivado desacetilado da quitina, tem inumeras
aplicagdes, que atraem interesses cientificos e industriais’. A quitosana é um
biossorvente barato e de ocorréncia natural, obtido da desacetilacdo de extratos de
quitina de crustaceos®.

O grau de desacetilagao (% GD) e o peso molecular da quitosana variam de 40%
a 98%, e de 5x10* a 2x10° Da, respectivamente. O grau de desacetilacio e o grau de

polimerizacdo (DP), que por sua vez decide o peso molecular do polimero pela
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repeticdo das unidades quimicas que sdo unidas por ligacdes covalentes, possuindo alta
massa molar proveniente destas repeticdes de unidades que sdo comumente chamadas
de meros, s3o dois importantes parametros que determinam o uso de quitosanas para
vérias aplicacdes!®.

A quitina, juntamente com a celulose, formam os biopolimeros mais abundantes
na natureza. Embora a quitina tenha muitas especialidades funcionais em diversas areas,
a baixa solubilidade em 4gua e¢ o desempenho insatisfatério da biodegradacio
restringem suas aplicagdes>-°.

Com as vantagens de abundancia, baixa toxicidade, boa reatividade quimica,
versatilidade quimica e fisica, as caracteristicas da quitosana permitiram os estudos € o
desenvolvimento das suas aplicagdes em larga escala, como nos campos biomédico,
farmacologico e ambiental'*. Imprimindo mais eficiéncia nas aplicagdes, ela pode ser
modificada, prolongando, inclusive a sua integridade dimensional e caracteristicas
funcionais®’. Além disso, foi comprovado que a quitosana inibe varios patdgenos
vegetais fungal in vitro e em plantas hospedeiras. Este polimero demonstra capacidade
de induzir mudangas morfoldgicas marcadas, alteragdes estruturais e desorganizacao
molecular das células fungicas?2.

A quitosana ¢ carregada positivamente, permitindo aderir a superficie carregada
negativamente. E soluvel em diversos 4cidos e capaz de interagir com polidnions para

formar complexos e géis®®.

Particularmente, os derivados de quitosana tém sido
amplamente aplicados remover metais de varios ambientes aquaticos, com base na
grande numero de grupos amino (—NH>) e hidroxila (—OH)*’.

Comparado com a quitina, a quitosana exibe uma melhor solubilidade, menos
cristalinidade e facilidade de modificagdes quimicas por causa da presenca de uma
quantidade maior de grupos livres de amina e pela presenca de grupos hidroxilas*’. Uma
vez que a quitosana tem grupos amino livres pode atuar como um melhor agente
quelante que a quitina.

Atualmente, existe uma preocupagdo publica com a presen¢a de residuos de
fungicidas nos alimentos e no ambiente, devido ao uso generalizado destes sintéticos na
agricultura. A quitosana possui atividade antimicrobiana contra fungos patogénicos,
além de reconhecida capacidade de induzir mecanismos de defesa de plantas, sendo
alternativa segura para controle de fungos fitopatogénicos durante ambos os processos

de pré e pos-colheita®.



Por outro lado, esse biopolimero exibe atividade indireta quando induz
mecanismos de defesa nas plantas, estimula a producdo de espécies reativas de
oxigénio, inibe a a¢do das proteinases, altera a metabolismo das fitoalexinas, promove a
lignificacdo, induz a formacdo de compostos fenolicos, estimula a acumulagdo de
proteinas relacionadas a patogénese, como quitinase, [-1,3-glucanase e ativa a

peroxidase, superéxido dismutase e catalase enzimas®2.

2.3 Exopolissacarideos

Exopolissacarideos (EPS) sdao polimeros de alto peso molecular secretado por
microrganismos no ambiente circundante. Essas macromoléculas podem ser
encontradas no material capsular ou como lodo disperso sem associagdo a qualquer
célula particular, e eles agem como uma adesina favorecendo interagdes e associagdes
celulares entre microrganismos'”.

Nos ultimos anos, os exopolissacarideos tém atraido consideravel atengdo dos
pesquisadores por causa de sua ampla distribuicdo na natureza e os conhecidos
beneficios para a saude. Essas macromoléculas sao homopolimeros ou heteropolimeros
de acucares neutros*'. E o isolamento do EPS em quantidades suficientes para realizar
experimentos de adsorcdo de metais ¢é dificil*.

Os homopolissacarideos sao compostos de um tUnico tipo de monossacarideo,
como dextrano ou levano. Os heteropolissacarideos sdo compostos de varios tipos de
monossacarideos como xantanos ou gelanos, e geralmente sao sintetizados dentro da
c¢lula na forma de unidades repetidas. Os heteropolissacarideos compdem a maioria dos
EPSs bacterianos. A biossintese do EPS pode ser dividida em trés etapas principais: 1)
assimilacdo de um substrato de carbono; II) sintese intracelular dos polissacarideos e
I1I) exsudagio de EPS para fora da célula®.

Eles sdao derivados de uma ampla variedade de fontes: bacterianas, fingicas,
algas e vegetais. Apesar das muitas fontes polissacaridicas, o mercado mundial ¢
dominado por polissacarideos de algas e plantas superiores. Esses biopolimeros sdo
obtidos por extragdo a partir de biomassa e pode ser submetido a hidrolise ou
fermentagio quimica para obter as menores moléculas polimerizadas®.

Essas estruturas de carboidratos poliméricos sdo importantes constituintes de
plantas, animais e microrganismos como componente estrutural ou como moléculas de
armazenamento*!. A maioria dos EPS ¢é de natureza polianidnica e pode se ligar a

moléculas carregadas positivamente via complexacdo de polieletrolito ou gelificagdo
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ionotrofica. Por isso, eles sdo amplamente utilizados para aplicagdes nanotecnologicas,
incluindo a sintese de nanoparticulas e microesferas para fins de liberagio de drogas *.

Outro papel importante diz respeito a funcdo de protecao eles fornecem contra
alta ou baixa temperatura e salinidade ou contra possiveis predadores*. Geralmente, a
bioatividade de polissacarideos esta intimamente relacionada com o seu peso molecular,
grupos funcionais e grau de substitui¢io™®.

Apesar da alta diversidade de EPS’s bacterianos e suas propriedades
fisicoquimicas, apenas algumas delas foram realmente usadas até agora na industria, por
exemplo, xantana de Xanthomonas campestris, goma gelana de Pseudomonas elodea, e
alginato de Pseudomonas aeruginosa usado como um espessante e estabilizador na
industria alimentar®’.

EPS bacterianos também sdao usados como transportadores de drogas,
biofloculantes, biossorventes, e eliminadores de metais pesados*’. Sua capacidade ligar
metais pesados foi aplicado com sucesso em o processo de biorremediagdo,
particularmente no metal e industria mineira*. As fungdes mais importantes do EPS sdo
a adesdo a superficies, agregacdo de células bacterianas em flocos, estabilizagdo de
estrutura do floco, formagao de uma barreira protetora que fornece resisténcia a biocidas
ou outros efeitos nocivos como incluir temperatura, intensidade da luz ou pH*, retencio
de 4gua, sor¢ao de compostos organicos exdgenos para o acumulo de nutrientes do meio
ambiente, e acimulo de atividades enzimadticas, como digestdo de macromoléculas
exodgenas para aquisicao de nutrientes, auxiliando as células a absorver nutrientes

metalicos'?.

2.4 Quitosana e exopolissacarideos

A quitosana, por suas qualidades amplamente conhecidas e divulgadas,
considerada a “fibra do futuro”, pode ser facilmente obtida a partir principalmente de
rejeitos da industria pesqueira. Em adicdo, os exopolissacarideos (EPS), polissacarideos
extracelulares produzidos por alguns fungos e bactérias, os quais sdo encontrados
ligados a superficie das células ou sdo excretados para o meio*’, sdo produtos naturais
de grande importancia comercial, em fungdo de vérias aplicagdes biotecnoldgicas”.

Ao misturar dois biopolimeros em solucdo, ¢ possivel exibir um dos trés
comportamentos a seguir: miscibilidade, incompatibilidade termodinamica e formacao

complexa. Em solu¢des diluidas, onde as atragdes inter-biopoliméricas sdo inibidas, o



r

sistema ¢ estavel, uma vez que a entropia da mistura domina e biopolimeros sao
misciveis®!+>2,

Com o aumento da concentragdo de biopolimeros e exceder uma concentragdo
critica, estes podem se tornar parcialmente miscivel. A baixa entropia e a entalpia
insignificante da mistura das macromoléculas sdo responsaveis por sua
incompatibilidade em um solvente comum®?. As forcas de repulsdo liquida entre as duas
espécies em solugdo no nivel molecular causam separagdo espontanea do sistema em
duas fases distintas. Esse fenomeno ¢ conhecido como incompatibilidade
termodinamica, geralmente exibido em solugdes semi-diluidas ou concentradas de
biopolimeros, especialmente quando os polimeros tém uma alta massa molar>*>4,

Interacdes atraentes entre dois biopolimeros podem se tornar evidente de varias
maneiras: [) formacdo de pequeno complexo solivel, manifestando-se em solugdes
turvas; II) formacao de um gel fraco homogéneo, se as interagdes forem fracas e III)
precipitacio de ambos os biopolimeros, se as interagdes forem fortes’*. Em Neste
ultimo caso, a neutralizagdo mutua de cadeias com cargas opostas diminui a carga
liquida e a hidrofilicidade da formagdo zonas de juncdo e promove uma conformacao
compacta do complexo com as zonas de juncao ocultas em seu interior hidrofébico. A
neutraliza¢do das cargas de um polissacarideo anionico também pode reduzir a rigidez
das cadeias da coluna vertebral devido a uma diminui¢do na interacdo repulsiva de
grupos com carga semelhante>’.

Vérios estudos sobre a relacdo entre a quitosana e os exopolissacarideos tém
sido desenvolvidos, como o uso de quitosana modificada com antibidtico para tratar
infecgdes causadas pela bactéria S. aureus que causa mastite bovina®®; a utilizagdo de
carboximetilquitosana para inibir a producdo de biofilme de fungos e bactérias em
silicones que sdo utilizados em materiais médicos®’ e o uso de nanoparticulas de
quitosana-tripolifosfato como agente antimicrobiano em micorganismos resistentes aos
antibioticos>®.

Outras utilizagdes sao a de granulos de quitosana-alginato para imobilizar
células do fungo Aureobasidium pullulans para sintetizar exopolissacarideos®®; a de
filmes de bicamadas compostas por dois biopolimeros, o FucoPol (produzido pela
bactéria Enterobacter A47) e a quitosana, como materiais de barreiras para que o
oxigénio ndo entre em contato com os graos de nozes, evitando a sua oxidagdo e

estendendo seu prazo de validade® e o desenvolvimento de complexos polieletrélitos a

base de quitosana com polissacarideos, dentre eles a xantana juntamente com nanoargila
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(montmorilonita sddica), que aumenta sua resisténcia mecanica para atuar na liberagdo
de farmacos®!.

Outros estudos ja tém sido relatados sobre a utilizacdo da quitosana e do
exopolissacarideo como inoculantes, a exemplo da atividade antifungica da quitosana
(in vitro) junto com um fertilizante e bioprotetor (C. elegans-NPKB) em plantas de
feijio-caupi inoculadas com o fitopatdogeno Fusarium oxysporum f. sp. Traqueifilo*; a
melhora da composi¢do quimica, qualidade microbioldgica e da estabilidade aerdbica da
silagem da cana-de-acucar utilizando quitosana®>?*; a ensilagem de soja utilizando
quitosana e uma mistura de L. plantarum e P. acidipropionici®’; biorremediacio de 4gua
do mar poluida por petroleo por uma cepa bacteriana imobilizada em quitina e
quitosana’; a libera¢do de bactérias promotoras de crescimento de plantas utilizando um
hidrogel de quitosana-amido?®; o controle biologico de Pythium aphanidermatum em
pepino aplicando Lysobacter enzymogenes estirpe 3.1T8 e quitosana’’; a
fitorremediacao de solo poluido com cadmio por Chlorophytum laxum, combinado com
bactérias resistentes ao cadmio imobilizada com quitosana®; sintese de macromoléculas
de biocontrole derivadas de quitosana com surfactina e avaliagio antifingica®’, e a

agregacdo celular da Azospirillum brasilense utilizando EPS3°,

2.5 Micronutrientes essenciais: cobre e zinco.

Os ions metélicos desempenham um papel essencial nos processos vitais dos
microrganismos. Tais como, célcio, cobalto, cromo, cobre, ferro, potassio, magnésio,
manganés, sodio, niquel e zinco sdo nutrientes necessarios e essenciais. Outros nao tém
papel biologico (prata, aluminio, cadmio, ouro, chumbo e mercurio) € nao sao
essenciais.

Os metais essenciais funcionam como catalisadores de reagdes bioquimicas,
estabilizadores de estruturas proteicas e paredes celulares bacterianas, e contribuem na
manuten¢do do equilibrio osmoético. Os de transi¢do como ferro, cobre e niquel estdo
envolvidos em processos redox. Ainda outros metais essenciais, como magnésio e
zinco, estabilizam varias enzimas e DNA através de forcas eletrostaticas. Ferro,
magnésio, niquel e cobalto sdo partes de moléculas complexas com uma ampla
variedade de fungdes; e potassio e sddio sdo necessarios para a regulacdo da pressdo
osmotica intracelular®?,

Metais em alta concentragdo sdo toxicos para microrganismos. A toxicidade

ocorre através do deslocamento de metais de seus locais de ligagdo nativos ou através de
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ligantes intera¢des. Metais ndo essenciais se ligam a uma quantidade maior grupos tiol e
locais de oxigénio que os metais essenciais®.

Os plasmideos bacterianos mostraram-se criticos na tolerancia bacteriana ao
cobre e sdo altamente moéveis entre as cepas que crescem em solos poluidos por
metais®.

O cobre tornou-se biodisponivel ha cerca de um bilhdo de anos atras, quando o
aumento de O» causou uma perda de ferro solivel ¢ um aumento de cobre solivel
(Cu(Il)). Desde entdo, os organismos desenvolveram uma diversidade de mecanismos
para lidar com flutuagdes nas concentragdes de cobre em seus ambientes®’.

O cobre ¢ um micronutriente essencial para a maioria dos organismos que
sintetizam cuproenzimas, mas € altamente toxico quando os seus niveis intracelulares
superam os limites. O cobre excessivo desestabiliza os aglomerados de Fe-S, compete
com outros metais pelos locais de ligagdo nas proteinas e pode catalisar a formacao de
espécies reativas de oxigénio®.

Algumas bactérias apresentam também maior ou menor resisténcia a ions cobre.
Na verdade, muitas formulagdes de pesticidas sao baseadas neste ion e empregadas nos
campos de cultivo, o que pode comprometer a microflora do solo®. A tecnologia de
inoculantes deve assegurar um ambiente propicio para o desenvolvimento das bactérias
fixadoras de nitrogénio, protegendo-as tanto dos riscos de contaminagdo por excessos
deste ion, quanto lhes suprindo as caréncias.

O zinco também ¢ um micronutriente essencial para bactérias, embora tenha
toxicidade significativa em altas concentragdes. No entanto, a base molecular da
toxicidade do zinco permanece pouco conhecida®.

O zinco ¢ um micronutriente essencial para todos os organismos vivos e
desempenha uma grande variedade de papéis cataliticos, regulatorios e estruturais na
biologia. O zinco ¢ incorporado em cerca de 10% de todas as proteinas humanas e sabe-
se que mais de 300 enzimas requerem Zn(II) para fungdes cataliticas ou estruturais. A
porcentagem de proteinas bacterianas ligadas ao zinco ¢ menor (cerca de 5 a 6%). O
zinco nas bactérias ¢ usado principalmente como cofator de metaloenzima com uma
concentracdo total na faixa de 0,1-1,0 mM®°.

O zinco e outros ions de metais de transi¢do apresentam um paradoxo quimico
interessante para as células vivas. Embora o excesso de Zn(Il) possa ter toxicidade
significativa e atuar como um potente desregulador dos sistemas bioldgicos, também ¢

um micronutriente essencial que desempenha papéis importantes em Varios processos
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fisiologicos, pois serve como cofator em membros das seis principais classes funcionais
de enzimas e ¢ especialmente importante na manutengdo da estrutura proteica. O zinco
ocorre naturalmente como o cation divalente (Zn(Il)) e ndo possui atividade redox em

condigdes fisiologicas®®.

2.6 Estudos de Adsorcao

A adsor¢do tornou-se uma técnica de separacdo bem-estabelecida, util para
remover poluentes, bem como para regenerar, recuperar e reciclar materiais. As
caracteristicas do comportamento de adsorcdo sdo geralmente inferidas em termos de
cinética de adsorcdo e equilibrio isotérmica. Eles também s3o uma ferramenta
importante para entender o mecanismo da reagdo e interpretacdo tedrica de parametros
termodinamicos®’.

A adsorcdo ¢ frequentemente estudada como uma ferramenta potencial para
purificagdo de agua e efluentes industriais. Em geral, trabalhos neste campo relatam
resultados experimentais sobre a capacidade de adsorcdo de solutos em equilibrio e
sobre a cinética de adsor¢ao®.

A sor¢do pode ser fisica ou quimica, dependendo do tipo de interacao que ocorre
entre a superficie adsorvente e a espécie adsorvida. Na sor¢do fisica ocorrem atragdes
intermoleculares entre sitios de energias favoraveis, independente das propriedades
eletronicas das moléculas envolvidas. A espécie adsorvida, chamada de adsorvato ¢
mantida na superficie do adsorvente por interagdes de van der Waals, ¢ podem se
formar camadas multiplas.

A sor¢ao quimica pode envolver uma troca ou um compartilhamento de elétrons
entre sitios especificos de superficie ¢ moléculas do soluto, resultando na formagao de
uma ligacdo quimica. A quimissor¢do € caracterizada por energias de interacdo
comparaveis as interagdes de ligacdes quimicas, consequentemente, a sor¢ao quimica ¢é
mais intensa e estavel do que a sor¢ao fisica e ¢ formada apenas uma camada de

sorcdo!’.

2.6.1 Cinética de Adsorc¢ao

Para investigar o mecanismo de adsor¢do e as etapas de controle de taxa que
incluem transporte de massa e produtos quimicos, processos de rea¢do, modelos
cinéticos sdo empregados para analisar os dados experimentais. Além disso,

informacgdes sobre a cinética sdo necessarias para a identificagdo do tempo de equilibrio
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e definicdo das condigdes ideais para o emprego da adsorcdao. Varios modelos cinéticos
como pseudo-primeira ordem, segunda ordem e modelo de difusdo intra-particulas estdo
disponiveis para os estudos de modelagem®’.

O modelo de pseudo-primeira ordem, também conhecida como o modelo de
Lagergren (Equagdo 1), assume que a velocidade de remocao do adsorvato em relagdo
ao tempo ¢ diretamente proporcional a diferenga na concentragdo de saturacdo e ao
numero de sitios ativos do adsorvente, de tal forma que a equagdo integrada que

expressa esse modelo ¢ a seguinte:

In[q.— q;] =Inq, — k4.t Eq. 1

Onde ¢. e g: sdo as quantidades de metais adsorvidos (mgg™) no equilibrio e no
tempo t (min), respectivamente; ki é a constante de velocidade de adsorgdo (min™).

O modelo cinético de segunda ordem geralmente ¢ usado para descrever a
quimissor¢ao envolvendo interagdes de valéncia por meio do compartilhamento ou troca
de elétrons entre o adsorvato e o adsorvente. Nesse modelo, a velocidade da reacao
depende da quantidade do soluto adsorvido e da quantidade adsorvida no equilibrio,

conforme a Equagao 2.

1t Eq.2
qt) kaa: qe 4

Onde ¢. e g: sdo as quantidades de metais adsorvidos (mgg™) no equilibrio e no
tempo t (min) e k> é a constante de velocidade de segunda-ordem (gmg'min™).

A Equacao 3 apresenta a expressdo matematica para o modelo de difusdo
intraparticula (ou modelo de Weber ¢ Moris), casos em que a difusdo ¢ fator limitante

no processo de adsorcao.

1
qt = Katz + C Eq. 3

Onde C ¢ a interceptacdo e K4 ¢ a taxa de difusdo intraparticulas constante (mgg

'min'?).
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2.6.2 Isotermas de Adsorcao

A eficiéncia do processo de sor¢do geralmente ¢ medida através das isotermas,
também chamadas curvas de sor¢do, que sdo graficos que relacionam o equilibrio entre
a concentracdo na fase fluida e a concentracdo nas particulas adsorventes, a uma
determinada temperatura. Parametros como o pH, temperatura, tempo de contato, area e
natureza do adsorvente, concentragdo (pressdo, em caso de gases) e solubilidade do
adsorvato, influenciam consideravelmente nos perfis das curvas de sor¢io'’.

Estudos isotérmicos de adsor¢ao sdo importantes para estabelecer a eficiéncia da
adsorcdo. Varios modelos empiricos de isotermas, originalmente desenvolvidos para
adsorcao de gases por solidos, estdo disponiveis e podem ser empregados para
modelagem de equilibrios em outros sistemas, como por exemplo, de fases liquidas por
solidos.

Os modelos mais comumente empregados sao Freundlich, Langmuir, Temkin,
Equagao de Redlich—Paterson e Sips. O que distingue um modelo do outro, além da
maior ou menor influéncia das fases envolvidas (sistemas homogéneos, heterogéneos) e
natureza das interagdes adsorvente/adsorvato, ¢ o nimero de parametros que podem ser
modelados. No presente estudo, os modelos de Langmuir, Freundlich e Sips foram
utilizados para modelagem dos resultados obtidos®’.

O modelo de Langmuir assume que as espécies adsorvidas aderem a superficie
do adsorvente em sitios definidos e homogéneos e que a quantidade maxima de
adsorcao corresponde a saturacdo da monocamada da superficie do adsorvente, sem que
haja interacdo lateral entre as espécies envolvidas. Dessa forma, ¢ possivel obter um
valor tedrico de quantidade maxima de adsor¢do, a qual corresponde a formacdo da
monocamada'>.

Portanto, os pressupostos do modelo de Langmuir podem ser assim resumidos:
I) as moléculas devem ser adsorvidas em pontos discretos da superficie, chamados de
sitios de adsorcdo; II) cada sitio deve manter apenas uma molécula adsorvida; III) a
quantidade de adsor¢cdo maxima possivel corresponde a monocamada em superficie
homogénea, e 1V) a superficie do adsorvente deve ser completamente uniforme do
ponto de vista energético. A expressdo matematica que pondera estes pressupostos esta

apresentada na Equagao 4:
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_ KiCeqm

B 1+K;C, Eq 4

qe

Onde ge e Ce sdo a quantidade adsorvida (mgg ') e a concentracdo de adsorvato
em solucdo (mgL!), respectivamente, ambos em equilibrio; K. é a constante de
Langmuir (Lmg!); gm é a capacidade maxima de adsor¢io da monocamada formada no
adsorvente (mgg ).

As caracteristicas essenciais de uma isoterma de Langmuir podem ser expressas
em termos de um fator de separacdo, Ry, constante adimensional definido pela Equagao

5:

1

R=——
1 +K;Cy

Eq.5

Onde Kp (Lmg ') é a constante de Langmuir e Co (mgL™') é a concentragio
inicial. Valores de 0 <Ry <1 indicam que o processo ¢ favoravel, Ry > 1 indicam que o
processo ¢ desfavoravel, Ry = 1 indica uma isoterma linear ¢ Ry = 0 indica que o
processo ¢ irreversivel.

A isoterma de Freundlich ¢ uma equacdo empirica assumindo que o processo de
adsorcao ocorre em superficies heterogéneas. Este modelo isotérmico ¢ definido pela

Equacao 6:

1

e = KrC? Eq. 6

Onde Kr e n sdo as constantes isotérmicas de Freundlich indicando a capacidade
de adsorcdo (mgg ') e intensidade de adsor¢do (sem unidade).

A equagdo de Freundlich sugere que a energia de adsorcdo decresce
logaritmicamente, a medida que a superficie vai se tornando coberta pelo soluto, o que a
diferencia da equagdo de Langmuir. O modelo de Freundlich pode ser derivado
teoricamente ao se considerar que o decréscimo na energia de adsor¢do com o aumento
da superficie coberta pelo soluto ¢ devido a heterogeneidade da superficie.

A isoterma de Sips ¢ uma junc¢do das isotermas de Langmuir e de Freundlich,
por isso ela é conhecida também como isoterma de Langmuir-Freundlich. Esse nome ¢

derivado do comportamento limite da equacdo. Em concentragdes baixas de adsorvato a
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isoterma tem um comportamento semelhante ao de uma isoterma de Freundlich. E em
altas concentragdes de adsorvato, prevé uma capacidade de adsor¢do em monocamadas,
caracteristica da isoterma de Langmuir.

Os parametros da equacdo s3o essencialmente governados pelas condi¢des de
operacdo, tais como pH, temperatura e concentragdo de adsorvato. Esse modelo ¢

representado pela Equacdo 7:

KsC.'
Eq.7
KsC. q

e = Qma’x

Em que qe ¢ a capacidade de adsor¢do no equilibrio, Qmsx € a capacidade

maxima de adsorcdo teorica, C. € a concentragdo no equilibrio, Ks € constante de

equilibrio da reacdao de adsorcao e ns constante do modelo de Sips.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o desempenho de uma blenda resultante da interacdo entre os polimeros
quitosana e exopolissacarideo quanto a possibilidade de atuarem na tecnologia
de inoculantes para aumentar o numero de unidades formadoras de colonias da

Rhizobium tropici CIAT 899.

3.2 Especificos

Obter a quitosana a partir de exoesqueletos de camardo e o exopolissacarideo a
partir da Rhizobium tropici UFLA 05-16;

Desenvolver uma rota de sintese entre os biopolimeros: quitosana e
exopolissacarideo;

Caracterizar as blendas obtidas por FTIR, solubilidade, RMN-"N, TG/DTA,
grau de intumescimento € pHzpc;

Estudar o efeito do pH, obter curvas cinéticas e isotermas para a interagdo com
os fons de metais Cu(Il) e Zn(II) e realizar ensaios de dessor¢ao;

Avaliar a capacidade da blenda atuar na tecnologia de inoculante da Rhizobium

tropici CIAT 899.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico (Merck ou Aldrich). Os
exoesqueletos de camardo foram coletados dos restaurantes e comércios locais. A dgua
empregada no preparo das solu¢des foi unicamente destilada. Os exopolissacarideos
foram obtidos a partir de culturas da bactéria Rhizobium tropici UFLA 05-16 ¢ as

blendas foram aplicadas como inoculantes nas culturas do Rhizobium tropici CIAT 899.

4.2 Obtencao dos biopolimeros
4.2.1 Obtencao da quitosana (QTS)

A partir da quitina extraida da carapaca de camardes, a quitosana foi obtida
por meio de desacetilagio da quitina seguida de purificagio!®**. O grau de desacetilagio
foi obtido por controle do tempo reacional.

O processo de obtengcdo de quitina seguiu as etapas de: pré-tratamento,
desmineralizagdo, desproteinizacdo, e secagem’® com algumas adaptacdes. Realizamos
o pré-tratamento das cascas, lavando-as com agua corrente, visando a separagdo da
matéria vegetal, por¢des de tecido e outros materiais que eventualmente possam
acompanhar o residuo do exoesqueleto do camardo que foi utilizado no processo. Apds
a lavagem, as amostras foram colocadas para secar a temepratura ambiente e logo em
seguida foram trituradas e peneiradas em uma peneira Granutest de aberturas de 1,00
mm e 0,177 mm.

Na etapa de desmineralizacdo’®, com a fun¢do de reduzir o teor de cinzas da
matéria-prima, tornando-os livres do carbonato de célcio, o material foi posto em
contato, sob agitagdo e por 3 h, com 4cido cloridrico 0,25 molL™ na propor¢io de 40
mLg"'. Em seguida, durante a filtracdo, o material foi lavado até meio neutro e colocado

para secar na estufa, a 50 °C por 12 h.
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Figura 2. Desmineraliza¢do das cascas de camardo com dcido cloridrico 0,25 molL’

na proporgdo de 40 mLg™.

Para a etapa de desproteiniza¢io’®, o objetivo foi reduzir o teor de nitrogénio
protéico pela adi¢do de uma solugdo de hidréxido de sodio 1 molL"!, na proporg¢do de 20
mLg!, deixado sob agitagio e aquecimento a 70 °C por 2 h. Esta etapa foi realizada
duas vezes para que o material obtido tivesse uma coloragdo branca e estivesse isento do
odor caracteristicos do camardo. Em seguida foi feita a lavagem deste material com

agua até pH neutro, seguido de lavagem com etanol e secagem em estufa a 50 °C, por 8
h.
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Figura 3. Desproteinizacdo das cascas de camardo com hidréxido de sédio 1 molL™,

na proporgdo de 20 mLg™.

Figura 4. Quitina extraida das cascas de camardo.
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A desacetilagdo da quitina foi realizada empregando-se uma solug¢do de hidréxido de
s6dio 50 %, na propor¢io de 20 mLg™!, em condi¢des de refluxo, por 12 h. Em seguida,

o material foi lavado até pH neutro e seco em estufa, a 50 °C por 12 h!638,

Figura 5. A desacetilagcdo da quitina com hidroxido de sédio 50 %, na propor¢do de 20

mLg™" sob refluxo.

Todo o sélido preparado foi submetido a dissolugcdo em solucdo de acido
acético 0,571 molIL! (pH = 2,5), na propor¢io de 80 mLg™!, e deixado sob agitagdo por
24 h. Ap6s filtragdo e remog¢do de quitina e outros insolaveis, o filtrado foi precipitado
lentamente em uma solugdo de hidréxido de sédio 0,1 molL™, filtrado, lavada até pH

7,0 e seco em estufa a 50°C, por 12 h, com um rendimento de aproximadamente 45%.

Figura 6. Quitosana obtida a parir da desacetilacdo da quitina.
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4.2.2 Obtencao do exopolissacarideos (EPS)

A extra¢do do exopolissacarideo foi feita pela introdu¢do da Rhizobium tropici
UFLA 05-16 em meio YM que foi anteriormente esterilizada a 120°C por 20 minutos
em uma autoclave. O meio de cultura YM (meio de manitol) foi composto por: 10 g de
Manitol, 1 mL de solugdo de Ko;HPO4 10%, 2 mL de solugdo de MgS04.7H,0 10%, 4
mL de solugdo de KH,PO4 10%, 1 mL de solugdo de NaCl 10% e 0,4 g de extrato de
leveduras em pd e 5 mL de solugdo indicadora de azul de bromotimol, corrigindo o pH

entre 6,8-7,0.

Figura 7. Meio de cultura a base de Manitol (YM).

Ap0s a inoculag@o da bactéria no meio de cultura, o sistema ficou sob agitagdo
constante a 150 rpm por 24 h. Em seguida, retirou-se 1 mL desse meio e adicionou-se a
200 mL de um outro meio de cultura YM que posteriormente ficou sob agitacdo
constante por 15 dias a 110 rpm para fermentar.

Apos o periodo de fermentagdo, foram extraidos os EPS utilizando 4lcool etilico
92,8 INPM (grau INPM, Instituto Nacional de Pesos e Medidas). Para cada litro de
solugdo fermentada de Rhizobium tropici UFLA 05-16 foram adicionados 3 L de alcool

etilico a -4°C.
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Figura 8. Extracdo do EPS da Rhizobium tropici UFLA 05-16 utilizando dlcool etilico
92,8 INPM a -4°C.

O EPS ficou sobrenadante e foi filtrado e dialisado, onde ficou por trés dias e,
em seguida, liofilizado por 48 h com um rendimento de aproximado de 3 g de EPS por

litro de meio YM.

Figura 9. Filtracdo do EPS da Rhizobium tropici UFLA 05-16.
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Figura 10. EPS extraido da Rhizobium tropici UFLA 05-16.

4.2.3 Sintese da Quitosana-Exopolissacarideo (QE)

O procedimento de sintese seguiu a descricio de Rodrigues et al’’ e foi
adaptada para a utilizacdo do exopolissacarideo como polidnion, ao invés do alginato,
pois nao necessitou da adicao de acetona ou cloreto de calcio na mistura para melhorar
alguma propriedade.

Solugdes de quitosana 0,5%, em solu¢do de acido acético 2%, e solucao
aquosa de EPS 0,5% foram convenientemente preparadas: a primeira em agitagdo por
24 h, para completa solubilidade da quitosana, e a do EPS sob aquecimento (a 70 °C,
por 2 h) e agitacdo por 24 h.

Para as sinteses das blendas foram estabelecidas as seguintes proporc¢des (v/v)
entre quitosana ¢ o EPS: 1:1 (QEI1:1); 1:2 (QEL:2); e 2:1 (QE2:1). Considerando estas
proporgdes, com auxilio de uma bureta, a solugdo de EPS era gotejada lentamente e sob
agitacdo, na solu¢do de quitosana. Apesar da pronta precipitacdo das blendas, o sistema
permanecia sob agitacdo por 12 h, para permitir o maior contato possivel entre eles. Em

seguida, os modificados eram filtrados, lavados até pH neutro e liofilizados.

25



Figura 11. Blenda entre quitosana e exopolissacarideo.

4.3 Caratcterizacoes

Os materiais obtidos foram caracterizados por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR), determinacdo do ponto de carga zero (pHgzc), grau de
intumescimento (% GI) e por ensaios de solubilidade. A quitosana obtida foi

caracterizada também pelo grau de desacetilacdo (% GD).

4.3.1 Determinacio do grau de desacetilacdo (% GD) por titulacdo condutométrica

Os graus de desacetilacdo (% GD) das quitosanas foram determinados pelo
método de titulagdo condutométrica,'® através de titulagdes com solugdo padronizada de
base (NaOH), acompanhadas por medidas de condutincia. Resumidamente: 0,200 g das
amostras de quitosana foram solubilizadas em 50 mL de solug¢do de acido cloridrico
0,05 molIL™! e deixados sob agitagio por 24 h. Em seguida, as solugdes das quitosanas
foram tituladas com solugdo de hidréxido de sodio (0,099 molL™"), recém padronizada
com biftalato de potéssio.

As variagdes das condutividades foram medidas por um condutivimetro da
ANALYSER, modelo 650. O grau de desacetilacio da quitosana foi calculado
utilizando a Equagdo 8, em que %GD ¢ o grau de desacetilagdo; Mnaon € a concentragao
da solu¢do de NaOH; Vnaon € a diferenca entre os volumes de NaOH gastos nos dois
pontos de inflexdo; MM € a massa molar média da unidade de repeticdo do polimero

(constante igual a 161,16 gmol!) e m é a massa da quitosana em gramas.
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MM.V M
%GD = NaOH: —NaOH » 100 Egq. 8

4.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos materiais obtidos
foram realizados empegando-se um espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo IR-
PRESTIGE-21, método da pastilha de KBr, apodizacdo Happ-Genzel, com varredura de

4000 a 400 cm ™!, ntimero de scans igual a 40 e resolugdo de 4 cm ™.

4.3.3 Solubilidade

Para fins comparativos, foram verificadas as solubilidades relativas dos
materiais em meio aquoso, em diferentes valores de pH: 4gua destilada, solucao aquosa
de 4cido acético a 2%, e solucdo de hidroxido de sodio a 0,01 molL"'. Em resumo:
0,200 g de QTS, de EPS, e das blendas QE1:1, QE1:2 e QE2:1 foram pesados e
colocados em 50 mL de cada uma das trés solugdes. Os sistemas ficaram sob agitagao

por 24 h, a 150 rpm. Em seguida, foram filtrados e verificadas as massas retidas.

4.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Nitrogénio (°’N-RMN)

As andlises '’N-RMN foram realizadas nas seguintes condigdes: as amostras, em
po, foram empacotadas em rotores de zirconia com didmetro externo de 4 mm, e foram
tampadas com uma tampa de KEL-F. O equipamento utilizado: Bruker Avance 111-400,
operando em um campo magnético de 9.4 T, frequéncia de observagao de 40.52 MHz,
sonda: MAS - para rotores de 4 mm, sequéncia de pulsos: cross polarization on magic
angle spinning with total sideband suppression (CPTOSS), rotacdo da amostra: 5 kHz,
janela de observacdo: 1000 ppm (-500 até 500 ppm), nimero de varreduras: 22000 até
52500, tempo de reciclo: 3 s. Tempo de contato: 2 ms, tempo de aquisicdo: 34 ms,

referéncia externa de deslocamento quimico: glicina (32 ppm).

4.3.5 Termogravimetria (TGA/DTA)
Para o estudo da estabilidade térmica dos materiais, foi utilizada a técnica da
termogravimetria, monitorando a perda de massa em fungdo do aumento da

temperatura. As condigdes de andlise foram: atmosfera de ar sintético com fluxo de gés
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50 mLmin'; razdo de aquecimento de 10°Cmin’'; intervalo de temperatura de 33 a

800°C.

4.3.6 Grau de Intumescimento (% GI)

Para determinarmos o grau de intumescimento da quitosana e das blendas,
seguiu-se a metodologia de Motta’!, em que 25 mg das amostras foram imersos em 5
mL de agua destilada em tubos falcon por um periodo de 30 min. Em intervalos de
tempo pré-definidos (2, 3, 5, 10, 15, 20, e 30 min.) os tubos foram centrifugados por
cinco minutos em uma centrifuga (FANEM 206). Apds a centrifugacdo, o excesso de
agua foi descartado e o adsorvente foi filtrado para que pudéssemos obter o material
intumescido com a finalidade de comparar com o material antes do contato com a agua.
O grau de intumescimento de cada amostra no tempo t foi calculado pela Equagao 9, em
que m refere-se a massa do solido intumescido e mp a massa do material antes do

contato com a agua.

_ [(m=my,
%Gl = |—| x 100 Eq.9

my

4.3.7 Determinaciao do ponto de carga zero (pHpc)

O valor do pHzp. foi determinado por variacdes nas medidas de pH de solugdes
de HCl e NaOH, em cloreto de potassio 0,1 molL™, antes e apds o contato com o
material, estabelecido o tempo de equilibrio de 24 h. Em resumo: 20,0 mg das amostras
foram colocados em contato 25 mL de cada solugdo (pH de 1,0 a 14,0), sob agitagdo
constante (150 rpm). Apds o tempo estabelecido, as solugdes foram filtradas e o pH

final de cada amostra foi determinado por um pHmetro (QUIMIS, Q400AS).”?

4.4 Ensaios de Adsorcao

Os ensaios de adsor¢do (efeito do pH, cinética e isotermas) foram conduzidos
em batelada, utilizando erlenmeyers de 125 mL, em bandejas com controle de
temperatura e de agitacdo. A capacidade de adsor¢do (q) foi calculada conforme a

Equagao 10:

_ (ci—cp)v
m

Eq. 10
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Onde C; é a concentracdo inicial do metal na fase liquida (mgL'), Cr é a
concentracio final do metal na fase liquida (mgL™), m é a massa de adsorvente utilizada
no ensaio (g), e V € o volume da solugao (L).

O estudo do efeito do pH na adsorg¢ao foi realizado na faixa de pH de 1,0 a 7,0,
com as concentragdes de fons cobre e zinco de 100 mgL™! e em meio i6nico de cloreto
de potassio 0,1 molL"!. Os pH’s das solugdes foram ajustados utilizando 4cido
cloridrico e hidréxido de sédio, ambos a 1,0 molL'. Em 25 mL de solucdo dos ions,
foram adicionados 20 mg dos materiais (QTS, QE1:1, QE1:2 e QE2:1), isoladamente, ¢
avaliadas as capacidades de adsorcao.

O Cu(Il) fo1 determinado pelo espectrofotometro UV-Vis (KASUAKI, 1L-592),
por complexagdo em meio de hidroxido de amonia concentrado, € acompanhamento da

variacio das absorbancias em 625 nm.”

O zinco foi determinado por titulagdao
potenciométrica utilizando EDTA a 1,0x10* molL"!, em tampio bésico (pH 10,0),

utilizando o negro de Eriocromo T como indicador.’

Os ensaios com adsor¢dao simultinea dos ions metalicos foram realizados de
modo semelhante aos anteriores: 20,0 mg dos adsorventes foram colocados em contato
com 30 mL de uma solugdo mista de Cu(Il) e Zn(II) (15 mL de cada solugdo, ambas a
50 mgL'). Apés o tempo de contato, os adsorventes foram centrifugados e a
concentracdo final dos ions determinada por titulagdo potenciométrica. Em resumo,
duas aliquotas da solug¢dao apds o ensaio de adsorcao, foram empregadas nas titulagdes.
A primeira para a determinacio total dos ions, com solu¢do de EDTA 1,0x10* molL",
em tampao basico (pH 10,0), utilizando o negro de Eriocromo T como indicador. Na
segunda aliquota o cobre foi mascarado com solugio de tiossulfato de sodio 0,1 molL™,
e o zinco foi titulado utilizando-se EDTA a 1,0x10* molL" em tampao basico de pH

igual a 10,0, utilizando o negro de Eriocromo T como indicador.”

4.4.1 Cinética de adsorcao

Os estudos cinéticos foram realizados ap6s a determinagdo do melhor pH para a
remocao dos ions cobre e zinco, em solugdo. 20,0 mg da blenda mais eficiente foram
colocados em contato com 25 mL das solugdes isoladas dos fons de metais (50 mgL™),
nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 360, 480, 600 ¢ 720 min, a

temperatura e agitacdo constantes (25°C e 150 rpm). Os resultados obtidos foram
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ajustados aos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (Equacdo 1), de segunda

ordem (Equagio 2) e de difusdo intraparticula (Equacio 3) de acordo com Onal®’.

4.4.2 Isotermas de adsorc¢ao

O estudo das isotermas foi realizado de forma semelhante ao estudo cinético,
variando apenas as concentragdes das solugcdes de Cu(Il) e Zn(II) (10 a 300 mg/L), no
tempo determinado pelas cinéticas de adsor¢do. Os resultados obtidos foram ajustados
aos modelos ndo linearizados de Langmuir (Equacdo 4) e Freundlich!® (Equagio 6) e de

Sips (Equagdo 7)”°.

4.4.3 Ensaios de Dessorc¢ao

Os estudos de dessorc¢do foram conduzidos em conformidade com Laus et al.'?,
com algumas modificacdes. As amostras de adsorventes contendo cada ion metalico
foram colocadas em contato com 50,0 mL de solu¢des de H,O, HNOs; e HCI em
diferentes concentragdes e mantida sob agitacao por 3 h. A quantidade de ions metalicos
dessorvidos foi determinada por titulagdo potenciométrica e utilizamos EDTA a 1,0x10"
* molL™!, em tampdo basico (pH 10,0), utilizando o negro de Eriocromo T como
indicador. A percentagem de dessor¢ao foi calculada a partir da Equagao 11, em que

Mmges € a quantidade de ions de metais dessorvidos € mags € quantidade de ions de metais

adsorvidos.
m

%D =—2E5 1 100 Eq. 11
Mads

4.5 Aplicacao das blendas na tecnologia de inoculante

4.5.1 Meio de cultura
O meio YMA (meio de agar e manitol) foi preparado apos a adigdo 16 g de agar

em po por litro de meio YM, corrigindo o pH entre 6,8-7,0.

4.5.2 Solucgoes de micronutrientes

A solugdo de micronutrientes “a” continha (por litro): 2,86 g de H2BOs; 2,43 g
de MnSO4.H>O; 0,22 g de ZnS0O4.7H»0; 0,08 g de CuSO04.5H,O0 e 0,02 g de
H2MoO4.H,0™.
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A solugdo de Fe-EDTA continha (por litro): 33,2 g de EDTA; 89,2 mL de NaOH
1 molIL; 24,9 g de FeSO4.7H20. A solucdo Fe-EDTA ficou sob agitagdo durante 24 h.

4.5.3 Influéncia da concentracao de micronutrientes no crescimento bacteriano
De acordo com Hoagland & Arnon’®, 0,1 mL de solugio de micronutrientes “a”

e 0,1 mL de solugdo Fe-EDTA em 100 mL de meio de cultura ¢ a concentragdo 6tima
para a producdo de bactérias. Entretanto, avaliou-se, inicialmente, o crescimento das
bactérias em diferentes concentracdes de micronutrientes. Em meios com excesso de
metais, a blenda livre de Cu(Il) e Zn(II) foi aplicada com a intencdo de adsorver o
excesso de metais e promover o crescimento das colonias bacterianas. A Rhizobium
tropici CIAT 899 foi inoculada em 100 mL meio de cultura YM, devidamente vedado,
sob agitacdo a 110 rpm e por 48 h, em cinco ensaios diferentes:

I) 0,0 mL de solugao “a” e 0,0 mL de solu¢ao Fe-EDTA.

IT) 0,1 mL de solugao “a” e 0,1 mL de solu¢ao Fe-EDTA.

IIT) 0,2 mL de solugao “a” e 0,2 mL de solugdo Fe-EDTA.

IV) 0,4 mL de solucao “a” e 0,4 mL de solugdo Fe-EDTA.

V) 0,8 mL de solugao “a” e 0,8 mL de solu¢ao Fe-EDTA.

Em seguida, foram feitas as dilui¢des seriadas para cada ensaio, retirando 1 mL
do meio inoculado e transferindo-o para um tubo de ensaio com 9 mL de solugao salina
autoclavada, obtendo a concentracdo 107 UFCmL™. 1 mL desta solucdo era retirado e
transferida para um tubo de ensaio com 9 mL de solucdo salina autoclavada, e
obtivemos a concentracdo 1072 e as dilui¢cdes aconteceram até obtermos a concentracio
10° UFCmL!. Transferimos 20 uL de cada uma das nove solu¢des para as placas de
petri em meio YMA. Apos o crescimento das colonias foram feitas as contagens em
placa, segundo procedimento de Reasoner’’. Os resultados foram tratados para a

obtencao do valor de unidades formadoras de colonia em 1 mL.

4.5.4 Influéncia da blenda QE1:2-M(II) no crescimento bacteriano

A partir dos ensaios da influéncia da concentragdo de metais no crescimento
bacteriano, foram realizados mais sete experimentos diferentes que nos permitiram
avaliar a capacidade de blenda como inoculante a partir do crescimento desses

microrganismos. Em meios com deficiéncia de micronutrientes, as blendas com metais
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adsorvidos foram aplicadas para liberagdo dos ions metalicos, conforme necessidade das
bactérias.
= Inoculagdo da blenda no meio com concentracdo em excesso de 0,8 mL
de solugdo “a”.
= Inoculagdo sem Cu(Il) e sem a blenda.
= Inoculagdo sem Cu(Il) e da blenda com cobre adsorvido.
= Inoculagdo sem Zn(Il) e sem a blenda.
= Inoculagdo sem Zn(II) e da blenda com zinco adsorvido.
= Inoculagdo sem Cu(Il) e Zn(II) e sem a adi¢cao da blenda.
= Inoculagdo sem Cu(Il) e Zn(Il) e com a adi¢do da blenda com cobre e
zinco adsorvido.

A partir da capacidade maxima de adsor¢do do material, as massas das blendas
foram determinadas para que contivessem cobre e zinco de acordo com a quantidade
ideal estipulada por Hoagland & Arnon’® e de modo experimental, 30 mg da blenda
QEI1:2 foram adicionados nos ensaios I e II. Todos os biopolimeros utilizados nos
experimentos foram esterelizadas a seco na autoclave a 120°C por 20 minutos e
posteriormente inoculadas ao meio YM juntamente com a bactéria Rhizobium tropici
CIAT 899. O crescimento bacteriano foi medido através de tempos estipulados, 0, 1, 2,
4, 8, 16, 48 ¢ 72 h. Ap6s o tempo determinado, foram feitas as diluigdes seriadas, o

emplacamento das bactérias e incubagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacoes

5.1.1 Determinacao do grau de desacetilacio (% GD) por titulacao condutométrica
Para a sintese realizada, na titulagdo foram gastos um volume médio de 11,6 mL
de solugdo de NaOH, com repeticdes (n=3), indicando que a quitosana preparada

apresentou um grau de desacetilaz¢ao de 93,2%.

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
A espectroscopia no FTIR foi utilizada para determinar a estrutura da quitosana
in natura (QTS), do EPS e das blendas de QE. Os espectros vibracionais na regido do

infravermelho dos biopolimeros estao apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Espectro do infravermelho da QTS (quitosana in natura), EPS
(exopolissacarideo) e das blendas QE2:1, QE1:2 e QEI:1.

A quitosana geralmente mostra forte absorbancia na regido superior a 3000 cm™,
oriunda dos estiramentos O-H, N-H (amida A) e das ligacdes inter-hidrogénio da

estrutura’’. As vibragdes entre 2924 - 2870 cm correspondem aos estiramentos
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simétrico e antissimétrico da ligagdo C-H!°. A presenca do grupamento N-acetil na
quitosana (-NH-C(=0)CH3) ¢ responsavel pela presenca dos modos vibracionais: amida
I (LC=0), em 1635 cm’'; amida II (8C-N-H; vCN), em 1571 cm’, e amida III,
composta pela sobreposi¢do de varios modos vibracionais (LCO; VCN; 6CNH; 6OCN),
na faixa 1382 - 1315 cm’!.

Em adigdo, a quitosana apresenta o grupamento amina com o modo vibracional
S(NH2), em 1627 cm, a banda em 1422 cm’, devido a contribuicio conjunta das
vibragdes ~OH e —CH, o alongamento simétrico do C—O—C em 1163 cm’!, e a vibragio
C-O em 1070 cm™ e 1020 cm! 375578,

O EPS possui, além de agucares, os dacidos organicos galacturdnico e
glucurdnico. Portanto, em seu espectro vibracional ¢ possivel observar regides
caracteristicas dos demais polissacarideos, estando presentes os modos vibracionais:
LOH e LNH (3450 -3200 cm™), VCH (2933 cm™), os da estrutura sacaridica (1194 - 890
cm!, C-C; C-O-C, etc), além das vibragdes relativas ao grupamento carboxilico (VC=0,
1738 cm™; VOCO anisy 1522 em™!, VOCO sym 1465 cm™. O modo vibracional em 1654
cm’!, pode tentativamente ser atribuido a 8H,O, considerando a capacidade deste
material para absor¢io de dgua’.

Diante das semelhancgas entre os espectros dos precursores polissacarideos, ainda
que um apresente grupamentos amida e amina e outro carboxilico, os espectros
vibracionais nao permitem uma analise conclusiva da interacdo entre ambos, apesar da
formagdo imediata do precipitado durante o procedimento de sintese. E possivel,
entretanto, perceber algumas alteragdes espectrais. De acordo com Horn®, a formacio
das blendas se d4 pela reacdo dos grupos amino da quitosana com o0s grupos
carboxilicos (1738 cm™) do EPS. A Figura 13 ilustra simplificadamente esta interacao,

indicando a formagio do grupamento -NH3"OOC-.
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Figura 13. llustracdo da interacdo entre o grupo amino da quitosana com o grupo

carboxilico do EPS que originou a blenda QE.

Com isso, ¢ de se esperar alteracdes nos modos vibracionais dos grupos

funcionais envolvidos. De fato, hd uma expressiva diminui¢do da vibragdo vC=0 do

EPS em 1738 cm™, o surgimento da banda em 1617-1645 (conjugada com a atribuida a

SH20 em 1654 cm™), bem como pequenos deslocamentos nos modos VOCO sy €

LOCO gsym. Os modos vibracionais que aparecem nas blendas, notadamente em 1617 cm

! para a blenda QE2:1, 1627 cm™ para a blenda QE1:2 e 1645 cm™ para a blenda QE1:1,

podem ser atribuidas a presenca do grupamento amina nas blendas.

As atribuigdes aos modos vibracionais para a QTS, para o EPS e para as blendas

estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Transicdes vibracionais e respectivas atribuigdes para os biopolimeros

Niimero de Onda (cm™)

Biopolimero . .
Vv(&g)) V(CH) | v(C=0) | 3(NH) | 3(H:0) i((lj;))’ 3(CH) | v(C-0)
QTS 3620 3070 2924 1664 1627 - 1571 1422 1071
EPS 3450 — 3200 2933 1738 - 1654 1589 1459 1061
QE21 3563 — 3300 2915 1729 1618 - 1553 1378 1071
QE12 3600 — 3300 2895 1729 1627 - 1553 1378 1061
QE11 3590 — 3250 2895 1729 1644 - 1553 1377 1061
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5.1.2 Solubilidade
Os resultados de solubilidades dos diferentes biopolimeros estdo listados na

Tabela 2.

Tabela 2. Solubilidade da quitosana (QTS), EPS e das blendas.

Biopolimero 7 —/100g
Acido (pH 2,5) Agua (pH = 6,8) Base (pH = 12,0)
QTS 0,40 0,00 0,00
EPS 0,25 0,38 0,20
QE1:1 <0,04 <0,04 <0,04
QE1:2 <0,04 <0,04 <0,04
QE2:1 <0,04 <0,04 <0,04

A quitosana apresenta-se insoliivel em 4gua, e em meio alcalino'* devido a sua
estrutura molecular e pKa (6,2-7,0). O motivo da solubilidade da quitosana somente em
meio acido € a protonagao do grupamento amino, o qual favorece maior interagcdo com o
solvente. 138!

O EPS ¢ soluvel em agua, como um coldide hidrofilico formando uma
verdadeira solu¢do,®? devido a quantidade de grupos hidrofilicos, como a hidroxila.
Uma possivel explicagdo a insolubilidade das blendas de QE ¢ devido ao fato da
modificagdo da quitosana com EPS acontecer pela interacdo dos grupos amino e
carboxilico, indisponibilizando-o para a protonagdao e interacdo mais efetiva com o

solvente.* Este resultado, portanto, corrobora com a modificacdo da quitosana e

formag¢ao das blendas.

5.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Nitrogénio (RMN-'°N)

Para melhor compreender a natureza da interacao e os sitios envolvidos na
formagdo das blendas, foram coletados os espectros de 'N-RMN das amostras de
quitosana (QTS) e das suas modificacdes (blendas QE1:2 e QE2:1). Por ndo apresentar
compostos nitrogenados, o EPS ndo foi considerado nesta andlise.

Os espectros de '’N-RMN para ambas as amostras estdo apresentados na Figura

14.
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Figura 14. Espectros de 15 N-RMN das amostras de quitosana (QTS) e das blendas

entre quitosana e exopolissacarideo (QE1:2 e QE2:1).

E possivel destacar para a amostra de QTS os dois picos correspondentes aos
grupamentos amina (-NH»), em 0 = 24 ppm, e acetamida (-NH-CO-CH3), em 6 = 122
ppm. Estes valores estdio em concordancia com outros reportados na literatura®,
considerando que sdao dependentes do ambiente em que se encontram, € que as
quitosanas se distinguem nao apenas em fun¢do do grau de desacetilagdo, mas também
pelo grau de polimerizagdo, de protonacdo, de distribuicdo dos grupamentos ao longo da
cadeia polimérica, e em funcdo da cristalinidade. Interessante observar também a
diferenca nas intensidades (4dreas) dos picos, em evidéncia do elevado grau de
desacetilagdo da quitosana.

Para as blendas QE1:2 ¢ QE2:1 ha, nitidamente, a reducdo das intensidades dos
picos, confundindo-se com ruidos o pico da acetamida, o que pode ser indicativo do
menor teor de quitosana na amostra. Entretanto, o deslocamento quimico para o
grupamento amina, agora em torno de 33 ppm, expressando ambiente quimico diverso,

¢ sugestivo da presenca de atomos mais eletronegativos (deslocamento maiores)
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desprotegendo o N, o que esta em conformidade com a proposta de formagdao do QTS—

NH;"OOC-EPS.

5.1.4 Termogravimetria (TGA/DTA)

A Figura 15 apresenta as curvas de TG e de DTA obtidas para a quitosana e para

as blendas.
t (min)
0 10 20 30 40 50 60 70 80
T T T T T T T T T T T T T T T 600
100 - |
7 500
80
7 400
60
- o
9 1300
=~ 40 4 ] =
< 2
2 1200 =
20 4
71 100
0 4
10
-20 4
I T LI T T w T w T T T T T _100
0 100 200 300 400 500 600 700 800
T(°C)

Figura 15. Curvas TGA — DTA simultineas para QTS e as blendas QEIl:1, QEI:2 e
QFE2:1. Taxa de aquecimento igual a 10 °C/min e uma atmosfera de ar sintético com

uma vazdo de 50 mL/min.

As curvas termogravimétricas foram obtidas sob condicao de ar sintético. Assim
¢ possivel observar a queima do material carbonizado até a completeza, ja proximo dos
600 °C, principalmente para as blendas.

Trés eventos podem ser observados para todas as amostras. O primeiro estagio ¢
correspondente a desidratacdo dos materiais, processo de natureza endotérmica. A
quitosana, por ter menor conteido de agua, perde menor massa nesta etapa (15 %) e
necessita de um maior intervalo de temperatura: 33 — 280 °C. Para as blendas, observa-
se que quanto maior a propor¢ao do EPS, maior o conteido de agua liberado (para
todas, acima de 20 %), bem como menor o intervalo de temperatura para a defini¢ao

deste evento (até 110 °C). EPS com grande quantidade de grupos carboxila é sempre
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rico em conteido de umidade e a perda de peso nas blendas sugere que elas sdo ricas em
conteudo de carboxil. Isso ocorre porque quanto maior o conteido de carboxila maior a
afinidade do polissacarideo para interagio com moléculas de 4gua*! e também devido a
presenca de grupos —OH”.

Seguida a desidratacdo, a proxima etapa ¢ a decomposicdo dos biopolimeros,
com geracao de material carbonizado. A quitosana chega a registrar uma perda de massa
em torno de 70% (280 — 544 °C), as blendas em torno de 80% (226 — 535 °C). Para esta
etapa, a literatura costuma referir-se a processos complexos incluindo degradacdo dos
anéis de sacarideos e desintegracdo de cadeias de macromoléculas na amostra'®.

O ultimo estagio refere-se a queima dos materiais carbonizados®’.

Os resultados sdo, portanto, condizentes com a modificagdo da quitosana,
indicando que as blendas formadas apresentam maior tendéncia para acumulo de
moléculas de agua, bem como para sua termodisponibilidade, sendo estruturalmente
estaveis até temperaturas superiores a 200 °C. Ambos resultados interessam para a
aplicacdo das blendas em tecnologia de inoculantes: a capacidade que as mesmas
apresentam para acumular e disponibilizar 4gua, bem como a resisténcia as temperaturas

de esterilizacdo, que nao ultrapassam a 150 °C.

5.1.5 Grau de Intumescimento (% GI)

Um dos fatores importantes a serem destacados no grau de intumescimento ¢ a
natureza das interagdes iOnicas que ocorrem na formacao do material modificado. Os
grupos das blendas interagem bem com a dgua, uma interagdo maior do que a quitosana
in natura, pois uma fun¢do importante do EPS ¢ a retengio de 4gua.'® A expansdo das
cadeias poliméricas das blendas devido a incorporagdo de dgua durante os primeiros
momentos foi seguida por mudangas nas inclinagdes das curvas de absorcdao apos os 5
minutos iniciais, chegando ao equilibrio proximo dos 20 minutos de exposi¢do a agua.

A Figura 16 apresenta o grau de intumescimento da quitosana in natura e das blendas.
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Figura 16. Percentagem do grau de intumescimento da quitosana in natura (QTS) e

das suas modificacoes (QEI:1, QEI1:2 e QE2:1). Massa de adsorvente = 25 mg; volume
de dgua =5mL; T = 25°C.

O aumento da concentragdio do EPS promoveu um elevado grau de
intumescimento, justificado pelo aumento de grupos hidrofilicos que estao presentes em
grande quantidade no EPS, pois, o grau de intumescimento das blendas passou dos
1000%, o que ndo aconteceu com a quitosana, comprovando uma mudanga estrutural
em relacdo aos precursores. Pelas propor¢des de massa dos modificados, esperava-se
que a blenda QE1:1 intumescesse mais que a blenda QE2:1. Veiga et al** afirma que em
alguns casos, o EPS pode se dissolver parcialmente. Em todo caso, ndo se tem a
propor¢ao exata dos precursores nas blendas produzidas, ndo se permitindo uma
correlagdo mais precisa entre a quantidade de EPS no material e o respectivo grau de
intumescimento.

A inoculagdo de uma blenda com alta capacidade de retencdo de dgua pode ser
estratégica para aumentar a tolerdncia a seca, que ¢ um dos principais estresses
abidticos, pois a escassez de umidade nas plantas afeta a fungdo estomdtica, o que reduz
a propor¢do de CO2/02 da folha, inibindo a fotossintese com redugdo concomitante da
producdo de biomassa85.

A Tabela 3 apresenta os valores do grau de intumescimento para alguns EPS

encontrados na literatura. E observado que existem EPS que interagem muito mais com
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agua do que outros, portanto, uma modificacdo da quitosana por EPS pode aumentar ou
diminuir a capacidade de uma blenda reter dgua, dependendo dos grupos funcionais que

existem no EPS. Entretanto, contribuird para sua ndo dissolu¢cdo em meio aquoso.

Tabela 3. Grau de Intumescimento para EPS produzido por diversas bactérias

EPS produzido por % GI (%)
Rhizobium radiobacter CAS 68192
Weissella confusa AJ53 1090°
Lactobacillus rhamnosus EPS113 513,6%
Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 496’
Pseudomonas putida GAP-P45 37,9°

5.1.6 Potencial de carga zero (pHzpc)

As possiveis interagdes eletrostaticas e geracdo de cargas nas superficies dos
biopolimeros foram determinadas na faixa de pH de 1,0 a 14,0. De acordo com a Figura
17, o valor do pHz. da quitosana foi igual a 6,1 e que as fungdes do EPS agregados a

estrutura da quitosana apds a modificagdo aumentaram esse valor para 6,5 na blenda

QE1:1; 6,3 na blenda QE1:2 e 6,6 na blenda QE2:1.
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Figura 17. Potencial de carga zero (pH; — pHy) da quitosana e das blendas. [KCl] = 0,1
mol.L; volume = 25 mL; massa de adsorvente = 20 mg; T = 25°C; rotacdo = 150

rpm; t = 24 h.

Hé grupos protonaveis na constituicao dos materiais, resultando numa carga de
superficie que varia com o pH.?® Em pH’s abaixo do valor do pHyc, as blendas estardo
carregadas positivamente, visto que os fons H" saem da solugdo em dire¢do aos sitios
ativos das blendas. Entretanto, acima do valor referente ao pHy., a carga em suas
superficies é negativa.?’” Por exemplo, para a blenda QE1:1 o pH inicial aumentou mais
em relacdo a quitosana in natura, que pode ser explicado pelo aumento de grupos

funcionais com a modificacdo pelo EPS.

5.2 Ensaios de adsorcao

5.2.1 Efeito do pH

E evidente que o pH, como esperado, desempenha um papel importante na
determinacdo da acumulagdo de metais; mais especificamente, a acumulagdo geralmente
aumenta com aumento do pH®. O efeito do pH na adsor¢do dos metais Cu(Il) e Zn(II)

pode ser visualizado a partir dos graficos das Figuras 18 e 19, respectivamente.
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Figura 18. Efeito do pH na remocdo de ions Cu(ll) a partir de solucoes aquosas na
presenca dos biopolimeros quitosana (QTS) e as blendas modificadas com EPS (QE2:1,

QE1:2 e QEI:2). [Cu(Il)] = 100 mgL'; volume = 25 mL; massa de adsorvente = 20
mg; T = 25°C; rotacdo = 150 rpm; t = 24 h.

140

—=—QTS

120

100

80

60

q (mgg™)

40

20

-20 T T T T T T T
pH
Figura 19. Efeito do pH na remogdo de ions Zn(Il) a partir de solucdes aquosas na

presenca dos biopolimeros quitosana (QTS) e as blendas modificadas com EPS (QE2:1,
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QE1:2 e QEI:2). [Zn(II)] = 100 mgL'; volume = 25 mL; massa de adsorvente = 20
mg; T = 25°C; rotagcdo = 150 rpm; t = 24 h.

Geralmente em pH >7 pode haver a formagdo de hidroxidos desses cations.
Apesar da quitosana ser soluvel em pH < 5 houve uma taxa elevada de adsor¢do dos
metais no pH = 3, mesmo que uma parte da massa tenha solubilizado. Observou-se que
em pH's mais acidos, houve as menores taxas de remocao dos metais. Este fato pode ser
atribuido a maior competicdo pelos sitios ativos dos adsorventes, em virtude da grande
presenca dos fons H !2

Tanto na adsor¢ao do Cu(Il) quanto do Zn(II), devido a existéncia de grupos
amino livres, a quitosana obteve as maiores quantidades de metais removidos, seguida
pela blenda QE1:2. Entre as blendas, por ser a que mais removeu metais e levando em
consideracdo que o meio do inoculante ¢ acido (3,5 < pH < 4,5), tendendo a menores
valores de pH em fun¢ao do aumento da produgdo bacteriana, a quitosana in natura nao
pode ser indicada como participante da tecnologia de inoculante. A blenda QEI:2,
portanto, em relagdo as demais, apresentou maior potencialidade inoculante em relagao
aos cations investigados.

Levando em consideragdo os valores de pHz,c da blenda que foi 6,3, a superficie
dos adsorventes encontrava-se carregada positivamente na maior parte dos ensaios de
pH, o que dificulta a adsor¢ao de espécies cationicas, portanto, era preferivel trabalhar
com esta blenda em meios onde o pH fosse maior que o valor do ponto de carga zero,
mas o limite de precipitacdo do Cu(Il) e Zn(II) precisou ser levado em consideragao.

Segundo Tourney et al®’

ha duas explicagdes possiveis para o fraco efeito do
EPS na ligagdo de metais. Primeiro, sabe-se que a produgdo de EPS induz um grau
consideravel de células agregadas em suspensdo, o que provavelmente reduzird a area
da superficie disponivel para adsor¢do de metais. Segundo, o lancamento de grandes
quantidades de carbono orgénico dissolvido da camada de EPS pode complexar o metal
na solucdo, em competicdo com as paredes celulares.

Para a sorcdo do Cu(Il) pela blenda, os pH's entre 3 e 7 apresentaram valores
muito proximos, tendo o pH = 6 pouco superior. Para a sor¢dao de Zn(Il), o efeito do pH
foi mais evidente, onde o melhor desempenho foi visto entre os pH’s 4 e 5. Portanto, o
pH escolhido para os proximos ensaios de adsor¢ao foi pH 5.

E possivel observar pequenas alteragdes nas bandas de absorcio dos grupos

combinados de -NH> e —OH, apds adsorcao de Cu(Il) e Zn(II), como o pico de 3497 a
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3330 cm! da blenda de QE1:2 que mudou para 3525 a 3359 cm™! apés a adsorgdo de
Cu(Il), para 3516 a 3359 cm™ apos a adsorcdo de Zn(II) e para 3525 a 3350 cm™! apés a
adsor¢io de Cu(Il) e Zn(II) simultaneamente!?.

Segundo AbdElhady?®, o pico fica mais amplo e mais forte por conta da intensa
interagdo entre esses grupos e os metais. Outra mudanca importante no espectro ¢ a do
pico de -NH, que mudou de 1627 cm™ da blenda QE1:2 para 1645 cm™ apds a
adsor¢io de Cu(Il), 1635 cm™ apos a adsor¢do do Zn(Il) e 1654 cm™ apds a adsorgdo
simultanea de Cu(Il) e Zn(II). Essas mudangas no comprimento de onda mostraram que
houve um processo de ligacdo de metal ocorrendo na superficie dos adsorventes®.

O pico em 645 cm™! da blenda QE1:2 que alonga para aproximadamente 431 cm’
' apds a adsor¢do de Cu(Il), 625 cm™ apods a adsor¢do do Zn(Il) e 551 cm™ apos a
adsorcao simultanea de Cu(Il) e Zn(Il) porque ocorreu o efeito de carregamento do

metal’®

, ou seja, a fixacdo do grupo amida e modo de alongamento dos metais, pois ha
uma forte interacdo de Cu(Il) e Zn(II) aos grupos amida das moléculas de quitosana’®. A

Figura 20 apresenta o adsorvente QE1:2 apds adsor¢do com ions Cu(Il) e Zn(II).

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

QE1:2

QE1:2-Cu

QE1:2-2Zn

b1)

QE1:2 - Cu/Zn

4000 3500 3000 2500 2000 7500 1000 50
Numero de Onda (cm™)

Figura 20. Espectros do infravermelho da blenda escolhida para a aplicacdo QEI:2

antes e depois dos ensaios de adsorc¢do de Cu(ll) e Zn(1I).
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5.2.2 Estudos de competicao dos ions Cu (II) e Zn (II)
Cinco ensaios foram realizados para quantificar a adsor¢do simultanea dos ions
metalicos em solugdo. A Tabela 3 apresenta as quantidades removidas de Cu(Il) e Zn(II)

presentes em solucdo, indicando uma pequena preferéncia pelos ions Zn(II).

Tabela 4. Quantidade removida de ions Cu(Il) e Zn(Il) simultaneamente. [Cu(Il) +
Zn(I)] = 50 mgL'; volume = 30 mL; massa de adsorvente = 20 mg; pH = 5,0; t = 480
min.; T =25°C; rotacdo = 150 rpm

Ton metalico q (mgg™)
Cu(Il) 28,93 £ 2,50 (18%)
Zn(I) 31,13 = 1,02 (83%)

5.2.3 Cinética de adsorcao

Os ensaios cinéticos foram realizados com o intuito de determinar o tempo
necessario para que todos os sitios ativos disponiveis da blenda fossem saturados pelos
metais. Os resultados necessarios para determinar o tempo de equilibrio de adsor¢ao
estao descritos na Figura 21.

Observa-se que a absor¢ao do Cu(Il) o equilibrio de adsor¢ao acontece em torno
dos 360 min. e para o Zn(II), o equilibrio se da préximo de 480 min, como também
mostram a aplicagao dos modelos linearizados de pseudo-primeira ordem e de segunda

ordem, respectivamente.
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Figura 21. Estudo cinético da adsorcdo dos ions Cu(ll) e Zn(Il) pela blenda QEI:2.

([Cu(ll)] = [Zn(II)] = 50 mgL; volume = 25 mL; massa de adsorvente = 20 mg; pH
para o Cu(Il) = 6,0; pH para o Zn(Il) = 5,0; T = 25°C; rotagcdo = 150 rpm).

As Figuras 22 e 23 apresentam a aplicacao dos modelos linearizados de pseudo-primeira

ordem e segunda-ordem para os ensaios de adsor¢ao de Cu(Il) e Zn(II).

4 ——cu(ll

-100 0 1700 200 300 400 500 600 700 800
t (min)

Figura 22. Grdficos cinéticos de pseudo-primeira ordem [In(qeq — q:) X t] para os

processos de remogdo de ions Cu(ll) e Zn(II).
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Figura 23. Grdficos cinéticos de segunda ordem [(t/q:) x t] para os processos de

remoc¢do de ions Cu(ll) e Zn(II).

Para investigar o mecanismo de adsorcao e suas possiveis etapas de controle de
taxa que incluem transporte de massa e processos de reacdo quimica, modelos cinéticos
foram explorados para analisar os dados experimentais. A Tabela 5 apresenta os
parametros obtidos apos a aplicagdo dos modelos, onde os estudos cinéticos revelaram

que a equagao de segunda-ordem forneceu os melhores ajustes dos dados experimentais.

Tabela 5. Resumo dos parametros cinéticos obtidos a partir da aplicagdo do modelo de
pseudo-primeira ordem e segunda ordem na adsorcdo dos ions Cu(Il) e Zn(Il) em

solu¢dao aquosa

PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM

(exp (teorico ki 2
Metal . : . . R
(mgg") | (mgg") (min™)
Cu(II) 56,34 48,59 8,63X10'3 0,8625
Zn(11) 42,61 42,15 5,54X10'3 0,9892
SEGUNDA ORDEM
(exp (teorico k> 2
Metal . ) qe . R
(mgg") | (mgg") | (gmg'min™)
Cu(II) 56,34 60,27 3,93X10'4 0,9975
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Zn(1I) 42,61 44,96 4,54x10* 0,9914

Segundo Vieira!®, o0 modelo de segunda ordem é bem ajustado a um experimento
quando a concentracdo inicial do adsorvato ndo ¢ excessivamente alta. Portanto, pode-se
afirmar que a cinética de adsor¢do para estes experimentos depende da quantidade de
sitios ativos disponiveis na superficie do adsorvente e da concentragdo inicial do metal
em solucdo, ou seja, confirmando que o controle do mecanismo de velocidade ¢ a
adsorcdo quimica (reagdo quimica), envolvendo forcas de valéncia por meio do
compartilhamento ou troca de elétrons entre os adsorventes e os ions metalicos®. O
mecanismo indicou que a velocidade de adsor¢do dos metais pelo adsorvente foi
dependente da concentragdo dos ions no adsorvente e a concentracao destes adsorvidos
no equilibrio.

A Figura 24 mostra a linearidade multipla no gréafico da capacidade de adsor¢ao
versus raiz quadrada do tempo, indicando que a difusdo em varias etapas ocorreu

durante o processo de adsorcao.

60—- = Cu(ll)
: e Zn(ll)

50 +

T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

t1/2 (min1/2)

Figura 24. Grdficos cinéticos da difusdo intra-particula (q. x t'2) para os processos de

remog¢do de ions Cu(ll) e Zn(II).

A plotagem pode apresentar multilinearidade, indicando que trés etapas ocorrem.

O primeiro porgao (estagio 1) atribuida a difusdo do adsorvato através da solugdo para a
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superficie externa do adsorvente. A segunda parte (estdgio 2 e 3) descreve a adsorc¢do
gradual, a difusdo de metais em macroporos e regides®’, onde os locais ativos eram mais
dificeis de alcangar pelos metais devido a interagdo entre os grupos de superficie”. A
quarta porg¢ao linear (estagio 3) ¢ seguida de um plato (estagio 4), atribuido ao equilibrio
final etapa.

A Tabela 6 apresenta o resumo dos parametros calculados a partir do modelo de
difusdo intraparticula, relacionado a adsor¢do dos ions Cu(Il) e Zn(II) pela blenda

QEI:2.

Tabela 6. Resumo dos parametros cinéticos obtidos a partir da aplicacdo do modelo de

difusdo intraparticula na adsor¢do dos ions Cu(Il) e Zn(II) em solugcdo aquosa

Difusao Parametros
Intrapaticula Cu(Il) Zn(1I)
Etapas ka C (mgg™) R? o C (mgg™) R?
(mgg'h?2) (mgg'h'?2)

1? Etapa 4,9380 0,2580 0,9811 4,3900 0,2704 0,9740
2 Etapa 3,4901 4,0822 0,9877 1,9503 60,9432 0,9920
3 Etapa 1,6937 22,9606 0,9999 1,1950 15,3480 0,9750
4" Etapa 0,0424 55,7060 -0,9520 0,2581 36,6460 0,1794

Os valores kq sao determinados a partir da inclinagdo do grafico da Figura 14. Os
valores de interceptacdo, C nos dao uma ideia sobre a espessura da camada limite, ou
seja, quanto maior a interceptagio, maior é o efeito da camada limite®’. Em certo limite
de tempo (até 360 minutos para o Cu(Ill) e 480 minutos para o Zn(Il)), as curvas
revelam uma caracteristica linear que a difusdo intraparticulas controla o processo de
adsorcao.

As taxas de difusdo do filme foram maiores para a adsor¢do do Cu(Il) quando
comparados aos do Zn(Il), indicando os processos de adsor¢do mais rapidos para
QE1:2—Cu(Il). Nesse caso, as terceiras inclina¢des para Cu(Il) e Zn(II) eram quase
paralelas, e as constantes de taxa calculadas a partir das terceiras inclinagdes eram mais
altas para Cu(Il) do que para Zn(II) e as ultimas constantes da taxa para Cu(Il) e Zn(II)

foram proximas de zero quando a adsor¢do alcangou o equilibrio®®.
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5.2.4 Isotermas de adsorc¢iao

As isotermas de adsorcdo sdo obtidas de forma experimental e ajustadas a
modelos ndo lineares de Langmuir, Freundlich e Sips, os quais fornecem parametros
para o melhor entendimento dos processos de adsor¢ao. As Figuras 25 e 26 apresentam
as isotermas de concentragdo de Cu(Il) e Zn(II) ajustadas aos modelos ndo-linearizados

de Langmuir, Freundlich e Sips, respectivamente.
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Figura 25. Isoterma de adsorcdo dos tons Cu(Il). ([Cu(Il)] = 10 — 300 mgL™; volume =
25 mL; massa de adsorvente = 20 mg,; pH para o Cu(ll) = 5,0; T = 25°C; rotacdo =
150 rpm).
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Figura 26. Isoterma de adsorcdo dos ions Zn(Il). ([Zn(1I)] = 10 — 300 mgL'; volume =
25 mL; massa de adsorvente = 20 mg; pH para o Zn(Il) = 5,0; T = 25°C; rotacdo =
150 rpm).

A Tabela 7 apresenta os parametros obtidos a partir da aplicagdo dos modelos
isotérmicos que permitem interpretar a adsor¢do dos metais pelos adsorventes

utilizados.

Tabela 7. Parametros das isotermas de adsorc¢ao dos ions Cu(Il) e Zn(II) obtidos pelos

ajustes aos modelos ndo linearizados de Langmuir e Freundlich e Sips.

PARAMETROS ION METALICO
Cu(Il) Zn(II)
Qexp. (mgg™) 70,55 80,89

LANGMUIR NAO LINEAR

Qmax (mgg™) 85,54 100,65
K. (Lg") 0,0252 0,0202
Ry 0,317 0,329
R? 0,9727 0,9722
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Continuacido da Tabela 6.

FREUDLICH NAO LINEAR
Qmax (mgg™) 135,91 189,46
Kr (L.mgg™) 10,810 9,814
n 2,811 2,524
R? 0,8813 0,8477
SIPS NAO LINEAR
Qmax (mgg™) 72,51 83,12
Ks 0,0039 0,0030
ns 1,652 1,656
R? 0,9956 0,9955

O valor Ry obtido tanto para o Cu(Il) quanto para o Zn(II) € maior do que zero e
menor do que a unidade indica a adsorcdo favoravel de ambos os metais pela blenda
QE1:2, além dos valores de R?> que sio maiores que 0,800, Isso significa que as
isotermas de equilibrio poderiam ser bem descritas pelo modelo de Langmuir, € o
processo de adsor¢do ¢ adsor¢ao em monocamada em uma superficie com niamero finito
de locais idénticos, que sao distribuidos homogeneamente sobre a superficie
adsorvente®, mas, apesar dos altos valores de R? (Tabela 5), o modelo de Langmuir nio
podia ser suficientemente representativo para simular equilibrio de adsorcdo de um
componente de Cu(Il) e Zn(Il) em QE1:2, pois as capacidades de adsor¢ao maxima
estimada ndo correspondem aos valores experimentais.

Como visto na Tabela 5, os valores de n maiores do que um indica adsor¢des
heterogéneas. O modelo de Freundlich ndo se ajustou bem aos dados experimentais com
coeficientes de correlagdo mais baixos que o do modelo de Langmuir. As Figuras 13 e
14 ilustram que o grafico de Freundlich ndo apresenta uma saturacdo maxima em alta
concentragio aquosa, enquanto dados experimentais mostram um plato®®.

Tudo isso sugere que o modelo de Freundlich ndo poderia representar o
equilibrio de adsor¢do de um componente de Cu(Il) e Zn(Il) em QE1:2. Os coeficientes
de correlagio de regressdo foram maiores que 0,800%, no entanto, a capacidade maxima
de sor¢do calculada ¢ muito maior que as quantidades experimentais adsorvidas em

equilibrio, correspondentes ao plato das isotermas de sorcao.
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O comportamento isotérmico de Sips € o mesmo da equagdo de Freundlich, com
excecdo de se aproximar de uma capacidade de adsor¢do constante quando a
concentragdo ¢ suficientemente alta. O parametro de heterogeneidade (ns) na Tabela
5 fornece suporte para a existéncia de varios locais de sor¢do (ns# 1) dentro da
estrutura da blenda. Assim, condi¢des sintéticas que empregam proporc¢des variaveis de
peso de polissacarideos (QE) podem resultar em blendas com heterogeneidade variavel
(ns # 1). Além disso, os valores de R?> em Sips foram maiores e mais préoximos da
unidade do que em Langmuir e Frendlich, confirmando esse modelo como melhor

ajuste.

5.2.5 Ensaios de dessorcao
Os estudos de dessorcao sdo importantes para reuso ou fungdes carreadoras dos
adsorventes. Trés tipos de solucdes, com diferentes concentragdes, serviram como

eluentes para uma possivel dessor¢ao. Os resultados estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Percentagem de dessor¢do dos ions Cu(Il) e Zn(Il) da blenda QE1:2—-M(II).
Volume de eluente = 50 mL; massa de adsorvente = 20 mg; t = 180 min; T = 25°C;
rotacdo = 150 rpm

L Dessorcao (%)
Eluente [H*] (molL™)
Cu(1D) Zn(II)

H,O 107 0,4 0,3
HNO3 0,1 60,7 57,1
HNO3 1 62,5 61,8

HCI 0,1 57,8 55,1

HCI 1 64,3 59,2

Para a dessor¢do do Cu(Il) o melhor eluente foi a solugio de HCI 1 molL!
(64,3%), seguido do HNOs 1 mol.L"! (62,5%). Na dessor¢do do Zn(Il) a solucdo de
HNO; 1 molL™! (61,8%) obteve melhor desempenho, seguido do HCI 1 molIL"! (59,2%).

5.2.6 Aplicacao das blendas como inoculante

5.2.6.1 Influéncia da concentragdo de micronutrientes no crescimento bacteriano
A adsorc¢do de ions metalicos aquosos nas superficies celulares de bactérias ¢ um

processo significante em muitos contextos, mas apesar de varios estudos recentes
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investigando a complexacdo de metais em superficies bacterianas, os mecanismos ainda
ndo sdo satisfatoriamente explicados®’.

A Rhizobium tropici CIAT 899 ndo foi altamente sensivel quando cultivada com
excesso de micronutrientes, pois havia células viaveis nas concentracdes mais elevadas
em 72 h de crescimento. Esse fato pode estar relacionado a sua alta tolerancia a
estresses ambientais, como alta temperatura, acidez e salinidade®!. A influéncia do
aumento da concentracdo de micronutrientes no crescimento bacteriano da Rhizobium

tropici CIAT 899 estd apresentada na Figura 27, indicando a concentragdo 6tima de

producdo e as concentragdes que minimizaram as colonias.
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Figura 27. Influéncia do crescimento bacteriano pelo aumento da concentracdo de ions
Cu(Il) e Zn(II) apos 72h de crescimento. 1 mLL " dessa solugdo corresponde a 0,08 gL
de Cu(Il) e 0,22 gL' de Zn(II).

Embora a tolerdncia a metais da Rhizobium esteja associada a capsula
polissacaridica ao redor das células, que € responsavel pela formacao de biofilmes, essa
bactéria ndo possui tal estrutura tdo densa, portanto, ndo retém tanto os metais,
favorecendo a absor¢io®®. Além disso, o crescimento desse microrganismo diminui o
pH do meio, que em ambientes com excesso de micronutrientes, aumenta a

disponibilidade e toxicidade dos metais, dificultando o desenvolvimento bacteriano.

55



A adi¢do de 1 mL de solugdo “a” e de Fe-EDTA por litro de meio YM
possibilitou o aumento do crescimento da Rhizobium tropici CIAT 899, chegando a
pouco mais de 6 bilhdes de UFCmL™!. A adi¢io de 4 mLL! e 8 mLL" reduziu
aproximadamente 4 e 3 bilhdes de UFCmL™!, respectivamente. Metais em quantidades
vestigiais sdo essenciais para o desenvolvimento celular. Em quantidades maiores, eles
interferem na sintese de 4cidos nucléicos®®, que constituem os genes, responsaveis pelo

armazenamento, transmissao e traduc¢ao das informagdes genéticas.

5.2.6.2 Influéncia da blenda QE1:2-M(II) no crescimento bacteriano

Conforme descrito no item 4.5.2, a Rhizobium tropici necessita de 80 mg de
Cu(Il) e 220 mg de Zn(II) para cada 1 L do meio YM. Pelos dos resultados obtidos com
os estudos das isotermas de adsorc¢ao, 1g da blenda QE1:2 adsorve 70,55 mg e 80,89 mg
de ions Cu(Il) e Zn(II), respectivamente. Portanto, determinou-se para cada ensaio com
as blendas a quantidade de massa equivalente a aproximadamente 1,13 g de QEI:2-
Cu(Il) e 2,72 g de QE1:2-Zn(II) por litro de meio de cultura.

A Figura 28 apresenta os resultados do crescimento bacteriano dos ensaios El
(condi¢des padrdes, segundo Hoagland & Arnon’®), E2 (inoculagdo com excesso de
micronutrientes, nesse caso, 8 mL de solugdo “a” e solugao Fe-EDTA por litro de meio
YM) e E3 (a mesma concentracdo do meio E2 com a adi¢dao da blenda QE1:2 livre de

qualquer metal adsorvido).
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Figura 28. Influéncia do crescimento bacteriano em fungdo do tempo pelo aumento da
concentracdo de micronutrientes e adi¢cdo da blenda QEI:2. ([Cu(ll) e Zn(ll)] = 1 e 8
mLL" de solu¢do de micronutrientes “a”; volume de meio YM = 100 mL; massa da

blenda QE1:2 = 30 mg,; T = 25°C; rotacdo = 110 rpm).

A Figura 18 mostra um crescimento muito parecido da Rhizobium tropici nos
ensaios E2 e E3 até as 48 h de experimento, mas sempre o E3 apresentando um maior
namero de colonias em relagdo a E2. As 8 h E2 apresentou 2,11x10° UFCmL" e E3
2,83x10% UFCmL. Ja E1 apresentou 3,72x10® UFCmL™. A partir das 16 h ficou mais
evidente a influéncia do meio no crescimento bacteriano, onde o excesso de
micronutriente conseguiu diminuir as colonias bacterianas. Nesse hordrio E1 apresentou
2,46x10° UFCmL™, E2 1,22x10° UFCmL"' e E3 1,55x10° UFCmL"".

Apo6s 48 h, a diferenca da quantidade de colonias no E2 e E3 ainda ndo era
significativa, e havia um crescimento linear em todos os ensaios, E1 com 4,42x10°
UFCmL™, E2 com 3,22x10° UFCmL™" ¢ E3 com 3,48x10° UFCmL"', mas, no tltimo
estagio dos ensaios, apds as 72 h, E1 aumentou para 6,23x10° UFCmL"!, E2 diminuiu
para 3,05x10° UFCmL"! e E3 aumentou para 4,16x10° UFCmL™" destacando o rapido
aumento da Rhizobium tropici CIAT 899 nas melhores condi¢des e comprovando como
a blenda QE1:2 foi capaz de favorecer o crescimento bacteriano, tanto adsorvendo
micronutrientes como também podendo servir como fonte de carbono por conta da sua

composi¢ao.
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A Figura 29 apresenta os resultados do crescimento bacteriano dos ensaios El
(inoculagdo normal, segundo Hoagland & Arnon’®), E4 (inoculagio sem os fons de
Cu(ID)), E5 (inoculagdo sem os ions Cu(Il) mais a blenda QE1:2-Cu(II)), E6 (inoculagio
sem os ions Zn(Il)), E7 (inoculacdo sem os ions Zn(Il) mais a blenda QE1:2-Zn(II)), E8
(inoculagdo sem os ions Cu(II) e sem ions Zn(I)) e E9 (inoculagdo sem os ions Cu(Il) e

sem os ions Zn(II) mais a blenda QE1:2-Cu(II) e a blenda QE1:2-Zn(II)).

I E1: 1 mL de micronutrientes.
I E4: sem Cu(ll).
J I E5: sem Cu(ll) + QE1:2-Cu(ll).

7101 mm E6: sem Zn(ll).
[ E7: sem Zn(ll) + QE1:2-Zn(ll).

" 6x10f [ E8: sem Cu(ll) / sem Zn(ll).
I E9: sem Cu(ll) / sem Zn(ll) + QE1:2-Cu(ll)

+ QE1:2-Cu(ll).
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Figura 29. Influéncia do crescimento bacteriano em fungcdo do tempo em diferentes
meio de concentra¢do de micronutrientes e adi¢do das blenda QE1:2-Cu(Il) e QEI:2-
Zn(Il). (volume de meio YM = 100 mL; massa da blenda QFEI1:2-Cu(ll) =0,134 mg;
massa da blenda QE1:2-Zn(Il) = 0,272 mg; T = 25°C; rotag¢do = 110 rpm).

A Figura 19 permitiu analisarmos melhor a necessidade de micronutrientes que a
Rhizobium tropici CIAT 899 tem. Nos ensaios que houve a falta de um ou mais ions de
micronutrientes, o crescimento da bactéria foi considerado satisfatorio apos as 72h, com
crescimento na faixa de 4,38x10° UFCmL™' no E4, 4,07x10° UFCmL" no E6 ¢ 5,41x10°
UFCmL™! no E8, mas comparado aos outros ensaios, a diferenca fica mais evidente.

Nos ensaios que tiveram as blendas de QEI:2 com metais adsorvidos
substituindo os ions completamente disponiveis, os resultados obtidos foram préximos

da inocula¢do convencional, de acordo com Hoagland & Arnon’®.
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A Tabela 9 apresenta o resmuno do crescimento nos ensaios com a adi¢do das

blendas apds as 16 h, 48 h e 72 h.

Tabela 9. Crescimento bacteriano no ensaio com a inoculagdo convencional (E1) e os

ensaios com a adi¢do das blendas QE1:2-Cu(Il) e QE1:2-Zn(II).

Crescimento bacteriano (UFCmL™") x 10°
Tempo (h)
El ES5 E7 E9
16 2,46 1,71 1,75 1,83
48 4,42 3,87 4,00 425
72 6,23 6,56 6,19 6,28

No ensaio E1, as bactérias inoculadas no meio entraram em contato com os ions
metalicos que estavam livres em solucdo. Nos ensaios E5, E7 e E9, as bactérias
inoculadas ndo tinham contato total com os ions de cobre e zinco, pois ambos estavam
adsorvidos na blenda, o que pode explicar um lento crescimento dos microrganismos
nesses ensaios, evidenciado pelo fato de que o crescimento bacteriano no ensaio El
sempre foi maior do que os demais até as 48 h.

Mas, no decorrer dos ensaios, a dessor¢ao gradativa permitiu que os ions fossem
disponibilizados em solucdo a medida que as bactérias cresciam, minimizando os
possiveis efeitos deletérios que o cobre e o zinco poderiam oferecer as bactérias,
comprovado pela proximidade dos valores obtidos das unidades formadoras de colonias
quando o experimento atingiu as 72 h.

Apesar disso, os resultados mostraram que ndo houve grande influéncia na taxa
de crescimento da Rhizobium tropici CIAT 899 quando inoculadas com a blenda
QE1:2-Cu(Il), ou QE1:2-Zn(II), ou com ambas, até as 72 h, pois, os valores de unidades
formadoras de colonias dos ensaios com as blendas foram proximas do ensaio
registrado na literatura. Mesmo que os ensaios E5 e E9 tenham sido maiores que o

ensaio E1, esperdvamos que os resultados fossem maiores que os obtidos.
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6. CONCLUSAO

A quitina foi extraida da casca de camardo e desacetilada, obtendo a quitosana
com grau de desacetilagdo com cerca de 90° e o EPS bacteriano foi extraido da bactéria
Rhizobium tropici UFLA 05-16 e a rota proposta de sintese levou a modificagdo da
quitosana com o EPS, que foi comprovada pelas técnicas de espectroscopia
infravermelho, solubilidade, TG/DTA, grau de intumescimento € pHypc.

A adsor¢ao de Cu(Il) ndo foi influenciada pelo pH tanto quanto a adsorcao de
Zn(1I). Entre os pH 3 a 7, 0 q (mgg™) para o Cu(Il) foram parecidos, ji para o Zn(II) os
pH’s 4 e 5 foi onde obteve-se as maiores remogades.

O estudo cinético demonstrou que o mecanismo de adsor¢do para os ions Cu(Il)
e Zn(I) seguiu o modelo de segunda ordem, porque este modelo correlacionou melhor
os dados experimentais. Os estudos das isotermas de adsorc¢ao indicaram que o modelo
de Sips foi o que melhor de ajustou aos dados experimentais. A dessor¢ao dos ions
Cu(II) e Zn(II) foi comprovada apos a eluicao dos adsorventes a solucdo de HNO3 e HCI
em diferentes concentragoes.

A blenda QE1:2 foi capaz de adsorver micronutrientes e servir como fonte de
carbono por apresentar unidades de aclcares em sua composi¢do, favorecendo o
aumento das colonias da Rhizobium tropici CIAT 899, em relagdo ao ensaio nas
mesmas condigdes que ndo apresentava a blenda.

As blendas QEI1:2-Cu(Il) e QEI:2-Zn(II) dessorveram metais em meio
crescimento bacteriano conforme a necessidade dos microrganismos, aumentando o
namero de unidades formadoras de colonia em relacdo aos ensaios que ndo continham

micronutrientes.
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