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Resumo

O termo pesticida compreende uma ampla gama de produtos para a protegao das plantas (PPPs)
e biocidas que podem apresentar diferentes niveis de persisténcia e toxicidade, afetando o
ambiente e os seres vivos, dependendo de muitos fatores e da forma de contato.
Consequentemente, a sua remog¢do do ambiente e das dguas superficiais e subterraneas tem
grande importancia e desde 1970 novos materiais e tecnologias foram desenvolvidos para este
objetivo. Neste estudo, foram sintetizados hidrogéis a base de quitosano (QT) com pectina (PT)
e pectina funcionalizada com B-ciclodextrina (B-PT), por coacervagdo complexa em sistema de
emulsdo 6leo/dgua. A funcionalizac¢do da pectina obteve-se por reagdo de transesterificacdo em
ambiente acido e o produto foi caraterizado usando técnicas como a ressonancia magnética
nuclear protonica ('"H-RMN) e a espetroscopia infravermelho por reflexio total atenuada (IR-
ATR). Os hidrogéis, além da caraterizagdo por IR-ATR, foram avaliados por analise
termogravimétrica (TGA) e microscopia eletronica de varrimento (SEM). As trés técnicas
foram efetuadas antes e apds contato com o Cymoxanil (CYM) em solugdo aquosa por 24 h.
As carateristicas mecanicas dos dois complexos foram determinadas por analise reologica. A
interagdo entre os hidrogéis e o Cymoxanil foi avaliada através estudo das isotérmicas de sor¢ao
a 12 e 24 horas. A quantificagdo da concentragdo de Cymoxanil em solucdo aquosa determinou-
se por analise HPLC-DAD. Dos valores de eficiéncia de remogao ¢ evidente um aumento da
capacidade de remocdo em presenca de P-ciclodextrina (CD), todavia, para ambos os
complexos, observa-se uma forte dependéncia da massa de hidrogel seco utilizado.

Palavras chave: Cymoxanil, pectina, quitosano, B-ciclodextrina, pesticida

vii






Abstract

The term pesticide comprises a wide range of plant protection products (PPPs) and biocides. It
may present different levels of persistence and toxicity with environment pollution and
affecting human and animal life by direct or indirect contact. Consequently, their removal from
environment and from surface and groundwater is of great importance sincel970 and new
materials and technologies have been developed for this purpose. In this study, chitosan-based
(QT) hydrogels with pectin (PT) and B-Cyclodextrin functionalised pectin (B-PT) were
synthesized by complex coacervation in oil/water emulsion system. The functionalization of
pectin was obtained by transesterification in acidic environment and the product was
characterized using techniques such as nuclear magnetic resonance ('H-NMR) and by
attenuated total reflection infrared spectroscopy (IR-ATR). The hydrogels characterization,
besides IR-ATR analysis, was evaluated by thermogravimetric analysis (TGA) and scanning
electron microscopy (SEM). The three techniques were performed before and after interaction
with Cymoxanil (CYM) aqueous solution for 24 h. The mechanical properties of the two
complexes were determined by rheological analysis. The interaction between the hydrogels and
Cymoxanil was evaluated through determination of sorption isotherms at 12 and 24 hours.
Quantification of the concentration of Cymoxanil in aqueous solution was determined by
HPLC-DAD analysis. From the removal efficiency values an increase in the removal capacity
in presence of B-Cyclodextrin (CD) is evident, for both complexes, a strong dependence on the
dry hydrogels used mass is observed.

Key words: Cymoxanil, pectin, chitosan, B-cyclodextrin, pesticide
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Capitulo 1: Introduciao

A produgdo industrial de pesticidas comegou em 1940, marcando a transicdo do uso de
fertilizantes organicos para produtos sintéticos. O inicio de producdo e uso de pesticidas
sintéticos permitiu que a producdo agricola triplicasse nos cinquenta anos subsequentes,
atendendo assim ao aumento da procura.’

Na Europa, o termo pesticidas inclui duas classes de substancias: i) produtos para a prote¢ao
das plantas (PPPs), principalmente aplicados nos campos agricolas cuja entrada no mercado ¢é
legislada pelo Reg. 1107/2009/CE, com o objetivo de salvaguardar a satide humana, dos
animais ¢ do ambiente, e; ii) biocidas, legislados pelo Reg. 528/2012/UE, relativo a
disponibilizacdo no mercado e manipulacdo dos mesmos.

Em geral, a formulagdo de pesticidas utilizados em campo agricola, constam de dois tipos de
substancias: i) um ou mais ingredientes ativos (aprovados pela Comissdo Europeia, e cuja
classificacdo e rotulagem ¢é regida pelo Reg. 1272/2008/CE) usados para eliminar espécies
animais e vegetais indesejadas ou, controlar os processos vitais das plantas e preservar os
produtos ao longo da produgdo, armazenamento e transporte (crop protection), e; ii)
ingredientes inertes para favorecer a permeagéo e difusdo do pesticida na superficie das folhas
das plantas e no solo, estabilizar o produto e aumentar o tempo de vida e a solubilidade na agua,
entre outros. Estas substincias ndo sio todas necessariamente descritas na rotulagem.> >4
Embora o uso de pesticidas tenha efeitos positivos em termos de protegdo das plantas e
maximizagao do processo de producdo, com a finalidade de compensar o continuo crescimento
da populagdo mundial (ver figura 1.1), os ingredientes ativos e ingredientes inertes podem
apresentar efeitos negativos a nivel ambiental, assim como para a saude humana e dos animais.>

Estes efeitos estdo relacionados com as principais carateristicas quimico-fisicas dos pesticidas,
entre as quais podemos citar a bioacumulagdo, a persisténcia e a toxicidade, que variam
significativamente com as condi¢gdes do sistema envolvido (temperatura, pH, sistemas aquosos
e solo).

Os pesticidas podem atuar por via direta, por exemplo durante a aplicac@o, ou indireta por
entrada na cadeia alimentar e nos cursos de agua superficiais e subterraneos.

Além disso, a persisténcia destes provoca o aparecimento de espécies resistentes que conduz ao
uso de maiores quantidades de pesticidas, ou de outros produtos, novos ou mais téxicos. Um
estudo demonstrou que s6 0.3% dos pesticidas usados atua diretamente sobre o alvo enquanto
99.7% ¢é perdido, afetando o ambiente, a biodiversidade e a satide humana.®’

Com o propdsito de minimizar o uso e os efeitos prejudiciais dos pesticidas bem como dos seus
subprodutos, proteger o ambiente e a saide humana, organizagdes como a FAO (Food and
Agriculture Orgnization of the United Nations) e a WHO (World Health Organization), entre
outras, regulamentam e estabelecem os niveis maximos residuais, para um uso correto € seguro
dos PPPs encorajando o desenvolvimento de politicas e protocolos como o IPM (Integrated
Pest Management) e a constante melhoria destes, com o objetivo de reduzir quanto mais
possivel o uso de fitofarmacos (Fig. 1.2)3% %1011,



O objetivo deste estudo, dentro do projeto “How fo protect water, soil and plants production
all together- ProWsper-WaterJPI/0006/2016”, foca-se no estudo da eficiéncia de remogdo de
pesticidas em sistemas aquosos, através hidrogéis naturais. O pesticida estudado foi o
Cymoxanil da familia das cianoacetamidas (comercializado com o nome Milraz).
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Fig. 1.1. Representacdo do crescimento da populagio mundial. Fonte: FAOstat.’
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1.1. Pesticidas

Cronologicamente, podem dividir-se os fitofarmacos como substincias de primeira e segunda
geragdo. Os de primeira geracdo, usados antes de 1940, distinguem-se em pesticidas organicos
cuja substancia ativa obtém-se das plantas (por exemplo, a nicotina) e por isso chamados
botinicos, e pesticidas inorginicos que incluiam sais de arsénico ou enxofre.”
Apos 1940, passa-se ao uso de fitoterapéuticos sintéticos considerados de segunda geracao,
assim definidos porque os ingredientes ativos resultam da modificagao de substancias naturais.
Estas modificacdes permitem obter substincias ativas com uma maior especificidade de alvo;
todavia, podem também apresentar uma maior toxicidade, persisténcia no ambiente € menor
biodegradabilidade em comparacdo com os compostos naturais de base.

Os pesticidas apresentam diferente especificidade e, portanto, sdo classificados como pesticida
de largo ou estreito espetro atuando através de diversos mecanismos. '3

Numerosos estudos relacionam o uso dos pesticidas com a diminui¢do da biodiversidade de
espécies animais e vegetais, assim como com o aumento de certas doencas humanas devidas a
sua exposi¢do direta ou indireta.!4 13

Os maiores grupos de pesticidas sintéticos fazem parte das familias quimicas dos
organoclorados (POCs), dos organofosfatos (POFs), dos carbamatos e piretropicos. '©

Outras distingdes dos PPPs podem ser feitas em funcdo: i) do organismo alvo (herbicida,
inseticida, reguladores de crescimento de insetos, nematicida?, termiticida, moluscicida,
piscicida, avicida, rodenticida, predacida, bactericida, repelente de insetos ou animais,
antimicrobiano (desinfestante), fungicida e saneantes; ii) da origem da estrutura quimica
(natural, sintético ou bioldgico); e iii) do estado fisico (liquido, solido ou gasoso).?

1.1.1. Organoclorados

Os pesticidas organoclorados foram amplamente utilizados a nivel industrial e na agricultura
entre 1950 e 1970. Sucessivos estudos demonstraram que os organoclorados apresentam
elevada toxicidade e persisténcia no ambiente, levando a proibigdo do seu uso na Unido
Europeia e a classificagdio destes como produtos organicos persistentes (POPs) e
bioacumulaveis segundo a Convengédo de Estocolmo (ver 1.2.6).1% 17

Ulteriores estudos demonstram que os organoclorados possuem, para a satide humana, efeitos
neurotoxicos, carcinogénicos e mutagénicos, efeitos hepatotoxicos ¢ de redugdo da
reprodutividade, afetando também os niveis hormonais do corpo humano (desreguladores
enddcrinos).!'®

As carateristicas quimico-fisicas gerais dos organoclorados sdo a baixa polaridade, a baixa
solubilidade em 4gua e elevada solubilidade em lipidos, a elevada volatilidade e estabilidade.'®
Estas carateristicas resultam similares para os diferentes ingredientes ativos devido as
semelhantes estruturas quimicas, alifatica ou aromatica, com um ou mais grupos cloretos
substituidos.

Esta familia de ingredientes ativos eram, geralmente, usados como inseticidas com amplo
espetro de agao.

2 Que age contra os nematdides (phylum Nematode), organismos com simetria bilateral, nio metaméricos, de
formas cilindricas, filiformes ou fusiformes.



O uso difuso de organoclorados devia-se principalmente ao baixo custo, eficacia e facil
aplicagdo. Exemplos sdo o DDT, o alacloro, a atrazina e o lindano, cujo tempo de vida médio
no solo € de cerca 15, 2.5, 2.0 e 1.0 anos, respetivamente, e, por esta razdo, o seu uso na Unido
Europeia foi proibido.'? 2

1.1.2. Organofosfatos

Os pesticidas organofosfatados sdo derivados estéreos do acido fosforico, geralmente usados
como inseticidas, em substituigdo dos pesticidas organoclorados.'?

O amplo uso destes compostos deve-se a menor toxicidade e persisténcia no ambiente em
comparagdo com os organoclorados, sofrendo rapida degradagao por hidrélise, e exposicao a
luz, ao ar e ao solo.”

Todavia, quantidades residuais podem ser detetadas nos alimentos e na agua potavel com efeitos
negativos para a saude humana e dos animais, enquanto inibe de forma irreversivel a sintese da
enzima acetilcolinesterase® e afeta as fungdes cerebrais.!? 16-17

Exemplos de pesticidas organofosfatos aprovados na Europa, pelo Reg. 540/2011/EU,
(implementagdo do Reg. 1107/2009/CE), s@o o glifosato, o dimetoato e o malatido (uso
exclusivo como inseticida).?”

1.1.3. Carbamatos

Os carbamatos sdo derivados do 4cido carbamico.!” Esta familia de pesticidas é usada como
inseticidas, fungicidas, nematicidas e herbicidas devido a menor toxicidade relativamente aos
organofosfatos, € em geral sofrem uma mais rapida degradagdo no solo, com um tempo de vida
médio inferior a um ano.

Estes compostos atuam de modo similar aos organofosfatos, através da inativacao reversivel da
enzima acetilcolinesterase, representando um perigo para a saide humana e dos insetos em
funcdo do seu nivel de toxicidade.!? 162!

Exemplos de ingredientes ativos da familia dos carbamatos aprovados na Unido Europeia e a
nivel nacional encontram-se o oxamyl, o methomil e o fenoxycarb.”- 2 Este tiltimo apresenta
um mecanismo de ag¢do diferente, porquanto atua como regulador de crescimento dos insetos.??

1.1.4. Piretropicos

Os pesticidas piretropicos dividem-se em duas classes: os piretrdides naturais e sintéticos. Os
piretroides naturais, cujo ingrediente ativo se obtém da flor de Chrysanthemum Coccineum e
C. Cinerariaefolium,'® dividem-se em seis compostos, piretrina I e Il (CAS 121-21-1 ¢ 121-29-
9), jasmolin [ e II (CAS 4466-14-2 e 1172-63-0) e cinerina [ e II (CAS 25402-06-6 e 121-20-
0).

A classe sintética dos piretroides divide-se, por sua vez, em: i) primeira geragdo, derivados
estéreos do acido crisantemico e de alcoois que apresentam o anel de furano na estrutura
molecular e uma cadeia lateral; e ii) segunda geracdo em que, geralmente, apresentam na

b Acetilcolinesterase é uma enzima fundamental para as fungdes nervosas nos humanos.



estrutura derivados do alcool 3-phenoxibenzilico.??

Os produtos de segunda geragdo apresentam uma maior atividade inseticida relativamente aos
piretroides naturais, que por outro lado sdo mais biodegradaveis em multiplas condigoes
ambientais.

Devido a menor toxicidade dos pesticidas piretropicos, relativamente aos POPs e aos
carbamatos, aqueles encontram largo uso como inseticidas em ambientes doméstico, assim
como no controlo de pragas de insetos em culturas agricolas.

1.2. Sistema legislativo europeu

Desde 2009, na Unido Europeia, existe um complexo sistema de leis que controlam e limitam
a entrada no mercado e o uso de pesticidas, de forma a proteger o ambiente € a saude publica.?*
O sistema legislativo define o correto uso de pesticidas em fungdo da toxicidade e impacto no
ambiente e define os limites maximos residuais (LMRs) permitidos no ambiente, nos recursos
hidricos e nos alimentos.!? O sistema legislativo baseia-se no principio da precaugdo que obriga
arecolha de dados que garantam a seguranga dum produto antes da sua aprovagdo. !> 2326

1.2.1. Aprovacao e comercializacio

E necessario fazer uma distingdo entre os produtos para a protecdo das plantas e os biocidas
pois, embora as fases do processo de aprovacdo e entrada no mercado sejam semelhantes, as
agéncias e as leis em causa sdo diferentes.

Se se consideram os produtos para a protecdo das plantas, a primeira fase do processo de
aprovacao dum fitofarmaco prevé a avaliagcdo técnico-cientifica do ingrediente ativo, dos
ingredientes inertes e dos metabolitos, da parte de um ou mais estados membros da Unido
Europeia, chamados Rapporteur Member State (RMS). Os dados recolhidos sdo submetidos a
Comissdo Europeia e a Furopean Food Safety Authority (EFSA), agéncia prevista pelo Reg.
178/2002/CE, que desenvolve analises de risco, independentes, para a satide humana, ambiente
e contaminagdo das aguas superficiais e subterraneas.?’- 28

Além disso, sdo avaliados os riscos relativos aos residuos de pesticidas nos alimentos para
consumo humano ¢ dos animais, ao fim de reduzir o uso de fitofarmacos e estabelecer e
melhorar os valores maximos residuais permitidos.

Na segunda fase, o produto comercial ¢ avaliado e autorizado a entrar no mercado segundo o
Reg. 1107/2009/CE. Este regulamento estabelece, também, as normas para o uso ¢ o controlo
dos fitofarmacos, garantindo um nivel elevado de protegdo.?’

O uso dum pesticida ¢, sucessivamente, aprovado por cada estado membro da Unido Europeia.

O processo de aprovagao demora cerca de 3 anos e ¢ valido por 10 anos, apds os quais a
autoriza¢do pode ser renovada por um periodo maximo de 15 anos.*°

Para os biocidas, a avaliacdo técnica e cientifica é efetuada pela European Chemical Agency
(ECHA), € o nivel de seguranca e a entrada no mercado é garantido pelo Reg. 528/2012/UE.3°

¢ A ECHA ¢ uma agéncia, fundada em 2007 segundo o Reg. 1907/2006/CE (REACH), que normaliza o registo,
avaliagdo, autorizagdo e restri¢do de todas as substancias quimicas.



Nos dois casos, o regulamento divide a Europa em trés zonas geograficas: Norte, Centro e Sul,
sendo que a autorizagdo para uso dos produtos carece da aprovagido de um dos estados membros
dessa mesma zona.

1.2.2. Uso sustentavel de fitofarmacos

A diretiva (CE) n.° 128/2009 apresenta um conjunto de normas para um uso sustentavel de
pesticidas, a fim de reduzir os riscos ambientais, de saiide humana e dos animais promovendo
o controlo integrado de pragas (CIP), cujos principios sdo estabelecidos, em Portugal, pelo D.L.
n.° 256/2009, de 24 de setembro 2009.32

Além dos passos anteriormente referidos, os estados membros devem aprovar planos de agdo
nacionais (PAN), segundo a diretiva (CE) n.° 128/2009 (de acordo com o D.L. 150/2012), a fim
de monitorar e reduzir quanto possivel o uso de produtos perigosos.*3

Segundo essa diretiva, 0 manuseamento e aplicag@o de fitofarmaco requer treino e certificagio
dos utilizadores e das equipas de venda e prevé, sempre que for possivel, o uso de métodos
alternativos de controlo das espécies indesejadas.

Por fim, a diretiva regulamenta e obriga os estados membros a protecdo dos recursos hidricos
superficiais e subterraneos.

1.2.3. Limite maximo residual

A protegdo das plantas e do processo de producdo é importante para manter a eficiéncia de
producdo e a qualidade dos produtos. Para tal fim, podem aplicar-se métodos quimicos, como
o uso de fitofarmacos e métodos nao quimicos (e.g., rotatividade de culturas).

A pratica mais comum prevé o uso de produtos quimicos para a prote¢do das plantas e/ou do
processo de produgdo, transporte e armazenamento; todavia, estas substincias podem
apresentar efeitos negativos para o ambiente, a saide humana e dos animais através da sua
exposicao direta ou indireta.

Estas ultimas prioridades, relativamente a produgdo comercial, sdo estabelecidas no Reg.
396/2005/CE, através dos LMRs para os ingredientes ativos individuais ¢ seus metabolitos,
apos consulta a EFSA.

Por definigdo, o termo limite maximo residual indica a mais elevada concentragdo residual de
pesticida permitida em alimentos para consumo humano e animal.

Os principios, requisitos e procedimentos operacionais na area da seguranca alimentar sdo
definidos pelo Reg. 178/2002/CE.

O valor padriao de LMR, segundo o regulamento, é geralmente, 0.01 mg/kg e aplica-se quando
ndo existem especificagdes sobre um pesticida.?*

Os LMRs sao definidos tendo em consideracao os dados técnico-cientificos, entre os quais: 1)
boa pratica agricola (BPA), como as quantidades e frequéncias de aplicagdo, entre outras; ii)
referéncias toxicologicas, baseadas na avaliacdo da toxicidade cronica, como a ingestdo diaria
aceitavel (IDA) e da toxicidade aguda, como dose aguda de referéncia (DARY), e; iii) os
interesses de livre circulagdo dos produtos.3’



1.2.4. Protecao das aguas

Os recursos hidricos naturais, sejam eles superficiais ou subterraneos, representam um bem
fundamental de primeira importincia e, como tal, devem ser protegidos e defendidos. A tal
proposito, a diretiva 60/2000/CE estabelece as normas para a protecdo ¢ a melhoria da qualidade
do ambiente e da agua, reduzindo a contaminagao, tendo sempre em consideracdo os objetivos
dos acordos internacionais no campo da prote¢ao ambiental.

A gestdo das bacias hidrograficas inclui a elaboragdo, por parte dos Estados membros, de
programas de monitoragao do estado das aguas, com a avalia¢ao do estado ecoldgico e quimico,
do impacto das atividades antropogénicas e econémicas.

Entre os parametros quimico-fisicos que definem a qualidade e o estado ecologico dum recurso
hidrico consideram-se o pH, a temperatura, a salinidade, a concentracdo de oxigénio, a cor ¢ a
condutividade, entre outros.

Os compostos organoclorados, organofosfatos, hidrocarbonetos e compostos organicos
persistentes e bioacumuldveis, metais pesados, biocidas e substancias que alteram os niveis de
caréncia bioquimica de oxigénio (CBO) e de caréncia quimica de oxigénio (CQO), sdo so
alguns exemplos dos contaminantes principais das aguas.

1.2.5. Embalagem, rotulagem e classificacio dos pesticidas

O Reg. 1272/2008/CE estabelece as normas e os principios relativos ao processo de rotulagem,
embalagem e classificacdo de substancias e misturas perigosas para o ambiente e a saude
humana, assegurando a livre e correta circulacdo e registo dos produtos no mercado. A
identificacdo de uma substancia ou mistura deve estar contida na rotulagem através de
“identificadores do produto”, assim como na ficha de seguranca em acordo com o Reg.
1907/2006/CE.

Segundo o regulamento, a classificacdo de uma substancia, mistura ou impureza ¢ determinada
com base nas informag¢des do produtor relativamente a eficiéncia, objetivo de uso e potenciais
efeitos negativos para a saude humana e/ou do ambiente. Os limites de concentragdo indicam o
valor maximo acima do qual a presenga da substancia resulta perigosa.

Segundo o regulamento REACH, as substancias perigosas podem ser classificadas em fungao
do nivel de toxicidade e efeito no ambiente ou na satide humana (Tab. 1.1).2



Tab. 1.1. Representacdo da classificagio das substancias perigosas.”

Tipo de quimicos

Carateristicas/efeito nocivos

Carcinogénico, Carcinogénico Induz cancro ou aumenta a sua incidéncia
mutagénico e/ou | Mutagénico Aumenta a ocorréncia de mutagdes
reprotoxico Toxinas Efeitos sobre a funcdo sexual e fertilidade
(CMR)¢ reprodutivas masculina e feminina, toxicidade para o feto
¢ efeitos através ou via aleitamento
Persistente,  bio- | Persistente Resisténcia a decomposicdo no ambiente
acumulativo e (bactéria, luz, pH, temperatura entre outros)

toxico (PBT)

Bio-acumulativo

Acumulagdo em organismos vivos, com
aumento da concentragdo em organismos
mais altos na cadeia alimentar

Toxico Efeitos negativos, por exemplo, no DNA,
sistema neurologico, reprodutivo ou no
sistema imunitario

Muito persistente e muito bio- | Resisténcia a degradacdo ambiental e alto
acumulativo (mPmB) grau de acumula¢do nos organismos vivos
Quimicos cujos | Desreguladores Alteragdo das fungdes do sistema hormonal
niveis de | endécrinos
preocupacdo sdo | Sensibilizadores Inducio de alergias respiratorias
equivalentes  aos | respiratorios
das substincias | Toxicidade para | Toxicidade para um o6rgdo ou sistema-alvo
CMR orgaos-alvo no corpo humano

especificos

1.2.6. Legislacao Internacional

A Unido Europeia e Estados Membros, as organiza¢des ndo governamentais (PANEurope,
EFSA, Greenpeace) e organizagdes internacionais (WTO®, WHO, FAO), estabelecem acordos
com o objetivo de proteger o ambiente e a saide humana, incentivar a aplicacdo das boas
praticas de uso de pesticidas e prevenir e controlar os efeitos negativos resultantes dos residuos
em alimentos para consumo humano e animal, assim como favorecer um livre e harmonizado
comércio de fitofarmacos, dos quais:

1) Convengao Internacional de Prote¢do das Plantas, com o objetivo de definir a¢des
comuns ¢ eficazes a fim de garantir um uso correto e apropriado dos métodos
quimicos e ndo quimicos para a prote¢do das plantas e controlo das pragas;*

Codex Alimentarius, que desenvolve e adota os padroes de referéncia no comércio

alimentar internacional;’’

4 CMR, regulamentados pelo Reg. 1272/2008/EC.
¢ WTO, World Trade Organization controla o sistema de regras comerciais e atua como um foérum para negociar
acordos comercias internacionais, https:/www.wto.org/english/thewto_e/thewto_e.htm




iii) Convengao de Roterdao, promove a responsabilizagdo ¢ a cooperagdo no comércio

internacional de substancias quimicas perigosas a fim de proteger a saide humana

e ambiental;3®

iv) Convengdo de Estocolmo, estabelece um acordo internacional com o objetivo de

proteger a saide humana e o ambiente dos poluentes organicos persistentes, através

da redugio ou elimina¢ido dos mesmos.>’

1.3. Comportamento no ambiente

Os contaminantes introduzidos no ambiente, na sequéncia de atividades antropogénicas,
dependendo das inerentes caracteristicas fisico-quimicas, das condi¢cdes do meio ambiente e
das condig¢oes de aplicacdo, podem apresentar maiores ou menores tempos de persisténcia no
ambiente, assim como condi¢des diferentes para a sua degradagdo.

Com o termo persistente indicam-se todos os compostos organicos que ndo sofrem mutagdes
na estrutura quimica ao longo do tempo, nas condi¢des ambientais consideradas.*’
Os pesticidas, em funcdo da potencial persisténcia e mobilidade podem ser adsorvidos e
transportados dentro do meio considerado, com consequéncias proporcionais ao nivel de
toxicidade da substancia em exame. O processo de transformacdo de um pesticida no tempo,
por sua vez, leva a formacdo de produtos de degradagdo ou metabolitos com toxicidade,
persisténcia e diferentes mecanismos de acao.

A interagdo de pesticidas com o solo, agua superficial e subterranea é complexa e controlada
por muitos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos.

A solubilidade em meio aquoso, a tendéncia para ser absorvido pelo solo e persisténcia sdao
carateristicas importantes na determinagdo do comportamento de um pesticida no ambiente.
Pesticidas com elevada solubilidade na agua, persisténcia e baixa velocidade de absorgdo
apresentam um elevado potencial de risco.

A velocidade de absor¢do dum pesticida no solo, depende fortemente das carateristicas deste
ultimo; geralmente, solos secos apresentam baixas capacidades de retencdo de pesticidas,
diferenciando-se dos solos com elevada concentragdo de matéria organica, argilosos ou
humidos.

Por outro lado, a afinidade do pesticida para com o solo, assim como a sua solubilidade em
agua, afeta a sua mobilidade, afetando os fenomenos de lixiviagdo e bioacumulagao.

A absorg¢ao de pesticidas no solo ¢ quantificada pelo coeficiente de particdo, Koc:

conc.adsorvida

Koc — conc.dissolvida (eq 11)

% carbo  organico no solo

Valores de Ko. superiores a 1000 indicam uma elevada afinidade do pesticida pelo solo,
enquanto valores inferiores a 500 indicam uma elevada mobilidade.

Produtos com solubilidade inferior a 1 mg/L consideram-se de baixa mobilidade com tendéncia
a permanecer a superficie ou mover-se por fendémenos de transporte superficiais.
O transporte de pesticidas envolve diferentes processos como sor¢ao e dessor¢do, lixiviacao,
fitosorgdo, degradacio e volatilizagdo.!>*!



1.4. Pesticida em estudo

1.4.1. Cymoxanil

Cymoxanil (CYM), nome IUPAC 1-[(E/Z)-2-ciano-2-metoxiiminoacetil]-3-etilurea e CAS
57966-95-7, ¢ um fungicida sintético aprovado na zona norte e sul da Europa, amplamente
aplicado em campos agricolas contra a Pseudoperonospora cubensis, em forma de suspensao
aquosa. O cultivo de tomate, uva, batatas, citricos e cereais entre outros, sdo exemplos de
culturas tratadas com Cymoxanil. Descoberto cerca de 1970, o Cymoxanil entra no mercado
ap6s avaliagdo técnico-cientifica conduzida pela Austria como RMS, normalizada pela Diretiva
414/91/CEE, e, sucessivamente aprovada pelo Reg. 1107/2009/CE com revisdo de todos os
valores LMRs de acordo com o Reg. 396/2005/CE.

Este ingrediente ativo encontra-se em formulagdes comerciais como o Curzate e Tanos
(DuPont) e o Milraz WP62.8 (Bayer), entre outros. Quase sempre se encontra em combinagio
com outros ingredientes ativos como o maconzeb ou o famoxadone, dois fungicidas aprovados
na Unido Europeia.

O Cymoxanil, pertence 4 classe quimica da cianoacetamida oxima e, como indicado da
nomenclatura I[UPAC existe em duas formas isoméricas £ e Z, com predominédncia da
configuracdo E devido ao menor impedimento estéreo.

A estrutura molecular e as carateristicas quimico-fisicas sdo apresentadas na figura 1.3 e tabela
1.2, respetivamente.

O

ZT
Z-L

~_—

O O

Fig. 1.3. Estrutura molecular do Cymoxanil, nome ISO 2-ciano-N-[(etilamino)carbonil]-2-
metoxiimino)acetamida.

Os estudos apresentados em EFSA Scientific Report de 2008, de analises em culturas (alface,
batata, alho e legumes entre outros) tratadas com Cymoxanil demostram que, geralmente,
ocorrem niveis residuais abaixo do limite LMR (0.01 mg/kg).

O Reg. 832/2018/UE (alteragdo dos anexos II, Il e IV do Reg. 396/2005/CE) estabelece o valor
limite maximo residual de Cymoxanil em 0.05 mg/kg para a maioria das culturas tratadas com
este ingrediente ativo ou produtos comerciais que o incluem.

Testes de quantificacdo de Cymoxanil e metabolitos em aguas subterraneas demonstraram
valores de Cymoxanil abaixo do limite estabelecido para a agua de consumo humano (0.1

ug/L). s
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Tab. 1.2. Carateristicas quimico-fisicas de Cymoxanil, segundo dados EFSA.*

Propriedades Valores Outras Informacdes
Férmula molecular C7H10N403
Peso molecular 198.2 g/mol

Estado fisico

Soélido cristalino branco
(pureza 99.6%)
Sélido cristalino, pod rosa

palido (pureza > 97%)
Solubilidade em agua (20 | 890 mg/L (pH 5)
°C e pureza 99.9%) 780 mg/L (pH 7)

782 mg/L (sem tampao, pH
5.68)

Solubilidade em solvente | 0.037 g/L n-Hexano

organico (20 °C e pureza | 5.29 g/L Tolueno

entre 97.4 ¢ 99.1%) 57.0 g/L Acetonitrilo
22.9-29.0 g/L Metanol
62.4 - 68.2 g/LL Acetona

Ponto de fusdo (pureza | 161 -162°C

99.2 - 99.6%)

Ponto de ebulicao Termicamente estavel | Método: Calorimetria
abaixo de 156 °C; Exploratéria  Diferencial
Inicio decomposi¢do a 180 | (CED)

°C

Constante de dissociacio
(20 °C e pureza entre 99.1
-99.9%)

Entre 9.0 - 9.7

Koc*?

43.6 mL/g

Degradaciao hidrolitica,
Tso

pH 4: estavel (20 °C)

pH 5: 144 dias (25 °C)

pH 7: 1 dia (25 °C), 2.1 dias
(20 °C)

Degradacao fotolitica, Tso

pH 5: 1.7 dias (25 °C)
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1.5. Métodos de remocio de pesticidas

Os ingredientes ativos, seus metabolitos, ingredientes inertes e produtos de degradagdo em
formulagdes comerciais representam uma classe de substincias de elevado interesse a nivel
ambiental, para a satide humana e dos animais, por causa dos niveis de toxicidade, persisténcia
no solo, na dgua ou no ar. Com o objetivo de prevenir e controlar os niveis de contaminantes,
na ultima década foram desenvolvidas diferentes tecnologias para remover e/ou facilitar a
reducdo das concentragdes dos poluentes do solo, da agua (superficial ou subterranea) e do ar.
Os métodos atualmente mais usados para a remog¢do destas substancias ativas incluem a
cloragdo,* a ozonizagdo*®: 4% 47-48 ¢ processos de oxidag¢do avangados (POA); nestes ultimos,
encontram-se tecnologias que permitem a combinagdo do peréxido de hidrogénio e radiagdo
ultravioleta que conduzem a uma mais rapida e maior formagdo de radicais hidroxilos, o que
aumenta a eficiéncia de oxidagdo e a diminui¢do do tempo de reagdo.** 3% 3! Devido ao ambito
da presente tese, iremos abordar de forma mais detalhada a utilizagdo de hidrogéis.

1.5.1. Hidrogéis

Os géis hidrofilicos, também chamados hidrogéis, sdo comumente definidos como polimeros
reticulados com estrutura tridimensional, constituidos por homopolimeros ou copolimeros, com
a capacidade de absorver grandes quantidades de dgua, mantendo-se insoliveis em agua em
consequéncia das interagdes quimicas ou fisicas entre cadeias poliméricas.

A hidrofillicidade deve-se a presenga de grupos hidroxilos (-OH), carboxilicos (-COOH), amida
(-CONH-) e aminas (-CNHy), entre outros, ao longo da cadeia central ou lateral do polimero.
O carater hidrofobico num hidrogel pode ser alterado através uso de polimeros com grupos
hidrofébicos.*

Devido a elevada capacidade de sor¢ao de agua e de responder aos estimulos externos (pH,
temperatura ou forga ionica), os hidrogéis foram objeto de numerosos estudos com aplicagdo
em diferentes campos, por exemplo, em Otica para a producdo de lentes de contato e produtos
oftalmicos, no tratamento de efluentes industriais, em engenharia biomédica para reparagdo de
cartilagem ou regeneracdo dos nervos, em cosmética e como sistema de sor¢do e libertagao
controlada de farmacos. 34

A baixa tensdo superficial entre os hidrogéis ¢ o ambiente torna estes complexos altamente
biodegradaveis.

A estrutura e as propriedades dum hidrogel, apos sor¢cdo da agua, dependem de trés parametros
principais:

1) fragao de volume de polimero no estado entumecido, que ¢ uma medida do grau de
intumescéncia do hidrogel;
i) peso molecular efetivo da cadeia polimérica entre pontos de ligacdo, relacionado

com o grau de reticulagdo;
1) dimensdes da malha de reticulagdo (§), que indica a distdncia entre pontos
sequenciais de reticulagao.

Como previsivel, a difusdo de um soluto ¢ limitada quando o tamanho da malha é comparavel
com aquela do soluto. A dimensao da reticulagdo ¢ dependente de diversos fatores como, o grau
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de reticulacdo do gel, a estrutura molecular dos polimeros e a capacidade de resposta aos
estimulos externos (temperatura, pH ou forga idnica).>% >3

Por outro lado, a dimensdo da malha afeta as propriedades fisicas dos hidrogéis como, a forga
mecanica, degradabilidade e difusividade na libertacdo das moléculas.

Todavia, através dum design experimental apropriado, é possivel obter uma estrutura reticulada
com dimensdes da malha bem definidas e controlar, portanto, a mobilidade das espécies
difundentes (Fig. 1.4).

Em fun¢do da fonte dos polimeros € possivel classificar os hidrogéis como naturais ou
sintéticos; a sintese de hidrogéis pode ser obtida através de métodos quimicos (ligagdes
covalentes intercadeia) ou através de métodos fisicos (ligagdes a hidrogénio, hidrofébicas ou
eletrostaticas).>

Grau de reticulacao

.'
Estrutura quimica ‘
: g . Estimulos externos \
crosslink
Estado seco Estado hidratado

Fig. 1.4. Representagdo esquematica de alguns dos fatores que afetam a tamanho da malha.

1.5.1.1. Hidrogéis naturais

Os hidrogéis constituidos por polimeros naturais, sio amplamente estudados e aplicados tanto
em sistemas de tratamento ambiental quanto em engenharia biomédica e medicina regenerativa,
pois para além de ser biodegradaveis, apresentam biocompatibilidade, baixa toxicidade e
sofrem degradacdo enzimatica.

Todavia, estes hidrogéis apresentam, geralmente, reduzidas propriedades mecanicas.

Os polimeros naturais comumente usados na sintese dos hidrogéis incluem proteinas ou
polissacarideos fibrosos naturais (Tab. 1.3).%
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Tab. 1.3. Representagdo de polimeros aplicados na sintese de hidrogéis naturais.

Polimero Fonte Métodos de sinteses | Aplicacio
natural
Colagénio Pele de ovino, Neutralizagdo Engenharia biomédica,
ligamentos, transporte de farmacos
cartilagens, pele de
peixe e esponjas
marinhas
Gelatina Tratamento Tratamento térmico | Transporte de farmacos
acido/base de
colagénio
Fibroina de Artrépodes Transi¢do sol-gel em | Engenharia biomédica,
seda ambiente acido, transporte de farmacos
sonicagao e
liofilizagao
Alginato Algas castanhas e | Tratamento térmico, | Engenharia biomédica,
bactérias interagdes transporte de farmacos
eletrostaticas e e encapsulamento
irradiacdo gama celular
Agarose Alga vermelha Tratamento térmico Encapsulamento
celular, engenharia
biomédica
Acido Fluido sinovial, Tratamento quimico | Cosmética, engenharia
hialurénico pele; biomédica,
Bactéria. oftalmologia e
transporte de farmacos
Celulose e seus Plantas Tratamento quimico, | Transporte controlado

derivados fisico e de farmacos,
polimerizagdo cosmética, engenharia
radical biomédica, ambiental
Quitosano Derivado da quitina | Tratamento quimico | Biomédica, transporte
(concha de ou fisico de farmacos e
crustaceos e encapsulamento celular
insetos)
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1.5.2. Métodos fisicos de reticulagao

Os métodos fisicos de sintese dos hidrogéis sdo, atualmente, de grande interesse cientifico
devido a facil metodologia dos processos de sintese, pois ndo necessitam a adicdo de
reticulantes (e.g. glutaraldeido, epicloridina) e a reversibilidade dos complexos polieletroliticos.

Em fungdo dos polimeros usados, das concentragdes, pH e temperatura, entre outros, é possivel
modificar as propriedades quimico-fisicas do hidrogel.>’
Diferentes métodos fisicos serdo aqui apresentados.

1.5.2.1. Tratamento térmico

O tratamento térmico permite a sintese de hidrogéis através de rapidas variagdes térmicas e
resultante modificacdo estrutural. Este método de sintese é aplicado na sintese de hidrogéis de
gelatina e carragenina, e baseia-se na variagao conformacional destes polimeros, que passam
duma conformag@o ndo ordenada, a elevada temperatura, para uma conformagao em hélice a
baixa temperatura.>

1.5.2.2. Interacio ionica

A reticulagdo polimérica por interagcdo idnica baseia-se na atragdo eletrostatica existente entre
grupos funcionais carregados e espécies, de carga oposta (normalmente de elevada densidade
de carga), adicionados a solucdo polimérica. Assim, este método prevé a adi¢ao de contraides
di- ou tri- valentes (e.g. Ca>*, Ba®*, Sr**, AI** ou Fe") ou por interagdo entre polieletrolitos
como, por exemplo, quitosano-polilisina ou quitosano-dextrano.*®

1.5.2.3. Coacervacio complexa

O processo de coacervagdo complexa permite obter hidrogéis por interacdo de polimeros
cationicos com polimeros aniodnicos e formacgdo de interacdes eletrostaticas e ligagdes a
hidrogénio com obtengdo de complexos soliveis ou insoliveis em fungdo do pH. Exemplo
deste tipo de método sdo os complexos obtidos com quitosano-goma xantana ou quitosano-
carboximetilcelulose. No entanto, os mecanismos e cinéticas do processo de coacervagdo sao
ainda pouco conhecidos.*®

1.5.2.4. Ligacao de hidrogénio

Como no método de coacervacdo complexa, o pH € um pardmetro importante pela sintese de
hidrogéis por formagao de ligagdes de hidrogénio. Como exemplo podemos citar a utilizagdo
do sal sédico de carboximetilcelulose; a valores de pH baixos, ocorrendo a protonagao do grupo
carboxilato, com a substituicdo do ido Na®, favorecendo as interacdes de hidrogénio
intercadeias. A obteng¢do de hidrogéis por reticulacdo por ligagcdes de hidrogénio pode ainda ser
obtida por interagdes entre polimeros, tais como a goma xantana € o alginato.>’
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1.5.2.5. Congelamento/descongelamento

Ciclos de congelamento permitem obter estruturas poliméricas reticuladas por ligagdes de
hidrogénio que ocorrem em zonas de formagdo de microcristais. O exemplo mais comum de
hidrogel formado através deste método ¢ o poli(alcool vinilico).>

1.5.2.6. Emulsao

A emulsifica¢do ¢ uma técnica amplamente usada para preparagdo de micro-/nano- hidroggis
através da agitacdo de misturas multifasicas (e.g. 6leo/agua (O/A) ou solvente organico/agua
(SO/A)).

Nesta técnica o objetivo principal ¢ formar cristais de hidrogel precursor com o meio
hidrofébico como, por exemplo, 6leo ou solvente organico. O hidrogel precursor, em seguida,
pode ser reticulado através de diferentes mecanismos (e.g., temperatura, pH e irradiagdo UV)
para obter micro- ou nanoggis.

O método de emulsificacdo permite controlar a dimensdo dos hidrogéis através da modificacdo
de parametros experimentais tais como: i) agitagdo mecéanica; ii) viscosidade; e iii) uso de
surfactantes.

Todavia, as dimensdes dos hidrogéis obtidos através de emulsificagdo resultam numa
distribuicao mais heterogénea, quando comparada com outros métodos de sintese e, geralmente,
aplica-se na preparagdo de hidrogéis esféricos.

Este método ¢ tipicamente usado para a preparacdo de hidrogéis de alginato, colagénio e
gelatina, com aplicagdes em engenharia biomédica ou matrizes transportadoras de farmacos,
entre outras.®

1.6. Quitosano

O quitosano ¢ um polissacarideo linear composto de duas unidades monoméricas,
respetivamente, 2-acetamida-2-desoxi-fS-D-glucose e 2-amino-2-desoxi-f-D-glucose, ligadas
por ligagdo f-(1—4) glicosidica (Fig.1.5).%!

OH OH
| H2c|; o H,C o
HO —97 | Ho o1~
TH \NH2
COCH,4

2-acetamide-2-desoxi-f-D-glucose  2-amino-2-desoxi-p-D-glucose

Fig. 1.5 Representacdo da estrutura molecular do quitosano.
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O quitosano obtém-se a partir da quitina (2-acetamida-2-deoxi-f-D-glucose), um polissacarideo
com fungdo estrutural, largamente presente nas conchas dos crustaceos, algas e fungos, com
uma produgdo anual entre 10'° e 10'? toneladas.®? O processo de sintese do quitosano prevé o
tratamento da quitina por reacdo de desacetilagdo, por via homogénea ou heterogénea em
ambiente acido ou alcalino; no entanto, o processo acido ¢ menos usado devido a conduzir a
menores rendimentos e a maior degradacdo do polissacarideo.

Sendo um processo reversivel, ¢ possivel obter o quitosano com um grau de deacetilacdo (GD)
controlado, entre os 40 e 100%, com valores de pKa a variar entre 6 ¢ 7, em fun¢do do GD e
das condigdes experimentais. O grau de acetilacdo pode ser determinado por analise de
infravermelho (IR), ultravioleta (UV), cromatografia de permeagao em gel (CPG) e ressondncia
magnética nuclear protonica (‘H-RMN), entre outras.

Em fun¢do do grau de acetilagdo, ¢ possivel alterar a solubilidade do quitosano, que resulta
soluvel em solugdes aquosas acidas (pH < 6) — geralmente, por acido acético 0.1 M ou acido
cloridrico 0.1 M — para quitosano com uma percentagem de acetilagdo < 50%.

A presenca de grupos amina primarios (-NHz) e grupos hidroxilos (-OH) primarios e
secundarios faz com que o quitosano seja um composto versatil, permitindo modificacdes
quimicas ao nivel dos grupos funcionais (reagdes de N-acilagdo, Schiff). A modificagdo dos
grupos funcionais permite, ainda, modificar a solubilidade do polimero e, em fungdo do pH,
determinar a carga resultante do polimero. Estas propriedades quimico-fisicas, juntamente, com
as carateristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade, e reconhecimento
pela FDA como uma substancia segura, tornam o quitosano num polimero de notavel interesse
cientifico e aplicavel em diferentes campos como, por exemplo, na industria alimentar (e.g.
agente de redugdo do colesterol e antimicrobiano), a nivel ambiental (remog¢2o de metais
pesados, e outros contaminantes; agente quelante e floculante) e na area farmacéutica para o
transporte e libertagdo controlada de farmacos, entre outros.% 6366

1.7. Pectina

A pectina ¢ um heteropolissacarideo constituido essencialmente por mondémeros de acido D-
galacturdnico ligados através ligagdes a-(1—4)-glicosidicas (Fig. 1.6).

Naturalmente presente em diferentes tecidos de uma ampla variedade de plantas e
particularmente abundante em frutos (por exemplo, casca de citrinos ou polpa de magd), a
pectina ¢ extraida a nivel comercial como produto puro ou em combina¢do com outros
biopolimeros, como celulose, hemicelulose e lignina, com larga aplicagdo como agente
gelificante e na 4rea alimentar, como conservante, entre outros.®’

Os grupos carboxilicos existentes nos grupos galacturonico, presentes em forma parcialmente
esterificada, determinam o comportamento acido da pectina em solug¢do aquosa, com um pKa
entre 2.5 e 3.0 e independente da concentragdo da pectina.

Todavia, em fun¢do do pH, e da temperatura, a pectina torna-se instavel, e em ambiente acido
sofre a hidrélise das ligagdes glicosidicas.

A pectina ¢ considerada um polieletrdlito anionico, devido a presenga do grupo carboxilico
ionizavel, com capacidade de formar interagdes eletrostaticas com polieletrélitos ou contraides
cationicos.®!
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Fig. 1.6 Representacdo da estrutura mol

1.8. Objetivo do projeto

Com base no proposito do projeto “How to protect water, soil and plants production all together
- ProWsper-WaterJPI/0006/2016” em campo ambiental, este estudo foca-se na sintese e
determinacdo da eficiéncia de sor¢cdo de Cymoxanil em solucdo aquosa por hidrogéis de
quitosano (QT) e pectina (PT) e quitosano-pectina funcionalizada com B-ciclodextrina (CD).%%

O objetivo ¢ testar as capacidades de sor¢do dos hidrogéis em solugdes aquosas de pesticida,
usadas como modelo de condi¢do ambiental, visando possiveis aplicagdes em processo de

tratamento de aguas provenientes de campos agricolas.
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Capitulo 2: Experimental

2.1. Materiais e métodos

Quitosano (poli-D-glucosamina) com grau de acetilagdao (GA) de 15% e peso molecular médio
(M) de 87000 g/mol, foi obtido através da Golden-Shell Biochemical (China). Pectina (éster
metilico do acido poli-D-galacturénico), constituida por dcido D-galacturonico > 74% (m/m) e
peso molecular entre 169000 e 177000 g/mol®, foi fornecida pela Sigma-Aldrich (Dinamarca).
f—ciclodextrina, M = 1134.98 g/mol, e grau de pureza > 98% foi adquirida a Acros-Organics.
O Cymoxanil (C7H10N4O3) com massa molecular, M = 198.18 g/mol e grau de pureza 98.9%
foi obtido da Sigma-Aldrich.

Todos os reagentes foram utilizados sem ulteriores tratamentos de purificagdo e as solugdes
aquosas foram preparadas em agua Millipore-Q (resistividade elétrica 18.2 MQ-cm a 25 °C)
obtida através o sistema de purificacdo de agua, Direct-Q® 3UV-R.

Os valores de pH foram determinados através do medidor MeterLab PHM 240 e elétrodo WTW-
pH Electrode-Sentix 52. O eléctrodo de pH foi calibrado diariamente por solugdes tampao
comerciais Panreac (4.0, 7.0 e 10.0), antes da realizacao das experi€ncias, tendo obtido valores
de zeropH e sensibilidade de ca. 6.7 e superior a 96%, respetivamente.

2.2. Método de quantificacio do Cymoxanil

A quantificagdo do pesticida Cymoxanil efetuou-se por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com cromatografo VWR-Hitachi LaChrom Elite HPLC.

O sistema cromatografico ¢ composto por 5 modulos: i) Organizer: controla as fungdes do
equipamento a nivel eletronico e as conexdes com a interface; ii) Diode Array Detector (DAD),
com lampada D>&W com varrimento de onda entre 220 e 750 nm; iii) Column Oven L-2300,
com intervalo de temperatura de trabalho entre 5-70 °C e coluna analitica Purospher® Star RP-
18 fechada (0.25 m x 4.6 mm, 5 pm) e equipada com pré-coluna LiChrocart 4-4; iv)
Autosampler L-2200; v) Pump L-2130, com intervalo de fluxo de analise entre 0.5 e 8.0 mL/min
com uma precisdo de £ 2%. A aquisicdo e o tratamento dos dados foi efetuada através do
software EZChrom Elite v. 3.3.2. (Agilent, USA).

Foi desenvolvido um modelo de calibragdo confiavel e consistente, ¢ foi determinada a gama
analitica, com base num método previamente desenvolvido para o Cymoxanil por Balayiannis
etal..”

Duma forma sintética o método consiste na preparagdo de solugdes padrio de CYM em
acetonitrilo num intervalo de concentragdo entre 100 e 0.1 mg/L, por diluicdo duma solugdo-
mae obtida por solubilizagdo de 100 mg de substincia ativa padrdo (98%) em 0.1 L de
acetonitrilo (ACN, 1000 mg/L).

A partir das solucdes padrao, foram preparadas as amostras de andlise de 1 mL em vials de 2
mL (Supelco); as solugdes forma armazenadas a -20 °C.

Todas as analises foram efetuadas em triplicado.
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As condigdes experimentais de analise sdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tab. 2.1. Carateristicas do método de calibragdo e analise das amostras de Cymoxanil.

Cymoxanil
Fase movel Acetonitrilo/agua ultrapura (70:30 v/v)
+ 2% 4lcool isopropilico’
Taxa de fluxo 2 mL/min
Temperatura 40 °C
Volume de injecio 20 uL
Comprimento de onda (Amax) 242 nm
Tempo de retencio (tr) 1.63 min

Todas as solugdes usadas em analise de HPLC foram utilizadas ap6s filtragdo com filtros de
membrana de Nylon 0.45 um (Whatman™) e sonicadas por 15 minutos usando um banho de
ultra-som SELECTA®-ULTRASONS, para desgasificar a solugao.

A validade e confianga do método de calibragdo e a gama analitica foram determinadas por
validacdo estatistica dos valores das areas sob a curva de absorbancia de cada solugdo padrao.

2.3. Sintese e caracterizacao dos hidrogéis

2.3.1. Modificacao da pectina

Uma das caracteristicas interessantes no quitosano e pectina ¢ a presenga de grupos funcionais
que permitem alterar as propriedades quimico-fisicas do polimero e dos correspondentes
hidrogéis através do controlo de parametros como a temperatura, o pH e a forga ionica, ou
através da funcionalizagdo dos polimeros.

Neste estudo, analisou-se o efeito da funcionalizagdo da pectina com f-ciclodextrina sobre a
capacidade de sor¢do dos hidrogéis a base de quitosano.

A funcionalizacdo da pectina com f-ciclodextrina em razdo 2:1 (m/m), secos a 50 °C por 24
horas, foi efetuada através da reacdo de transesterificagdo em 40 mL de dimetilformamida
anidra (DMF), com adic¢do de 0.1 mL de acido sulftrico concentrado (H2SO4), sob agitagdo a
70 °C por 15 horas (Fig.2.1).

f Alcool isopropilico: segundo um estudo efetuado (G. Balayiannis et al., 2014) é usado para alcangar mais
rapidamente o acondicionamento da coluna cromatografica, evitando fenémenos de colapso hidrofébico.
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H O H

DMF, H,S0,
70°C, 15h

Fig. 2.1 Representacdo do mecanismo de sintese do complexo pectina-S-ciclodextrina.

O produto de reacdo, foi precipitado com excesso de acetona e filtrado em vacuo com um funil
de Buchner com placa porosa; por fim, o produto de filtragdo foi solubilizado em agua ultrapura
e purificado através duma membrana de dialise de acetato de celulose (Sigma-Aldrich, cut-off
massa molar < 12000 g/mol), num banho de agua ultrapura a 25 °C. O processo dura trés dias,
com renovacgao da agua 3 vezes por dia.

Por ultimo, a solugdo de pectina-f-ciclodextrina (f-PT) foi congelada e, sucessivamente
liofilizada por 2 dias a -56 °C e 0.085 mBar, num liofilizador LabConco-FreeZone 4.5 (Fig.
2.2)).

Fig. 2.2. Fotografias da pectina funcionalizada antes e apos a liofilizagdo.
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2.3.2. Sintese dos hidrogéis

Solugdes de quitosano (1% m/v), em tampao acetato 0.1 M e pH = 3, e solugdes de pectina e S-
PT (1% m/v), em tampao fosfato 0.1 M e pH 9.2, foram preparadas a temperatura ambiente e
em constante agitacao.

Os hidrogéis sintetizaram-se em sistema de emulsdo O/A, cuja fase hidrofobica é constituida
por 5 mL de alcool benzilico, onde sdo homogeneizadas as solugdes de QT e PT, ou S-PT, numa
razdo de 1:1 (v/v) através de agitagdo a 34x10° rpm por 5 minutos, obtida com um agitador
Ultraturrax MICCRA D-1.

Os hidrogéis sintetizados, quitosano pectina (QT-PT) e quitosano-pectina funcionalizada (QT-
S-PT), sdo posteriormente lavados com acetona para a remogao de possiveis contaminantes e
favorecer a secagem a temperatura ambiente, dentro dum excicador por 24 horas antes de ser
liofilizado para a completa remogao da agua reticular (Fig. 2.3).

Fig. 2.3. Fotografias do hidrogel de QT-PT antes e apos a liofilizagao.

2.3.2.1. Caraterizacao da pectina funcionalizada e dos hidrogéis

O produto de transesterificagdo da pectina com a f-ciclodextrina foi caraterizado através da
analise de espetroscopia de infravermelho por reflexao total atenuada (IR-ATR) das amostras
em estado solido, para determinar a presenga da CD ligada a pectina, com base na analise das
bandas vibracionais dos grupos funcionais carateristicos de cada composto e/ou formagdo de
novas bandas. Os espectros foram obtidos através do equipamento Variam Cary 630 FTIR
Spectrometer, com varrimento de onda entre 650 ¢ 4000 cm™'. A eficiéncia da reacdo de
transesterificacdo foi avaliada por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear protonica
("H-RMN). A referéncia utilizada na analise do rendimento da reago foi o sal de sodio do acido
3-(trimetilsilil) propionico-2,2,3,3-ds (TSP, Aldrich), com grau de pureza > 98%.

A solugdo para a analise foi preparada solubilizando, numa solugdo 2.0 mg/mL de TSP em
oxido de deutério (D20, M = 172.27 g/mol, pureza > 99.9% da Eurisotop), uma quantidade
conhecida de S-PT, de forma a se obter uma concentracio final de 4.0 mg/mL. A analise
"H-RMN foi efetuada através dum espectrometro Bruker-Avance III 400.

A caraterizag@o dos hidrogéis de QT-PT e QT-S-PT obteve-se através de métodos de analise
diferentes.
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As propriedades viscoelasticas dos hidrogéis foram determinadas por andlise reologica através
do equipamento Haake-Mars (Modular Advanced Rheometer System) equipado com Plate-P35
TiL (didmetro 35 mm). Inicialmente, foi efetuada a analise variando a frequéncia (f) da forga
aplicada (entre 0.1 e 10 Hz) a pressdo constante de 100 Pa, até obter um comportamento linear
da componente elastica (G’). Sucessivamente, efetuaram-se analises variando a pressdo (7)
(entre 1.0 € 10 x 10* Pa) a frequéncia constante de 1 Hz. Ambas as anélises foram conduzidas
com uma altura do prato de 0.52 mm e a temperatura de 25 °C. Para as analises foi utilizada,
por cada hidrogel, uma quantidade suficiente para cobrir inteiramente o prato e o hidrogel em
excesso foi eliminado. O tratamento dos dados foi feito com o software Origin v. 8.5.1
(OriginLab Corporation, USA).

A caracterizagdo dos hidrogéis foi complementada por espectroscopia de infravermelho, analise
termogravimétrica e espectroscopia eletronica de varrimento. No primeiro caso, foi utilizado
um Variam Cary 630 FTIR Spectrometer, sendo a analise de amostras so6lidas obtida por ATR.
As analises termogravimétricas (TGA) foram efetuadas com o equipamento TG209-F3 (Taurus
Netzsch Instruments). Foram utilizadas amostras entre 2.0 ¢ 5.0 mg, num intervalo de
temperatura de 25 a 800 °C, com uma velocidade de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera
inerte de azoto (taxa de fluxo de 50 mL/min). A analise termogravimétrica permitiu determinar
a estabilidade térmica dos hidrogéis assim como relacionar como esta é modificada com a
modificacdo estrutural dos mesmos.

A morfologia da superficie dos hidrogéis observou-se através de microscopia eletronica de
varrimento (SEM Scanning Electron Microscopy) a 4.00 kV com valores de ampliagdo
crescentes: 100, 1000, 3000, e 10000%, usando um equipamento Merlin-Zeiss Gemini 2-Zeiss.
As amostras foram previamente revestidas a ouro usando um DC-Generator-PFG 1500 DC.

2.3.2.2. Estudo de interacio pesticida/hidrogel

Os efeitos de interagdo do CYM com os hidrogéis de QT-PT e QT-S-PT foram determinados
através de caraterizagdo por analise IR-ATR, TGA e SEM de amostras de hidrogel colocadas
em solugdes aquosas de pesticida 100 ppm, a 20 °C e 450 rpm de agitacdo, por 24 horas.

Todas as analises de IR-ATR, termogravimétricas ¢ SEM, foram efetuadas em amostras de
hidrogel, ap6s processo de congelacgdo e liofilizacdo. Em particular, para a analise de SEM, as
amostras foram congeladas em azoto liquido, antes da liofilizagao.

2.4. Teste de degradacao do Cymoxanil

Estudos prévios reportam que o CYM se degrada por via hidrolitica e fotolitica (ver Tabela
1.2). Em ambos os processos, o pH e a temperatura sdo os principais fatores que afetam o tempo
de degradagdo da substincia (Tso), que decresce com o aumento do pH e da temperatura.”!

De forma a validarmos esse estudo, procedemos a testes de degradacdo que consistiram na
determinacdo da concentracdo de Cymoxanil em duas solugdes aquosas de concentragio
maxima (100 ppm) e média (50 ppm) da gama analitica que se pretendia estudar num periodo
de tempo de 24 horas. As amostras de andlise, para as solu¢des nas duas concentragoes, foram
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preparadas em razao 95:5 de solugdo aquosa de Cymoxanil e acetonitrilo. A quantificacdo foi
efetuada por HPLC-DAD segundo o método descrito na Secgdo 2.2.

2.5. Estudo das isotérmicas de sorc¢ao

Para obtencdo das isotérmicas de sor¢do comegou-se por preparar uma solugdo-mde de
Cymoxanil 250 mg/mL em agua ultrapura. Com base nessa solugdo, foram preparados dois
conjuntos de oito solugdes de 40 mL, numa gama de concentragdo entre 10 ¢ 120 ppm,
diferenciados pela presenga duma quantidade conhecida de hidrogel (cerca de 4 mg). De forma
a garantir a ndo degradacdo fisica do hidrogel na sequéncia da agitacdo, este foi mantido no
interior de um saco de cha de Nylon, com cut-off de 20 pm.

A solubilizagdo do analito usado na solugdo mae, assim como a homogeneizacao e estudo de
sor¢do foram conduzidos mantendo as solugdes em agitagdo constante de 450 rpm e a uma
temperatura constante de 20 °C, usando para tal um agitador magnético Variomag-Poly ¢ um
banho termostatico GFL, respetivamente.

De modo a minimizar a possivel fotolise do Cymoxanil, os tubos Falcon contendo as solugdes
de analise foram revestidos com papel de aluminio.

Determinaram-se as concentragdes das solu¢des de CYM entre 120 ¢ 10 ppm, em presenca e
auséncia de hidrogel.

As solugdes foram mantidas em agitacdo por 24 h, intervalo de tempo considerado suficiente
para o sistema atingir o equilibrio, minimizando os fenémenos de degradagdo (ver Tabela 1.2).
A quantificagdo foi efetuada por analise HPLC-DAD, segundo o método supra indicado (ver
Seccdo 2.2), apos 12 e 24 horas.

A quantidade de pesticida sorvido determinou-se com base na eq. (2.1):% 7

V (Co— Ce
g, = L= (eq. 2.1)

my

onde g. ¢ a quantidade de pesticida sorvido a um determinado tempo () por unidade de massa
de hidrogel, Cyp e C. sdo as concentracdes iniciais e de equilibrio (mg/L) de CYM em solugdo
aquosa, respetivamente, m, ¢ a massa de hidrogel seco (g) e V' € o volume das solucdes de
analises (L).

A eficiéncia de remogdo (%ER) foi calculada através da seguinte equagdo 2.2:68

Co- Ce
%ER = ("C—O) x 100 (eq. 2.2)

O estudo do equilibrio de sor¢ao foi conduzido através de trés diferentes modelos de isotérmica
de sor¢do, Langmuir, Freundlich e Brunauer-Emmett-Teller (BET). Neste estudo serdo
apresentados os resultados segundo o modelo Freundlich e BET, pois foram estes que
apresentaram melhores ajustes em detrimento do modelo de Langmuir.
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2.5.1. Isotérmica de Langmuir

O modelo empirico de Langmuir, baseia-se num modelo homogéneo de adsor¢ao monocamada,
com um numero finito de pontos de ligagdo.”

A sua expressao matematica € representada na equacao 2.3:

de = e (eq. 2.3)
onde Q; representa a capacidade maxima de adsor¢do do hidrogel, K; € a constante de Langmuir
enquanto, C. e g. representam a concentracao no equilibrio e a massa de adsorvido por unidade
de massa de adsorvente, respetivamente.

Este modelo ¢é caraterizado graficamente pela presenga dum plateau, que indica o alcance do
ponto de saturag@o onde todos os pontos de ligacdo foram ocupados (com a ocorréncia duma
monocamada).” 74

2.5.2. Isotérmica de Freundlich

O modelo de Freundlich, contrariamente ao de Langmuir, ¢ uma equacao semi-empirica sendo
aplicavel a sistemas heterogéneos e de sor¢do multicamada, permitindo descrever mecanismos
de sor¢ao nao-ideais e reversiveis. Os termos heterogéneo e multicamada indicam que os locais
de interagdo apresentam diferentes energias de adsor¢do, com formagao de camadas sucessivas
com forga de ligagdo decrescente.

A equacdo de Freundlich ¢ descrita na equagdo 2.4:

1
G = K, C/ (cq. 2.4)

onde Kre 1/n s@o constantes de Freundlich, especificas do sistema em estudo, que indicam a
capacidade de sor¢ao do absorvente e a intensidade de sorcao, respetivamente. Valores de 1/n
inferiores a 1 indicam processos de adsor¢do favoraveis.”> ™

2.5.3. Isotérmica de Brunauer-Emmett-Teller

O modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET), ¢ definido como uma extensdo do modelo de
Langmuir, pois baseia-se no conceito de adsorcdo homogénea e nao prevé interagdes
intermoleculares, mas considera a formagdo de sistemas multicamadas com igual energia de
adsorgdo, a exce¢do da primeira camada.”>

A equagdo do modelo € reportada a seguir (eq. 2.5):

qs KBeTCe
= eq. 2.5
Qe (Cs— Ce)[1+(KBET_1)(Ce/CS) (e )

onde g5, Kper e Cs indicam a capacidade tedrica de saturacdo relativa da primeira monocamada,
a constante de isotérmica de sor¢do BET e a concentracdo de saturacdo de adsorvido na
monocamada.”
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Capitulo 3: Resultados e Discussiao

3.1. Caraterizacio do complexo f-PT

A funcionalizagdo da pectina por p-ciclodextrina foi avaliada por espectroscopia de
infravermelho (IR-ATR) e por ressonancia magnética nuclear. Na figura 3.1 sdo apresentados
os espectros de infravermelho da pectina, CD e da f-PT. Relativamente a pectina, na zona a
elevada frequéncia entre 4000 e 2000 cm™! € possivel observar duas bandas carateristicas. Uma
primeira banda, a 3317 cm’!, relativa a elongagdo vibracional dos grupos hidroxilo
(-OH) presentes nos grupos alcool e carboxilico. Esta banda aparece a frequéncias mais baixas
do que a banda normal do grupo hidroxilo livre, entre 3700 € 3584 cm™!, por causa de ligagdes
a hidrogénio.”® Uma segunda banda, observa-se a 2928 cm! e ¢ carateristica da elongagio
vibracional assimétrica do grupo C-H dos grupos metilo (-CH3) e metilenos
(-CHz-).A presenga do grupo carboxilico ¢ indicada pela banda a 1732 cm! devida a elongagdo
assimétrica do grupo C=0 e por uma segunda banda a 1605 cm™! por efeito de ressoniancia com
o grupo C-O-H. A banda a 1732 ¢m™! pode resultar sobreposta com a banda de elongagido
vibracional do grupo C=0 do grupo metilo estéreo (C(=0)O-CH3).”” As bandas a 1142 cm! e
a 966 cm™! sdo carateristicas da ligagdo a-(1—4)-glicosidica e da ligagdo C-O-C do grupo
éter.”® 7% Considerando o espetro da S-ciclodextrina, observam-se a 3274 cm™! € 2923 cm™! duas
bandas devidas a elongacdo vibracional do grupo -OH de alcoois primarios e secundarios e do
grupo C-H dos grupos metilenos.®’ Uma segunda banda carateristica do grupo -OH, devida ao
modo de flexdo vibracional, observa-se a 1648 cm™!. As bandas 1152, 1077, 1020 ¢ 856 cm™!
devem-se ao estiramento vibracional assimétrico e simétrico do grupo C-O-C e C-O do grupo
alcool e éter, incluindo a ligagdo a-(1—4)-glicosidica.?!

O espetro IR do complexo pectina-f-ciclodextrina, por sua vez, € caraterizado pela presenca de
duas bandas, respetivamente, a 1736 e 1228 cm! devidas ao estiramento vibracional
assimétrico dos grupos C=0, O-C-C e RC(=0)-O do grupo éster da pectina. Estas bandas
indicam a presenca de pectina ligada por liga¢do éster com a CD. A banda a 1629 cm™!, por
outro lado, ¢ carateristica do grupo -OH em alcoois primarios e secundarios da CD.%% 76

A quantificacdo de CD em termos de eficiéncia de reacdo em percentagem, foi determinada
através analise "H-RMN de uma solugdo de TSP: CD 1:2 (m/m) em 4gua deuterada (ver Sec¢ido
2.3.2.1). Na figura 3.2, a seguir, sdo apresentados os espetros de pectina, f-ciclodextrina e do
complexo S-PT. Através da andlise das bandas foi determinada, em maneira univoca, a presenca
da CD no produto de sintese. A banda carateristica evidenciada no grafico a 4.991 ppm, como
reportado na literatura, € identificativa do H1 disposto na superficie hidrofilica externa da CD. %%
83,84 O shift quimico da banda é provavelmente devido a interagdo com a pectina na formagao
do complexo S-PT. Determinada a presenca da CD no complexo, determinou-se a eficiéncia
percentual da reagdo pondo em razao as areas do pico do TSP e do H1 da CD, conhecendo a
massa utilizada e o nimero de protdes total de cada composto. Desta forma, foi possivel
determinar uma eficiéncia de reagdo do 52%.
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Fig. 3.1 Espetro de IR-ATR de: a) pectina; b) S-ciclodextrina e; ¢) pectina-$-ciclodextrina.
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3.2. Caraterizacio dos hidrogéis QT-PT e QT-4-PT

3.2.1. Caraterizacao reoldégica

A caraterizagdo reoldgica das amostras de QT-PT e QT-4-PT permitiu, numa primeira analise,
observar que a pressoes inferiores a 100 Pa, ndo € possivel obter uma relacdo linear das
componentes G’ ¢ G’’ em fungdo da frequéncia. Determinados os pardmetros de analise,
estudou-se o comportamento dos dois hidrogéis (QT-PT e QT-5-PT) através um primeiro
estudo da variacao da viscosidade (#) em funcdo da frequéncia (0.1-10 Hz).

Na figura 3.3 I) observa-se que para ambos os hidrogéis ha uma diminui¢do da viscosidade
aparente ao aumento da frequéncia, carateristica particular dos fluidos ndo Newtonianos,
definidos como pseudoplasticos.®® A diminui¢do da viscosidade pode ser explicada
considerando que a estrutura reticulada dos dois hidrogéis se orienta progressivamente ao
aumentar a frequéncia, com deformagdo ou quebra das intera¢des entre os dois polimeros A
figura 3.3 II) mostra que em todo o intervalo de frequéncia a componente G’ ¢ superiora G’’;
verifica-se ainda que ambas apresentam uma variacao paralela e ligeiramente dependente da
frequéncia. Mais em detalhe, a componente G’ € cerca de 5 vezes superior & componente G,
entre 10 x 10* € 10 x 103, quer para o QT-PT quer para o QT--PT, classificando os complexos
como hidrogéis fortes.%¢

O comportamento pseudopléstico foi posteriormente confirmado através do modelo de
Ostwald-de Waele (Tab. 3.1 e Fig. 3.3 1):

G =A f® (eq. 3.1)

onde G’ indica a componente elastica, 4 ¢ um coeficiente de viscosidade, f representa a
frequéncia e B ¢ um indice adimensional que indica o comportamento do sistema.?’

Os parametros 4 e B foram determinados como ordenada na origem e declive, respetivamente,
através do ajuste linear de G’ em fun¢ao da frequéncia na forma logaritmica. Valores de B <1,
0.1 para QT-PT e 0.09 para QT-4-PT, indicam um comportamento pseudoplastico e covalente
dos hidrogéis.®

Da figura 3.4 é possivel observar a variagdo da componente eldstica e viscosa em fungdo da
pressdo para os dois hidrogéis.

Em geral, os hidrogéis QT-PT e QT-f-PT ndo apresentam diferengas significativas da
componente G’ e G, caracterizadas por uma variagdo paralela em func¢do da pressdo, com a
componente elastica maior do que a componente viscosa em quase todo o intervalo de pressao
considerado — comportamento tipico de materiais viscoelasticos. A cerca de 3000 Pa observa-se
uma diminui¢do de G’ a que corresponde, simultaneamente, um aumento da componente G’
até o ponto de quebra (QT-PT = 9500 Pa, QT-4-PT = 6500 Pa), que indica o ponto de transi¢do
sol-gel.

Os resultados reologicos podem ser explicados considerando o processo de preparacdo dos
hidrogéis, no qual o quitosano foi solubilizado a pH = 3 e a pectina e a pectina funcionalizada
apH=9.2, com o objetivo de maximizar a densidade de carga.

A elevada elasticidade e resisténcia a elevada pressdo, provavelmente, devem-se a uma elevada
reticulagdo do complexo com um elevado grau de interagdo eletrostatica entre o grupo cationico
do quitosano e o grupo anionico da pectina e ligacdes de hidrogénio entre os dois polimeros.
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Fig. 3.3 Representacao dos resultados reoldgicos no intervalo de frequéncia 0.1-10 Hz, a 25 °C: )
variacdo da viscosidade dos hidroggéis; II) variagdo das componentes G’ e G .

Tab. 3.1 Parametros do modelo Ostwald-de Waele para os dois hidrogéis, a 25 °C.

Hidrogéis 4 (Pas)®* B? R?
QT-PT 4.74 0.10 0.9644
QT-4-PT 4.32 0.09 0.9936

2 desvio padrio de 4 € B da ordem de 10
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Fig. 3.4 Representacdo da variagdo da componente elastica G’ e viscosa G’ em fungfo da pressdo (1 e
10 x 10* Pa) a 25 °C.

3.2.2. Analise dos espetros IR-ATR

A figura 3.5 apresenta os espetros IR-ATR dos dois complexos polieletrolitos QT-PT e QT-5-
PT na auséncia e presenca de CYM.

Consideramos inicialmente a analises na auséncia da substancia ativa.

O espetro do quitosano, polimero de base na formacdo de ambos os complexos, ¢é caraterizado
na zona a alta frequéncia por uma banda larga devida a sobreposicdo da absorbancia da
elongacao vibracional assimétrica e simétrica do grupo -OH, do grupo alcool, -NH da amina
primaria e amida secundaria, com picos a 3353 € 3286 cm™!. As duas bandas entre 2930-2850
cm!, resultam da elongagdo vibracional assimétrica e simétrica do grupo -CH do grupo
metileno.”® A presenga do grupo amida (RC(=0)-NH-R’) é confirmada pela presen¢a da banda
a 1644 cm™ devida a elongagio vibracional do grupo C=0 (amida I) e pela banda a 1586 cm™!
representativa do modo vibracional de flexdo do grupo -NH (amida II), sobrepostas com a
banda de absorbancia do grupo -NH de aminas primarias geralmente presente entre 1650 e 1580
cm.% As multiplas bandas presentes entre 1450 e 1250 cm™!' resultam da interagdo da
elongagdo vibracional do C-N e da flexdo vibracional do grupo N-H da amida secundaria e da
amina primaria (amida II1).°® O grupo etér produz uma primeira banda a 1148 cm™! devida a
elongagdo vibracional assimétrica do grupo C-O-C, incluindo a ligagdo S-(1—4) glicosidica, e
uma segunda entre 1000 e 810 cm! resultante da interagdo vibracional do grupo C-C e C-O do
grupo etér.®

No espetro do complexo QT-PT, na figura 3.5 I), observa-se a formagdo de multiplas bandas
entre 3100 € 3000 cm™!, resultantes da elongagdo vibracional assimétrica e simétrica do grupo
-NH;3* da amina primaria do quitosano, provavelmente, devido & protonagido do grupo amina no
pH acido da solugdo tampdo. A presenca do grupo amonio, no quitosano, confirma-se pela
formagdo de duas bandas a 2363 e 2334 cm™! carateristicas da interagdo entre o grupo R-NH3"
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do quitosano e o grupo COO" da pectina.

A banda a 1742 cm’!, relativa ao grupo C=0 do grupo carboxilato, resulta numa frequéncia e
intensidade maior relativamente ao espetro da pectina; de forma semelhante, a banda a 1551
cm’! relativa a0 modo de flexdo vibracional assimétrica do grupo cationico R-NH3* do
quitosano ocorre a frequéncias mais baixas do que no quitosano devido, provavelmente, a
interacdo dos dois grupos com carga oposta. Por tltimo, podem-se observar as bandas a 1602 e
anova banda a 1497 cm’!, relativas a elongagdo assimétrica do grupo aniénico COO- da pectina
e a flexdo simétrica do grupo NH3" no quitosano.”® %> %2

O complexo QT-g-PT, em figura 3.5 II), na zona de alta frequéncia do espetro IR, as bandas
entre 3100 ¢ 3000 cm! relativas ao alongamento vibracional assimétrico e simétrico do grupo
cationico NH3", embora menos evidentes, apresentam um perfil similar aquele obtido para o
complexo QT-PT e confirmam a presen¢a do quitosano no complexo. A banda a 1741 c¢cm’!
relativa ao grupo C=0 do grupo carboxilato, como para o complexo QT-PT, encontra-se a maior
frequéncia e intensidade do que no espetro da pectina e confirma a presenga da pectina no
complexo. A banda a 1537 cm! relativa a0 modo de flexdo vibracional assimétrica do grupo
cationico R-NH3" do quitosano resulta em frequéncias mais baixas do que no quitosano. A
variagdo nas frequéncias destas tltimas duas bandas, indica a intera¢do entre os grupos COO" e
NH;" de pectina e quitosano, respetivamente. % 76- 91,92

Considerando as analises na presenga do ingrediente ativo, podemos concluir o seguinte: o
espetro do Cymoxanil, ¢ caraterizado na zona de elevada frequéncia pela presenca de multiplas
bandas entre 3400 e 3100 cm™! devidas a elongagdo vibracional do grupo -NH da amida
secundaria e do grupo -OH do grupo carbonilo em forma enodlica. A presenca deste tltimo ¢
confirmada pela banda a 2891 cm™'. A banda a 2230 cm! ¢ carateristica do grupo nitrilo -C=N,
previsto no intervalo de 2260 ¢ 2240 cm’'. A diferenca pode ser devida a presenca de
conjugacdo e de um atomo aceitador de eletrdes no carbono a. Os dois grupos -NH, das amidas
secundarias, apresentam a banda caracteristica de flexdo vibracional a 1543 ¢m!. Esta banda
geralmente estd presente entre 1650 e 1515 cm™! (amida II). A presenca do grupo amida é,
também, confirmada pela banda a 1689 cm™! relativa a elongagdo vibracional do grupo C=0 do
grupo amida (amida I), geralmente presente entre 1870 e 1540 cm™!. No entanto, considerando
o efeito de ressondncia e conjugagio, a frequéncia diminui entre 1695 € 1650 cm™'. Esta banda
resulta sobreposta com a elongacdo vibracional da ligagdo C=N. A banda a 1385 cm!
juntamente com a banda a 1350 c¢cm™!, sdo carateristicas do grupo amida III. A 1150 cm’!
encontra-se a banda devida a elongagao vibracional assimétrica do grupo C-O-C (esta banda
esta entre 1500 e 1085 cm™!). O grupo C=0 do grupo “anidrido” apresenta em geral uma banda
cerca de = 1047 cm™!, neste caso a banda ocorre a 1067 cm™!, a frequéncia mais alta, o que se
deve, possivelmente, a presenca de conjugacdo no carbono a e a presenga de atomo de azoto
ligado diretamente ao carbono do grupo carbonilo. A banda a 901 cm™! deve-se a combinagio
da elongagdo vibracional dos grupos C-O e C-C do grupo éter.”® %3
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Fig. 3.5. Representagfo dos espetros IR-ATR dos hidrogéis de QT-PT (I e IIT) e QT-A-PT (Il e IV), em
auséncia (I e IT) e presenca de Cymoxanil (IIT e IV).
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Os espetros dos complexos QT-PT e QT-5-PT, em figura 3.5 III) e IV), apresentam um perfil
muito similar e a presenga do Cymoxanil, em ambos os casos, pode ser determinada por bandas
com numero de onda semelhantes.

As bandas entre 1600 e 1500 cm™! devem-se a flexdo vibracional do grupo -NH em grupo amida
secundaria (presentes em quitosano ¢ Cymoxanil) e ao grupo -NH3" no quitosano. As bandas a
1258 cm™ (QT-PT) e 1233 cm! (QT-B-PT), séo relativas a interagdo da elongagdo vibracional
entre os grupos -NH e -CN do Cymoxanil (1231 ¢m™). No espetro do complexo QT-PT
observa-se um aumento na frequéncia da banda.

A nova banda a cerca de 1050 cm™! ¢ relativa ao grupo C=0O do grupo pseudo-anidrido do
Cymoxanil, geralmente prevista a 1047 cm™'. As bandas a 897 € 891 cm™!, devem-se aos grupos
C-C e C-O do grupo éter do Cymoxanil.

Ha ainda a salientar que no espetro do complexo QT-PT (figura 3.5, III) € possivel observar
uma banda pequena a 2217 cm’!, carateristica do grupo nitrilo do Cymoxanil, que confirma a
sua presenca.

Particularmente interessante, em presenga de Cymoxanil (espetros Il e IV), é a ocorréncia do
desaparecimento de bandas carateristicas que nos espetros I ¢ II indicam a interacdo dos
polimeros. Em ambos os hidrogéis, observa-se o desaparecimento das multiplas bandas entre
3100 e 3000 cm™! carateristicas do grupo -NH3" do quitosano e a diminui¢do de intensidade das
bandas a cerca de 2350 cm’!, observaveis no espetro do complexo QT-PT, resultantes da
interagdo entre os grupos -NH3" do quitosano e COO- da pectina. A variagéo destas bandas pode
ser indicativa de um processo de degradag@o que afeta as interagdes eletrostaticas intercadeia
entre os polimeros. Esta hipdtese estd em acordo com os resultados obtidos por SEM.

3.2.3. Carateriza¢iao morfologica

As imagens SEM para os complexos QT-PT e QT-f-PT sdo reportadas na figura 3.6. Os
resultados mostram, para ambos os hidrogéis, uma estrutura interligada, alveolar, nas figuras I
a) e II a) (magnitude 100 x). Aumentando a magnitude para 1000 x e 3000 x & possivel
confirmar a presenca de poros e cavidades de tamanho consideravel. Nas imagens [ c) -1 d) e
II ¢) - II d), embora seja possivel observar um fendmeno de shrinking em ambos os complexos,
no caso do hidrogel quitina-pectina a superficie apresenta-se mais regular quando comparada
com a superficie do hidrogel quitina-pectina funcionalizada, notavelmente mais irregular.

As imagens de SEM dos complexos QT-PT e QT-4-PT, apds contato por 24 h com uma solugao
de Cymoxanil 100 ppm, sdo apresentadas na figura 3.7. A sor¢ao do Cymoxanil pelos hidrogéis
apresenta uma alteragdo significativa na morfologia da superficie dos hidrogéis; nas
micrografias com ampliagdo de 100 x e 1000 X. Os poros e os canais da estrutura tridimensional
complexa, deram lugar a uma estrutura com um aspeto laminar, aparentemente mais fragil.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no estudo dos espetros IR-ATR (ver Sec¢do
3.2.2.). O Cymoxanil parece atuar num processo de degradagdo, segundo um mecanismo
desconhecido, quando em contato com ambos os complexos poliméricos.

33



0 pm
| -

V m
ESB Gridis= 700V
Frame Int. Busy

par
crescente; 100 x (a), 1000 X% (b), 3000 x (c) e 10000 % (d), a 4kV.

Fig. 3.6 Representacdo das imagens SEM
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EHT = 4.00

Fig. 3.7 Micrografia de SEM para o complexo QT-PT (I) e QT--PT (II) em presenca de Cymoxanil,
com ampliagdo crescente: 100 X (a), 1000 x (b), 3000 % (c) e 10000 x (d), a 4kV.
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3.2.4. Analise termogravimétrica

Nas figuras 3.8 I) e 1) sdo apresentados os graficos de TGA e respetivos DTGs do complexo
QT-PT na presenca e auséncia de CYM.

Nas figuras 3.9 I) e II) sdo apresentados os graficos de TGA e DTGs do complexo QT-4-PT em
presencga e auséncia de CYM.

Em ambas as imagens 3.8 e 3.9, podemos observar a ocorréncia duma primeira transi¢cao
térmica entre 25 ¢ 100 °C devida a perda de agua adsorvida pelos polimeros. Mais em detalhe,
no caso de QT-PT existe uma diferenca significativa na percentagem de agua na auséncia e
presenga de CYM, evidenciada por uma perda de massa entre 5-10% a 100 °C, e 10-20% a 66
°C, respetivamente. Por outro lado, para QT-5-PT a perda em percentagem de massa resulta em
cerca de 15% a 66 °C, aproximadamente, na presenga e auséncia de CYM.

Nos graficos de DTG de ambos os hidrogéis em auséncia de CYM, duas transi¢des sdo visiveis
num intervalo de temperatura entre 220 e 280 °C com uma perda em percentagem de massa
entre 50 e 65%. No caso do QT-PT, este apresenta uma primeira degradacéo a 226 °C, enquanto
para o QT-4-PT essa ocorre a 242 °C. Esta primeira transi¢ao, nos dois complexos, associa-se
a degradacdo da cadeia polimérica da pectina, de acordo com os valores reportados na literatura
(235 °C).7+% A diferenga com o valor de referéncia deve-se, provavelmente, a reticulagdo entre
os dois polimeros.

Nos graficos das figuras 3.8 II) e 3.9 II), na auséncia de CYM, a segunda transi¢do térmica
ocorre a 273 °C e 279 °C, para QT-PT e QT-S-PT, respetivamente. Estes picos devem-se a
degradacido da cadeia polimérica do quitosano, que como descrito na literatura degrada a partir
duma temperatura de 260 °C.36 %
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Fig. 3.8 Termogramas (I) e respetivos DTGs (II) de QT-PT na auséncia e presenca de CYM.

O efeito da sor¢do de CYM pelos hidrogéis apresenta alguns efeitos no comportamento térmico
destes. Assim, ¢ possivel observar um ligeiro aumento de cerca de 4 °C (de 226 °C para 230
°C), para a principal transi¢do térmica que ocorre no QT-PT; ja no caso do QT-S-PT observa-
se uma diminui¢ao significativa da temperatura de degradacao de 242 °C para 234 °C. Enquanto
no primeiro caso a variac¢ao da temperatura de degradacdo podera ndo ser conclusiva, ja no caso
do QT-B-PT ¢ possivel concluir que a presenca do pesticida proporciona uma estrutura de
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hidrogel menos organizada, o que esta em linha com o que foi discutido nas sec¢des anteriores.
Por fim, o complexo QT-PT apresenta um ulterior pico a 345 °C.%8
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Fig. 3.9 Termogramas (I) e respetivos DTGs (II) de QT-B-PT na auséncia e presenca de CYM.

3.3. Calibracao e determinacio da gama analitica

A quantificacdo do Cymoxanil é um passo fundamental na execucao do presente projecto. Neste
sentido, e duma primeira analise cromatografica da solu¢do padrio de 100 ppm, foi possivel
determinar a ocorréncia duma banda bem definida cuja absorbancia méaxima ocorre ao
comprimento de onda (Amax) de 242 nm, e o tempo de retencdo (zr) de 1.63 min, otimizando o
tempo de analise por cada amostra.

Os dados experimentais foram validados estatisticamente. Através do teste de Grubbs foi
verificada a presenca de outliers entre os valores experimentais; sucessivamente verificou-se a
homocedasticidade das variancias e através do tratamento dos dados por OLS (Ordinary Least
Squares) foram determinados os parametros bo € b1 € as respetivas incertezas padrao, com grau
de confianga de 95% (Tabela 3.2).

Os valores de bo e b1 foram usados para determinagao de: 1) limiares analiticos, limite de detegao
(LOD) e limite de quantificacdo (LOQ); ii) gama analitica. Na figura 3.10 s3o apresentados os
cromatogramas relativos a cada solugdo padrdo e a reta de calibragdo, enquanto, a tabela 3.2
resume os valores dos pardmetros analiticos determinados.

Tab. 3.2. Parametros analiticos do modelo de calibragdo, valores de limiares analiticos e gama
analitica de Cymoxanil.

Modelo (bo) = SE (b)£+£SE %RE %RE R? LOD LOQ Gama analitica
polinomial (b0) (b1) (mg/L) (mg/L)
y=bo+bix 435199+ 88388 + 12.7 1.2 0.9996 25e7.5 7.5-98.9

55194 1033.78
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Fig. 3.10. Resultados da analise cromatografica das solug¢des padrdo de Cymoxanil (10, 20, 30, 40, 50,
70 ¢ 100) ppm, a 40 °C: I) Cromatogramas, Amax 242 nm e ¢z 1.63 min; II) Reta de calibragao.

3.4. Teste de degradacao

Os resultados dos testes conduzidos em amostras de 50 e 100 ppm de Cymoxanil em agua
ultrapura (ver Seccédo 2.4), sdo apresentados na figura 3.11.

Os valores das areas das bandas nos cromatogramas sao semelhantes, sem variagcdes andmalas
ao longo das 24 h experimentais, ndo sendo observavel a presenga de picos significativos
devidos a produtos de degradagdo ou formagao de metabolitos.

Os resultados demonstram que solugdes aquosas de Cymoxanil, a pH ndo controlado (pH = 5),
a 20 °C e na auséncia de luz, sdo estaveis por um periodo de tempo maior do que 24 h, o que
esta de acordo com a literatura (Fig. 3.12 € Tab. 3.3).7!

Tab. 3.3 Valores de concentracdo média das solu¢des de Cymoxanil e erro percentual relativo, em
fungdo dos valores da reta de calibragdo.

Solu¢ao CYM Conc. media + SE %RE
(ppm)
50 ppm 49.8 £0.4 0.65
100 ppm 102.8 £0.8 3.84
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Fig. 3.11 Cromatogramas de solugdes de Cymoxanil em fungdo do tempo (A =242 nm, 7=40 °C, tz =

1.63 min): I) Solugdo de Cymoxanil em agua ultrapura, 50 ppm, pH 5.29, a 20 °C; II) Solucdo de
Cymoxanil em agua ultrapura, 100 ppm, pH 5.07, a 20 °C.
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Fig. 3.12 Representagdo dos valores de concentracao das solugdes a 50 ppm (verde) e 100 ppm (laranja)
na reta de calibragdo.

3.5. Isotérmicas de sorc¢io

A figura 3.13 apresenta os graficos das isotérmicas de sor¢cdo do Cymoxanil, pelos dois
hidrogéis em estudo a 12 e 24 horas. Como mencionado na Secgao 2.5, sdo apresentados os
resultados segundo os modelos de Freundlich ¢ BET que permitiram obter coeficientes de
determinacgao mais elevados no ajuste aos dados experimentais. Os dois modelos consideram o
processo de formacgdo de multicamadas, o que os distingue, entre outros pontos, do modelo de
Langmuir. Nas tabelas 3.4 e 3.5 sdo reportados os valores dos respetivos pardmetros de ajuste
dos dois modelos e de eficiéncia de remogao a 24 horas.

Duma primeira anélise ¢ possivel observar que a quantidade de CYM adsorvida por unidade de
adsorvente, quer a 12 quer a 24 horas, aumenta ao aumentar a concentragao de substancia ativa,
indicando um processo governado por gradiente de concentragao.

As isotérmicas a 12 horas nas figuras 3.13 I) e II) foram melhor ajustadas através do modelo de
Freundlich, com um coeficiente de determinacdo maior relativamente ao modelo BET que, por
outro lado, apresenta um valor de coeficiente de determinagdo maior nas isotérmicas a 24 horas,
nas figuras 3.13 III) e IV).

Mais em detalhe, considerando os graficos a 12 horas, embora os dois hidrogéis apresentem
valores de Kre 1/n inferiores a 1, sugerindo a ocorréncia dum processo de quimissor¢do, que
envolve interagdes ndo reversiveis entre adsorvido e adsorvente e baixa heterogeneidade, o
complexo QT-4-PT apresenta em toda a gama de concentragdes uma maior capacidade
adsorvente com maiores quantidades de adsorvido por unidade em peso de adsorvente (Tab.
3.4). Este resultado esta de acordo com as evidéncias experimentais obtidas por analise IR-ATR
e SEM, onde bandas carateristicas dos polimeros desaparecem e a morfologia dos hidrogéis
resulta altamente afetada pela presenca do CYM.
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Fig. 3.13 Representagdo das isotérmicas de sor¢do de QT-PT e QT-4-PT num intervalo de
concentracdo de Cymoxanil entre 10 e 120 ppm, a 20 °C: I) e II) isotérmicas a 12 horas (modelo de
Freundlich); I1I) e IV) isotérmicas a 24 horas (modelo BET). As linhas a vermelho apresentam o ajuste
das equacdes dos modelos de sor¢do aos dados experimentais.

Considerando as isotérmicas a 24 horas, os graficos mostram, novamente, uma notavel maior
capacidade de sor¢do para o complexo QT-S-PT. Esta conclusio € suportada pelos valores dos
parametros C; e gs reportados na tabela 3.5. Tal pode dever-se a capacidade da ciclodextrina
em formar complexos com o CYM e/ou no efeito que a ciclodextrina podera ter na alteragdo da
estrutura do hidrogel.

No hidrogel QT-PT, embora este apresente um valor de concentragdo de saturagdo da
monocamada (Cy) duas vezes maior do que o valor obtido para o QT-5-PT, o valor teérico de
concentracdo de saturagdo resulta mais baixo, indicando um possivel mecanismo de
monocamada e sugerindo, uma vez mais, que a ciclodextrina apresenta um papel relevante no
processo de adsorc¢ao.
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Por outro lado, o QT-S-PT apresenta um mais baixo valor de Cs, com um valor duas vezes maior
de g, indicando um possivel processo de sor¢ao por multicamada que permite uma maior sorgao
de CYM por quantidade em peso de hidrogel usado (ver Tabela 3.5).

Por fim, comparando os graficos as 12 e 24 horas, nota-se facilmente como o processo de sor¢ao
a 12 horas nao resulta ainda completo.

Os valores de eficiéncia de remog@o do Cymoxanil a 24 horas, em tabela 3.5, aumentam desde
10 (£ 2)% até 22 (+ 2)% passando de QT-PT para QT-S-PT. Os valores de eficiéncia de
remogao, tendo em conta a elevada capacidade de sor¢do em peso de CYM em fungdo da
quantidade em peso de hidrogel, sobretudo para o complexo QT-f-PT, indicam uma forte
dependéncia da quantidade de hidrogel utilizado (= 4 mg). A maior capacidade de sor¢do em
presenga da pectina funcionalizada deve-se a uma maior porosidade € um maior numero de
sitios ativos de interacdo com o Cymoxanil, assim como a uma maior superficie de contato
resultante da complexa e irregular morfologia. Esta teoria confirma também os resultados
obtidos através do modelo de Freundlich, que indica um processo de quimissorgao.

Tab. 3.4 Pardmetros de ajuste do modelo de Freundlich ao estudo das isotérmicas de sor¢do a 12

horas.
Freundlich, 12 horas
Hidrogel [CYM]o Ky 1/n R?
(mg/L) (mg(n-l)/n Ll/n g-l)
QT-PT 10-120 0.03+0.02 0.59+£0.10 0.9937
QT-4-PT  10-120 0.80 +£0.30 0.86 £0.09 0.9828

Tab. 3.5 Parametros de ajuste do modelo de BET ao estudo das isotérmicas de sor¢@o a 24 horas e
eficiéncia de remocdo (%ER).

BET, 24 horas
Hidrogel [CYM]o qs Cs KsEr R? %ER
(mg/L)
QT-PT 10-120 59 £21 272 +£102 8+2 0.9913 10 (£ 2)
QT-f-PT 10-120 133454 131£23  3+1 09929  22(£2)
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Capitulo 4: Conclusao

Com base nos crescentes problemas de polui¢do ambiental, e nos efeitos diretos ou indiretos
para a saude humana e dos animais, este estudo tem como objetivo testar a eficiéncia de
remogdo de Cymoxanil através da utilizacdo de bio-hidrogéis de quitosano-pectina e quitosano-
pectina funcionalizada com fS-ciclodextrina. A funcionaliza¢ao da pectina obteve-se por reacao
de transesterificagdo e a sua eficiéncia foi determinada por analise de 'H-RMN. A sintese dos
hidrogéis efetuou-se por coacervagdo complexa em sistemas de emulsdo O/A sob elevada
agitacdo. A formacgdo de ligagdes eletrostaticas entre os dois polimeros foi verificada através
analise de IR-ATR e as suas propriedades fisicas foram determinadas por analise reologica,
confirmando a natura viscoelastica dos dois complexos, que apresentam uma elevada
elasticidade e resisténcia a elevadas pressdes. A analise morfologica permitiu determinar uma
substancial diferenga entre os dois sistemas, onde a presenca de ciclodextrina comporta a
formagdo duma superficie complexa e irregular. O estudo das isotérmicas de sor¢do foram
conduzidas dentro dum intervalo de concentragdo de 10-120 ppm de substancia ativa. Dos
resultados, observou-se uma elevada capacidade de sor¢do tendo em conta a quantidade em
peso de hidrogel utilizado, sobretudo com o complexo de pectina funcionalizada que, ao
contrario de QT-PT, apresenta um processo de sor¢do multicamada. Em conclusdo, embora o
processo de remocao do Cymoxanil seja afetado para diferentes fatores, os resultados obtidos
mostram como a partir de baixas quantidades em peso de hidrogel, especialmente em presenca
de pectina funcionalizada, resultem significativas quantidades em peso de substancia ativa
removida indicando a possibilidade de aplica¢do destes complexos em processos de tratamento
de aguas. Aplicagdes industriais seriam também possiveis, considerando a elevada resisténcia
e elasticidade sob elevadas pressoes.

Capitulo 5: Perspectivas futuras

Sendo o processo de sorcdo fortemente afetado pela quantidade de hidrogel utilizado e pela
possivel instabilidade do Cymoxanil devido a diferentes fatores como temperatura, pH, luz e
ambientes aquosos, ulteriores estudos deverdo ser efetuados, de forma a confirmar o efeito da
variagdo da quantidade de hidrogel utilizado, em diferentes condi¢des de analises.

Outro fator muito importante € a interacdo da substincia ativa com os dois hidrogéis estudados
pois, como descrito anteriormente, o0 CYM parece afetar a estabilidade da reticulagdo dos
hidrogéis (ver, e.g., analise por microscopia electronica de varrimento). Posteriores estudos
estdo previstos para determinar o mecanismo de interagcdo do CYM com os diferentes hidrogéis.
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