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RESUMO

O desenvolvimento de metaloenzimas artificiais alcanga na atualidade um novo patamar com a
inser¢do e compreensdo de efeitos de segunda esfera de coordenagdo (SEC), ou seja, grupos
quimicos na estrutura de complexos, que interagem por ligagdes nao covalentes com o substrato
aumentando a sua atividade na obtencao de produtos. Na primeira parte, este estudo se dedica
a sintese e caracterizagiio de novos ligantes binucleares de Fe'"Zn!' capazes de produzir efeitos
de segunda esfera de coordenacdo com o escopo de mimetizar enzimas como as PAPs. Os
ligantes L1-NAF, Li-Et-NAF e Li-Prop-NAF foram sintetizados a partir do ligante L pela
introducdo do naftaleno tendo como ponte metil-amina, etano-1,2-diamina e Propano-1,3-
diamina Os ligantes e seus respectivos complexos foram e caracterizados por anélise elementar
de C, H e N, RMN 'H, infravermelho, ESI-MS, condutimetria, espectrofotometria na regiio do
UV-Vis e titulagdo potenciométrica. Estudos cinéticos com o substrato modelo 2,4-BDNPP
mostram que os complexos, quando comparados ao complexo Fe''Zn'-L; tiveram o seu kcat
reduzido. Entretanto, apresentaram uma significativa constante de associacao (Kass) complexo-
substrato. Testes de atividade de clivagem do DNA plasmidial mostraram que os complexos
sintetizados sdo mais efetivos quando comparado ao complexo Fe''Zn'-L, e a outros
complexos que possuem apenas a primeira esfera de coordenagao atuando em tais processos. O
que deixa claro a importancia dos efeitos de SEC. Na segunda parte do trabalho, tendo em vista
aplicagdes na remog¢do de ions metalicos de aguas residuais, o ligante binucleante L; foi
ancorado na quitosana a fim de testar o novo material (Q-L1) na adsor¢ao de Zn(II), Cu(Il) e
Ni(II). Os modelos de pseudo primeira-ordem, pseudo segunda-ordem e difusdo intra-particula
foram testados, sendo o modelo de pseudo segunda-ordem o que proporcionou os melhores
resultados para os trés ions estudados. As isotermas de adsor¢do para os ions Zn(Il) e Ni(Il)
obedeceram uma relacao linear com aumento da concentragao desses ions no meio reacional.
Para os ions de Cu(Il) na presenca Q-Li;, o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi o modelo de Langmuir.

Palavras chave: Hidrolase. Complexos. PAPs. Quitosana. Adsor¢do. Biopolimeros.



ABSTRACT

The development of metalloenzymes articulates currently reaches a new level with the insertion
and understanding of effects of the second sphere of coordination (SSC), i.e., chemical groups
in the structure of complexes, which interact by non-covalent bonds with the substrate
increasing their activity in obtaining products. In the first part, this study is dedicated to the
synthesis and characterization of new binuclear ligands of Fe''Zn!" capable of producing second
sphere of coordination effects with the scope of mimicking enzymes such as PAPs. Ligands L;-
NAF, Li-Et-NAF and L;-Prop-NAF were synthesized from the L ligand by the introduction of
naphthalene having as methyl-amine, ethane-1,2-diamine and 1,3-propanediamine. The ligands
and their respective complexes were and characterized by elemental analysis of C, H and N, 'H
NMR, infrared, ESI-MS, conductimetry, UV-Vis spectrophotometry and potentiometric
titration. Kinetic studies with model substrate 2,4-BDNPP show that complexes, when
compared to the Fe'Zn'-L; complex had their ke reduced. However, they presented a
significant complex-substrate (Kass) association constant. Plasmid DNA cleavage activity tests
showed that synthesized complexes were more effective when compared to the Fe''Zn!-L,
complex and other complexes that have only the first sphere of coordination acting in such
processes. Which makes clear the importance of SSC effects. In the second part of the work, in
view of applications in the removal of metal ions from wastewater, the L binucleant ligand
was anchored in chitosan in order to test the new material (Q-L1) in the adsorption of Zn(II),
Cu(Il) and Ni(II). The pseudo first-order, pseudo second-order and intraparticle diffusion
models were tested, with the pseudo second-order model providing the best results for the three
ions studied. Isotherm adsorption for Zn(II) and Ni(II) ions obtained a linear relationship with
increased concentration of these ions in the reactionary environment. For Cu(Il) ions in the
presence Q-L1, the model that best adjusted to experimental data was the Langmuir model.

Keywords: Hydrolase. Complexes. PAPs. Chitosan. Adsorption. Biopolymers.
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keat — Constante catalitica

kp — Constante de distribuicdo qm — Quantidade maxima de adsor¢do
Kr— Constante de formagao de um complexo

K1 — Constante de equilibrio de adsor¢dao de Langmuir

Kwm — Constante de Michaelis-Menten

MeOH — Metanol

MES — Acido 2-[N-morfolino]etanosulfonico

g — Quantidade adsorvida

¢e - Quantidade de ion metalico adsorvido em equilibrio

gt - Quantidade de ion metalico adsorvido no tempo t (min)

RMN 'H — Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

RPM - Rotagdes por minuto

SN2 — Substitui¢ao nucleofilica bimolecular

t — Tempo

THF - Tetrahidrofurano

TMS — Tetrametilsilano

TRIS — Tris(hidroximetil)aminometano

UV-Vis — Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta-visivel
Vo — Velocidade inicial

Vmax — Velocidade maxima
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PARTE I

NOVOS COMPLEXOS BINUCLEARES COM O GRUPO NAFTALENO PARA O
ESTUDO DE SEGUNDA ESFERA DE COORDENACAO COMO MODELOS
MIMETICOS PARA FOSFATASES ACIDAS PURPURAS
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1. INTRODUCAO

Pesquisadores de todo o mundo buscam mimetizar enzimas como, por exemplo, as
Fosfatases Acidas Parpuras (PAPs), que atuam na hidrélise de ésteres de fosfato. Esta procura
¢ devido ao alto poder catalitico destas enzimas, bem como a sua alta especificidade e
seletividade. Desta forma, informagdes estruturais e eletronicas com relacao ao sitio ativo destas
enzimas sao cruciais para modelagem correta de moléculas bioinspiradas. Tais modelos sao
uteis para o desenvolvimento de farmacos e catalisadores industriais.

Portanto, estudos nesta area sdo determinantes para o desenvolvimento cientifico e
tecnologico de um pais, favorecendo a criagdo de recursos humanos e infraestrutura adequada
destinados a pesquisa aplicada. Assim, com uma linha de pesquisa voltada a depreender o
mecanismo de funcionamento de enzimas, neste caso as PAPs, o laboratorio de Bioinorganica
e Cristalografia (LABINC) tornou-se referéncia no Brasil e no mundo pelo desenvolvimento de
complexos biomiméticos para o estudo de atuagao das PAPs, no que diz respeito a clivagem de
DNA e desenvolvimento de novos firmacos com potencial antitumoral (KARSTEN et al.,
2002)(PIOVEZAN et al., 2010)(DAUMANN et al., 2013)(CAMARGO et al., 2015).

No intuito de melhorar os modelos j& sintetizados pelo grupo de Neves e
colaboradores, o interesse especifico deste trabalho ¢ de ancorar novos grupos quimicos ao
ligante L1 (Figura 1) para simulag¢do da segunda esfera de coordenagdo, com o objetivo de
estudar de que maneira tais moléculas influenciam na atividade de hidrolise de ésteres de fosfato
e como tais modificagdes interagem com DNA. Este ¢ um dos campos mais promissores no que
diz respeito a mimetizacdo de enzimas, haja vista que fatores intramoleculares — como liga¢des
de hidrogénio, efeitos eletrostaticos e solvatacdo — atuam de forma sinérgica com o sitio ativo
de enzimas, proporcionando assim, alta eficiéncia catalitica e seletividade.

Efeitos de segunda esfera de coordenacgao sdo basicamente gerados a partir da presenga
de grupos carregados ou moléculas neutras que possam participar de ligagdes de hidrogénio ou
interacdes eletrostaticas com ligantes presentes na primeira esfera de coordenagdo de
metaloenzimas. Estes efeitos sdo de vital importancia dentro da catéalise, de modo que
aminoacidos residuais, que nao estao diretamente coordenados a ions metéalicos, conduzem a
estabilizacdo do estado de transicdo, baixando a energia de ativacio (AG*) e aumentando a
velocidade de reagao do sistema (ZHAO et al., 2013).

Nesta esteira, a estratégia aqui empregada consistiu em utilizar como referéncia os

complexos de Fe''Zn"' e Fe'Cu"' formados pelo ligante L, (Figura 1), (PIOVEZAN et al., 2010)
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visando testar a influéncia de grupos naftaleno na eficiéncia na clivagem das ligacdes diéster

de fosfato do substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP).

Figura 1 - Ligante L.
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Fonte: o autor

Em razdo da reatividade do grupo aldeido presente no fenol terminal do ligante L
(Figura 1), um grupo naftaleno intercalado por uma metil-amina, etano-1,2-diamina e propano-
1,3-diamina foram ancoradas no ligante L; (Figura 2), com o objetivo de estudar a influéncia
da distancia do grupo naftaleno ao centro binuclear do complexo e das ligagdes nao covalentes
proporcionadas pelos seus anéis aromaticos € aminas, na clivagem do DNA plasmidial e das

ligagdes covalentes do substrato modelo 2,4-BDNPP.



Figura 2 - Ligantes sintetizados neste trabalho: (A) Li-NAF, (B) Li-Et-NAF e (C) L,-Pro-NAF.

Fonte: o autor
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA E ESTADO DA ARTE

O presente capitulo traz um pequeno historico sobre desenvolvimento das
metaloenzimas com énfase nas PAPs juntamente com os recentes avangos no que tange ao
efeito de segunda esfera de coordenacdo. Desse modo, uma revisdo bibliografica forneceréa os
alicerces que sustentam o estado da arte em que PAPs e o efeito de segunda esfera de
coordenagao estao inseridos no atual momento da ciéncia, justificando a iniciativa de realizar o

presente trabalho.

2.1 METALOENZIMAS

Na atualidade, ¢ impossivel dissociar a biologia da quimica inorganica quando
estudamos processos enzimaticos como, por exemplo, reacdes de hidrolise e reagdes de
transferéncias de elétrons. Em ambas, a presenca de metais ¢ indispensavel a formacao dos
produtos dentro de um espago de tempo adequado. Assim, a Quimica Bioinorganica tem o
proposito de compreender a interagdo entre os processos biologicos e os metais (BEINERT,
2005).

O estudo de enzimas, mais especificamente das metaloenzimas, ¢ um bom exemplo
desta conexdo entre biologia e quimica inorganica. Estas biomoléculas sdo caracterizadas por
serem formadas por cadeias de aminoacidos, unidos por ligacdes peptidicas organizadas de
forma a criar um arranjo tridimensional que permite compor o sitio ativo da enzima, este
podendo ser formado por um ou mais ions metalicos. O estado da arte de uma enzima reside no
seu poder de catalisar reagdes quimicas, com velocidades incrivelmente altas,
concomitantemente a elevada seletividade. Esta propriedade justifica o imenso interesse no
estudo do mecanismo de funcionamento destas metaloenzimas pela comunidade cientifica

(LEWIS, 2013), (VALDEZ et al., 2014).

“Ha duas condigdes fundamentais para a vida. A primeira, € que
a entidade viva tem que ser capaz de se autorreplicar; a segunda,
o organismo deve ser capaz de catalisar reagdes quimicas
eficientemente e seletivamente” (NELSON, 2004).

Um catalisador tem a propriedade de promover um novo caminho para a reagao

quimica, proporcionando uma energia livre de ativagio (AG') inferior ao da reagio ndo
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catalisada (Figura 3). Com isso, a velocidade da reacdo € elevada, mas a constante de equilibrio
permanece inalterada. Exatamente esse o papel que enzimas desempenham nos mais diversos

organismos vivos.

Figura 3 - Diagrama de energia de uma reacao quimica.
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Fonte: o autor

Assim, um exemplo de catalisadores naturais sdo as metaloenzimas fosfatases acidas
purpuras (PAPs) que sdo compostas de um centro heterobinuclear de Fe(II[)M(II) (M = Fe, Zn
Mn) (Figura 4), e sdo capazes de hidrolisar anidridos e ésteres de fosfato na faixa de pH de 4 a
7. Pertencentes a familia das metalohidrolases e dotadas de uma bela cor parpura, como
resultado de uma transicao de transferéncia de carga de um 4tomo de oxigénio, presente no
residuo de aminoacido tirosina, para o ion de Fe(III) localizado no sitio ativo (Oty—Fe(III), A
=515-560 nm), este grupo de enzimas estd presente em mamiferos, plantas e ainda, em fungos.
Assim, em mamiferos as PAPs possuem um sitio ativo constituido basicamente por um centro
binuclear de Fe(IIl)-Fe(Il) e estdao associadas a fungdes como reabsor¢do Ossea, geracdo de
espécies ativas de oxigénio como resposta imunitaria e transporte de ferro (MITIC et al., 2014).
As PAPs sdo bifuncionais, ou seja, catalisam tanto reagdes hidroliticas como peroxidacdes.
Diferentemente dos mamiferos, em plantas a maioria das PAPs possuem um sitio ativo formado
por Fe(Ill)-Zn(Il) ou Fe(Ill)-Mn(II) e desempenham a fun¢do de obtencdo de fosfato
inorganico, sendo este essencial para a biossintese de uma variedade de moléculas

(LINDQVIST et al., 1999) (SCHENK et al., 2008) (MCGEARY; SCHENK; GUDDAT, 2014).



33

Embora as PAPs sejam estudadas hé bastante tempo, o mecanismo destas fun¢des ainda nao
esta totalmente esclarecido.

Na década de 90, um salto importante foi dado com a utiliza¢ao da analise de raios X
no estudo da estrutura das PAPs. A primeira estrutura resolvida por difragdo de raios X foi a
enzima do feijao vermelho (kbPAP) por Striter (1995) e Klabunde (1996). A estrutura obtida
mostra um centro binuclear de Fe''Zn'"" ligados em ponte por meio do carboxilato do grupo
Asp-164 (Figura 4). O ion Fe(Ill) estd coordenado pela tirosina (Tyr-167), pelo atomo de
nitrogénio da His-325 e monodentadamente pelo grupo carboxilato do Asp-135. O ion Zn(II)
esta coordenado pelo atomo de nitrogénio da His-286, pelo atomo de nitrogénio da His-323 e
pelo atomo de oxigénio da amida do Asn-201. Para completar a esfera de coordenagdo dos ions
metalicos, um ion hidréxido esta ligado ao Fe(Ill), uma ponte hidroxida entre os dois ions e
uma molécula de agua esta coordenada ao Zn(II). Alguns anos depois, novas estruturas das
PAPs foram obtidas a partir de ratos, porcos e batata doce (SCHENK et al., 2005), (FUNHOFF
et al., 2005), (SCHENK et al., 2001).

Figura 4 - Representagdo do sitio ativo de uma PAP do feijao vermelho.

Asp135
H|5323 H

HN

—N : N His286
OH OH2
Asn201
Tyr167 H NH,

Aspiea O
\

H
N
N~ His2e6 His202

Fonte: Miti¢ et al. (2006)

A partir da estrutura cristalina da kbPAP, Klabunde e colaboradores elaboraram de
forma elegante o modelo de mecanismo de atuagdo da enzima, sendo este aceito até os dias de
hoje. Conforme os autores, 0 mecanismo proposto tem a participacdao do centro binuclear e ¢
do tipo Sn2, (Figura 5) (KLABUNDE et al., 1996).

A participacao do metal trivalente, no caso o Fe(Ill), € crucial para o efeito catalitico.
A ativacdo de uma molécula de agua coordenada ao ion férrico gera um ion hidroxido

nucleofilico que ataca o dtomo de fosforo do substrato. O papel desempenhado pelo metal
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bivalente, neste caso Zn(II), estd em orientar o substrato para que ocorra o ataque nucleofilico.
Até os dias de hoje, admite-se que todas as PAPs empregam variagdes deste mecanismo para
hidroélise de monoésteres de fosfato (SCHENK et al., 2013) (MOLINA et al., 2015).

A estrutura de raios X também ¢ de grande valor para o desenvolvimento de complexos
modelos com o objetivo de mimetizar o sitio ativo das PAPs, pois ela fornece um molde para a
construgdo de novos ligantes bioinspirados. Uma vez que o trabalho de purificagdo e separagao
de enzimas ¢ bastante oneroso, tanto financeira como experimentalmente, o design de modelos
biomiméticos se torna uma o6tima alternativa para obten¢ao de dados estruturais, propriedades
espectroscopicas e possibilita, por consequéncia, uma melhor compreensdo do mecanismo

catalitico das PAPs.

Figura 5 - Modelo de mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para hidrélise de éster de

fosfato pela agdo das PAPs.
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Assim, nas ultimas décadas, diversos modelos biomiméticos de PAPs foram
sintetizados (GAVRILOVA; BOSNICH, 2004), (NEVES et al., 2007) e (BOSCH et al., 2015).
O desenvolvimento de ligantes assimétricos, embora apresentem uma rota sintética laboriosa,
fornecem um ambiente de coordenagao satisfatorio quando o objetivo ¢ a mimetizagdo de uma

enzima com sitio ativo binuclear de valéncia mista, nesse caso as PAPs (JARENMARK et al.,
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2011). Ao fornecerem dois ambientes de coordenagdo como resultado da presenca de atomos
doadores duros e macios — definicdo de Pearson, ¢ viabilizado a formagao de complexos
heterobinucleares estaveis. Com este raciocinio, Neves e colaboradores em 2007 reportaram o
primeiro complexo heterobinuclear de valéncia mista com a unidade estrutural [Fe(III)(u-
OH)Zn(I1)] com bons resultados quando comparados a enzima em relacdo a propriedades
estruturais e eletronicas. A estrutura cristalografica do complexo revela que a ligacdo entre o
ion Fe(IIl) e uma molécula de d4gua encontra-se em uma posi¢ao equivalente ao obtido para o
rkbPAP. O modelo apresentou bons resultados com relagdo a propriedades estruturais e
eletronicas quando comparado a enzima (NEVES et al., 2007).

Os modelos biomiméticos com a caracteristica de simular a primeira esfera de
coordenagdo de enzimas encontram-se¢ atualmente bem estabelecidos com excelente
reprodutibilidade de caracteristicas eletronicas e estruturais das correspondentes enzimas.
Entretanto, a atividade catalitica de uma enzima ¢ ainda muito superior quando comparada a
atividade dos complexos biomiméticos sintetizados (KAPHAN et al., 2015).

Tendo em vista estes desafios, o desenvolvimento de modelos biomiméticos reside
agora na simulacao dos efeitos de segunda esfera de coordenacdo. Com o objetivo de alcangar

resultados mais satisfatorios.

2.2 EFEITO SEGUNDA ESFERA DE COORDENACAO

“Existe uma coisa que uma longa existéncia me ensinou: toda a
nossa ciéncia, comparada a realidade, ¢ primitiva e inocente; e,
portanto, € o que temos de mais valioso.” (Albert Einstein)

A compreensao de processos cataliticos enzimaticos vai muito além do estudo do sitio
ativo de metaloenzimas. Ou seja, € preciso estudar de forma conjunta o cofator (sitio ativo) com
0 ambiente a sua volta. Assim, um campo promissor relativamente novo dentro do estudo de
catalise enzimatica ¢ o entendimento dos efeitos de segunda esfera de coordenacdo (PORDEA,
2015). Estes efeitos correspondem a interagdes entre o centro metalico e seus ligantes primarios
(primeira esfera de coordenagdao) com grupos residuais de aminoacidos que ndo fazem parte
intimamente do ambiente de coordenagao do metal (LEHNERT, 2012). Estes aminoacidos se
inter-relacionam com o sitio ativo por meio de ligagdes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas,

efeito, forcas de van der Waals ou mesmo proporcionando uma cavidade hidrofébica para a
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reacdo catalitica. Assim, esta sinergia entre as duas esferas de coordenagdo proporciona a
redugdo de AG* e como consequéncia, o aumento da velocidade da reagdo (ZHAO et al., 2013).

Os efeitos de segunda esfera de coordenacdo podem atuar de varias formas, a saber:
agindo de forma a estabilizar o estado de transi¢do e intermediarios, proporcionar uma melhor
afinidade e reconhecimento entre enzima-substrato, auxiliar na transferéncia de prétons além
de estabilizar o grupo de saida. Como exemplo, podemos citar a histidina distal (HisE7) que
estabiliza, por meio de ligagdes de hidrogénio, o dioxigénio ligado ao centro metalico de
hemoglobina/mioglobina no complexo Hb/Mb-O> (Figura 6) (NELSON; COX, 2004). A
carboxipeptidase, enzima que catalisa ligagdes peptidicas, ¢ outro bom exemplo de como o
efeito de segunda esfera atua. A tirosina (Tyr248) proporciona especificidade via interagdes
hidrofobicas enquanto que a Arginina (Argl45) fixa o substrato em uma posicdo favoravel a
reagdo através de ligagdes de hidrogénio. Concomitantemente, o residuo de glutamato (Glu270)
age como um aceptor de protons, ajudando na retirada de um proton da dgua coordenada ao ion

Zn(1II) facilitando assim o ataque nucleofilico sobre a carbonila (Figura 7) (LEHNERT, 2012).

Figura 6 - Ilustragdo mostrando a interagdo por ligagdo de hidrogénio entre uma a histidina distal (His

E7) e amolécula de dioxigénio no grupo HEME, presente na hemoglobina.
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Fonte: Nelson e Cox (2004).

A estabilidade das ligagdes fosfodiéster no DNA sdo de tal estabilidade que a constante
de velocidade de hidrolise para o processo nao ¢ conhecida (DOMINGOS et al., 2003)
Entretanto, a enzima Staphylococcal nuclease acelera a velocidade de hidrolise do DNA em
10'® vezes. Pela correlagio entre a estrutura e propriedades conhecidas da enzima, o mecanismo

de agdo proposto envolve trés residuos: Arg35, Glu43 e Arg87. O carboxilato do grupo Glu43
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atua abstraindo um proéton de uma agua coordenada ao ion Ca(Il) (Figura 7) que atua como um
nucledfilo, atacando o atomo de fosforo. O grupo Arg35, age por intermédio de ligagdes de
hidrogénio, de forma a favorecer a entrada do substrato no sitio ativo contribuindo para uma
melhor afinidade entre enzima substrato. Finalizando o mecanismo, a Arg87 estabiliza o estado
de transi¢do e auxilia na liberacdo do grupo de saida. (COTTON; HAZEN, EDWARD E,;
LEGG, 1979)

Desta forma, fica evidente o interesse dentro da quimica Bioinorganica de desenvolver
complexos biomiméticos que conservem na sua estrutura, grupos com o objetivo de simular
efeitos de segunda esfera de coordenag@o: com o propoésito de elevar a seletividade e o poder

catalitico dos modelos bioinspirados.

Figura 7 - Ilustragdo dos efeitos de segunda esfera de coordenacdo sobre o cofator e substrato da

enzima carboxipeptidase (A) e da Staphylococcal nuclease (B).
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Entretanto, até os dias atuais, ha poucos exemplos de modelos que integram tais efeitos
na literatura. Em complexos metélicos, o efeito de segunda esfera pode ser obtido através da
incorpora¢do de determinados grupos quimicos na estrutura do complexo. O grupo amino ¢
versatil, pois pode ser protonado, e assim, exercer efeitos eletrostaticos e interagir por ligacdes
de hidrogénio (COMBA et al., 2012). Assim, Krdmer e coautores sintetizaram um complexo
macrociclico binuclear de ferro contendo 1,8-Dimetil-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano com o

objetivo de acelerar a hidrolise do 2,4-dinitrofenilfosfato (DNPP). O grupo amino protonado
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auxilia na orientacdo do substrato a coordenar em um dos ions ferro. Uma espécie hidroxo
coordenada ao ion ferro adjacente faz o ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo (ZHAO

etal., 2013) (Figura 8).

Figura 8 - Ilustragdo do efeito da segunda esfera de coordenagdo no mecanismo da hidrolise de éster

fosfato.
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Fonte: Zhao et al. (2013)

Do mesmo modo, como aminas sdo empregadas para efeitos de segunda esfera, a
utilizacdo de guanidinas propicia a estabilizacdo de anions devido a sua carga positiva (TJIOE
et al., 2012). O grupo guanidineo presente no residuo de aminoacido arginina, por exemplo,
desempenha um papel chave na estabilizagdo do estado de transi¢do na reacdo de hidrolise do
monoéster de fosfato promovido pela enzima fosfatase alcalina, por intermédio de sua carga
positiva (TJIOE et al., 2016). Acidos carboxilicos que atuam como um aceptor de protons,
ajudam a deslindar o funcionamento de residuos de aminoacidos em enzimas (SHENG et al.,
2007). Elaborados compostos contendo moléculas supramoleculares como ciclodextrinas,
calix[n]arenos (Figura 9) tem proporcionado bons modelos para estudos de segunda esfera,

sendo que, este tipo de modificagado € util para orientacao do substrato (ZHAO et al., 2015).
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Figura 9 - Proposta de mecanismo de hidrolise de fosforo diéster catalisada por complexos de Zn(II)
funcionalizados com CDs. A ciclodextrina ajuda posicionar o substrato para facilitar o ataque

nucleofilico.

Fonte: Zhao et al. (2015)

Outra estratégia para mimetiza¢do de enzimas inclui a funcionalizagcdo de polimeros
com um determinado catalisador. A possibilidade de insercdao de diferentes grupos laterais na
sua estrutura proporciona uma caracteristica inica, que € a criacao de microambientes em torno
do sitio ativo, assim, compondo uma série de efeitos de segunda esfera de coordenagdo que
ocorre em enzimas, permitindo um estudo mais aprofundado com relag@o ao efeito da cadeia
proteica na catalise (YIN et al., 2012).

Desta forma, Souza e coautores utilizando a polietilenoimina (PEI) funcionalizada
com complexo binuclear de Fe(III)/Cu(Il) (1) (Figura 10) obtiveram resultados demostrando

este ser mais eficiente (kca/Km) quando comparado ao complexo Fe(IIl)/Cu(Il) na hidrélise do

2,4-BDNPP (Tabela 1).
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Figura 10 - Proposta de estrutura para o sistema 1-PEI e sua ligagdo ao diéster de fosfato.

Fonte: Souza et al. (2013)

Tabela 1 - Comparacao da eficiéncia catalitica entre os sistemas 1-PEI e o complexo Fe(III)/Cu(Il).

Catalisador keat Km keat/ Km
Fe(1I)/Cu(1l) 6,77 +0,03h! 3.08+0,03mM 2,19mol L!'s™!
1-PEI 1,14+£0,09h" 0,40+£0,13mM 2.85molL's
Fonte: Souza et al. (2013).

E importante ressaltar que, o nimero de turnover, ou seja, o numero de moléculas de
substrato convertidas em produto foi maior para sistema 1-PEI com relacdo ao complexo
Fe(IIT)/Cu(Il). (SOUZA et al., 2013) Sendo este um resultado proeminente haja vista que, o
turnover ¢ um grande desafio a ser auferido (HOOLEY, 2016).

2.3 NUCLEASES SINTETICAS: MIMETIZANDO ENZIMAS

Em que pesem as sucessivas inovacdes e descobertas no campo da bioquimica, ndo ha
na atualidade molécula que fascine geragdes de pesquisadores como o DNA (acido
desoxirribonucleico). Desde a publicagdo de sua estrutura em 1953 por James Watson e Francis
Crick esta molécula ainda é objeto de constantes estudos e descobertas, como pode ser
observado pelo periddico crescimento no nimero de publicagdes em artigos cientificos a cada
ano no sitio Science Direct (WATSON, J. D.; CRICK, 1953).

Uma das razdes de estudo de hidrolases ¢ o seu papel, dentre outros, de atuar na
hidrolise de liga¢des de acidos nucleicos (DNA e RNA), ganhando o nome de nucleases. Desta

maneira, o desenvolvimento e aperfeigoamento de nucleases sintéticas ¢ crucial ndo s6 para o
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desenvolvimento tedrico a respeito do modo de atuacdo destas enzimas naturais, como também
para o desenvolvimento de diversos campos nas areas da biologia e medicina, como por
exemplo, desenvolvimento de fArmacos, planejamento de materiais funcionais ¢ ferramentas
genéticas moleculares (YU et al., 2016), (MISHRA et al., 2014).

Assim, uma das linhas de pesquisa referentes ao DNA ¢ encarregada de estudar a
interacdo e clivagem deste biopolimero por pequenas moléculas, como complexos metalicos.
O grupo de pesquisa de Neves e colaboradores tem desenvolvido uma série de complexos com
o proposito de clivar ligacdes fosfato do DNA, adquirindo experiéncia sélida nesta area do
conhecimento (REY et al., 2007), (MUXEL et al., 2014), (XAVIER; NEVES, 2016).

Sdo conhecidos dois mecanismos de clivagem do DNA: o primeiro ocorre via
clivagem oxidativa, que envolve espécies reativas de oxigénio além de requerer agentes
externos como luz e espécies oxidativas/redutivas para iniciar o processo de clivagem, sendo
que este mecanismo provoca danos irreversiveis ao DNA. O segundo mecanismo ¢ a clivagem
hidrolitica e requer a ativa¢do do nucle6filo (OH™) em uma posi¢do proxima ao éster de fosfato.
A vantagem deste processo recai sobre fato de que os produtos podem ser regenerados pela
atuacdo de enzimas. (MASSOUD et al., 2016).

Interacdes com o DNA podem ser realizadas via ligacdo covalente (Figura 11), como
no caso do complexo cisplatina ((cis-[PtCl2(NH3)2]) que ao perder os dois cloretos, adquire a
capacidade de formar ligagdes covalentes com o DNA (HOARAU et al, 2015). Via

intercalacdo, entre moléculas planares poliaromaticas e bases nitrogenadas (Figura 11).
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Figura 11 - Estratégias para ancorar moléculas na estrutura do DNA. Via intera¢do ndo covalente (a),

por meio de ligagdes covalentes (b) e através do uso de um intercalador (c).
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Fonte: Hoarau et al. (2015)

Seguindo este raciocinio, Chen e colaboradores, elaboraram um complexo binuclear
de Fe(Ill) com dois grupos acridina (Figura 12). O estudo realizado demonstrou, de forma
surpreendente, o aumento em 300 vezes da eficacia da clivagem hidrolitica do DNA plasmidial
quando comparado ao complexo sem os dois grupos acridina (CHEN et al., 2009). Por ultimo,
interacdes na regido do sulco menor do DNA podem ser realizadas via interagdes eletrostaticas
e através de ligagdes de hidrogénio (Figura 12) (KEENE; SMITH; COLLINS, 2009)
(SLETTEN, 2016).

Figura 12 - Complexos sintetizados pelo grupo de Chen e colaboradores (2009). A direita o complexo

com dois grupos acridina.
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A vista disso, é esperado que a inser¢do do grupo aminoguanidina (pKa ~ 13) no
ligante L; viabilize interagdes de predominancia eletrostatica, uma vez que o DNA ¢ um
polianion (CHEN et al., 2016). Em contrapartida, com a glucosamina/quitosana ¢ esperado que
ocorra interagdes por intermédio de ligagdes de hidrogénio, dado que as bases nitrogenadas
presentes no DNA (adenina, citosina, timina e guanina) possuem atomos adequados para este
tipo de interacdo. Como resultado, € expectavel uma constante de associagao (Kass) maior (YU

etal., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivos gerais: preparar e caracterizar novos ligantes e seus
respectivos complexos binucleares de Fe'Cu!' e Fe''Zn', com a propriedade de atuar como

modelos funcionais na clivagem de DNA e ésteres de fosfato.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintetizar, purificar e caracterizar (CHN, 'H NMR e IR) os ligantes L;, Li-NAF
e Li-Et-NAF;

*  Sintetizar e caracterizar os complexos de Fe''Zn!" derivados dos novo ligantes
por analise elementar, técnicas espectroscopicas (IV e UV-Vis), espectrometria de massas e
potenciometria;

. Avaliar a atividade catalitica dos novos complexos na hidrdlise do substrato
bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP), buscando compreender em que medida as modificagdes
aqui inseridas influenciam na catalise;

. Estudar os efeitos dos complexos metalicos na presenga do DNA plasmidial com
0 objetivo de compreender em que medida as modificacdes aqui propostas interferem no

mecanismo de hidroélise;
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4.  MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTACAO

4.1  MATERIAIS

4.1.1 Reagentes e solu¢des

Os seguintes reagentes, materiais, gases € solventes, empregados nas sinteses e
analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificagdo prévia: hidréxido
de s6dio, acido cloridrico 37 %, sulfato de sddio anidro, hidroxido de potéssio, trietilamina, 1,6-
hexanodiamina, bicarbonato de sddio, carbonato de s6dio, boro-hidreto de sddio, hidroxido de
litio, brometo de potassio grau espectroscopico, cloreto de potéssio, tampdes biologicos MES,
HEPES, CHES, perclorato de litio, perclorato de ferro (III), perclorato de zinco (II) hexa-
hidratado, perclorato de cobre (II), hexacianoferrato(III) de potassio, perclorato de litio, argdnio
5.0, hidrogénio, nitrogénio 2.0, cloroférmio deuterado, dgua deuterada, cloroféormio PA,
acetonitrila PA, diclorometano PA, isopropanol PA, metanol PA, tetra-hidrofurano PA, etanol
absoluto, éter etilico PA, acetona PA, acetonitrila grau espectroscopico. Foram purificados
antes de utilizados os seguintes reagentes: 2-piridilcarboxialdeido (destilado a pressao
reduzida), 2-(aminometil)piridina (destilada a pressdo reduzida), piridina (destilada), 2.4-
dinitrofenol (recristalizado em cloroférmio), quitosana com 90% de grau de desacetilagdo e
glutaraldeido PA. O composto bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) foi sintetizado,
purificado e caracterizado de acordo com procedimento descrito na literatura (BUNTON;

FARBER, 1969).
42  METODOS E INSTRUMENTACAO
4.2.1 Analise Elementar (CHNSO)
As analises dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre foram realizadas
em um analisador elementar Perkin-Elmer 2400 com detectores para C, H, N, S e O para

determinagdo da formula molecular dos compostos sintetizados, disponibilizado na Central de

Andlises do Departamento de Quimica.
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4.2.2 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio '"H NMR

Os espectros de 'H NMR dos ligantes foram obtidos em um espectrofotometro Bruker
FT-NMR 200 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica. Os deslocamentos
quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como referéncia interna

tetrametilsilano (TMS, 6= 0,00 ppm) e cloroférmio deuterado como solvente.

4.2.3 Espectroscopia no infravermelho — IR

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro Perkin Elmer
FTIR-2000, na regido de 4000 a 400 cm™!. As amostras foram preparadas por dispersio em KBr
de grau espectroscopico e prensadas (~8 toneladas), formando pastilhas com cerca de 1 cm de
diametro e 0,5 mm de espessura. Em seguida, estas pastilhas foram introduzidas diretamente
no caminho Optico do equipamento para leitura do percentual de transmitincia (%T). Como
branco foi utilizado uma pastilha de KBr. As andlises foram realizadas no Laboratério de

Bioinorganica e Cristalografia.

4.2.4 Espectroscopia eletronica UV-Vis

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho préximo
foram obtidos em um espectrofotometro Varian Cary 50 Bio, no Laboratorio de Bioinorganica
e Cristalografia. As andlises foram realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscopicos

e cubetas de quartzo com 1 cm de caminho oOptico.

4.2.5 Estudos de reatividade

As atividades cataliticas dos complexos foram avaliadas por meio da reacdo de
hidrdlise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4- BDNPP) (Figura 13) , o qual foi
sintetizado de acordo com o método descrito por Bunton e Farber (1969). Para o estudo, foi
utilizado um espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho
termostatizado, para acompanhar a variagdo de absorvancia ocorrida em 400 nm
(pH/e L.molt.cm™ = 3,5/2125; 4,0/3408; 4,5/7182; 5,0/10078; 5,5/11405; 6,0/12004; 6,5-
10,0/12100) (PERALTA etal., 2010) relacionada a liberag¢ao do anion 2,4-dinitrofenolato como
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produto da reagdo de hidrélise. As reagdes foram monitoradas até 5% de conversao de substrato
a produto e os dados foram tratados pelo método das velocidades iniciais. Estas foram obtidas
através da inclinagdo do grafico de absorvancia versus tempo apés 10 minutos de reagao.

O grafico das velocidades iniciais (v,) em funcdo do pH permitiu a obtencao dos
valores de pKa para as espécies em equilibrio e pH 6timo (valor de pH onde a atividade
catalitica ¢ maxima). A determinagdo das velocidades iniciais em funcao da concentragdo do
substrato foi realizada sob as mesmas condigdes descritas para o estudo da influéncia do pH,

no pH 6timo, resultando em cinéticas de saturagdo com comportamento de Michaelis-Menten.

Figura 13 - Hidrolise do um substrato modelo (2,4-BDNPP) intermediado cataliticamente por um

complexo binuclear levando a formagao do croméforo 2,4-dinitrofenolato e outros produtos de reagao.

O,N NO, O,N oe NO,
[o) o o
- i
_
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Fonte: Bunton e Farber (1969)

A corregao da hidrdlise espontanea do substrato foi obtida através da diferenca direta,
ou seja, experimentos em condi¢des idénticas exceto pela auséncia do complexo foram
acompanhados em paralelo, e a constante da rea¢do ndo catalisada foi descontada da constante
total da reacdo. O tratamento dos dados foi realizado através de uma regressdo nao linear
utilizando o programa Origin 8.0. Assim, permitiu a obtencdo direta da velocidade maxima
(Vmax) € da constante de Michaelis-Menten (Kwm). Por meio de simples calculos chegou-se nos
valores da constante catalitica (kcat = Viax / [C]c), além do fator catalitico, pré definido somente
para a reacao de hidrélise, definido pela razao entre a constante catalitica e a constante da reagao
nao catalisada (f' = kcat / knao catalisada), €ficiéncia catalitica (E = kcat / Km) € constante de associagao
(Kass = 1 /Kwm).

Os estudos em funcdo do pH para a atividade de hidrdlise, os quais visam a obten¢ao
do pH 6timo de atividade frente a hidrolise do substrato 2,4-BDNPP e o pKa cinético para cada
complexo, foram realizados em uma faixa de pH entre 4,0 e 10,00 a 25 °C para os complexos
binucleares. Utilizaram-se cubetas de vidro optico com capacidade para 4000 pL e caminho
optico de 1 cm, seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 1500 pL de solugdo

aquosa (0,1 mol L") do tampdo (MES, pH 3,50, a 6,50; HEPES, pH 7,00 a 8,50; CHES, pH
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9,00 a 10,00) com forga idnica mantida constante (/ = 0,1 mol L™, LiClO4), 200 puL de uma
solugdo em acetonitrila do complexo ([Clfinal = 4x10”° mol L), e 500 pL de acetonitrila. A
reacao foi iniciada com a adi¢ao de 800 puL de uma solugao em acetonitrila do substrato ([S]final
=5x10" mol L).

Os experimentos cinéticos sob condi¢des de excesso de substrato foram realizados
como descrito a seguir: 1,5 ml de solugdo aquosa de tampao ([T]finat = 5x102 mol L), 200 uL
de uma solugdio, em acetonitrila, de complexo ([C]sina = 4x107 mol L) e acetonitrila foram
adicionados em cubetas de quartzo ou vidro, com 1 cm de caminho 6ptico. A reagao foi iniciada
com a adicdo de volumes variando de 160 a pL. a 1280 pL de solugdo, em acetonitrila, do
substrato 2,4-BDNPP ([S]fina = 1x107 - 8x10~ mol L!). Em todos os experimentos realizados
para a reacao de hidrdlise, o volume final da mistura reacional na cubeta foi de 3,0 ml.
Correcdes da hidrolise espontanea do substrato 2,4-BDNPP foram realizadas sob condi¢des
idénticas, sem a adi¢cdo do complexo. As velocidades iniciais foram obtidas da inclinagdo da
curva da absorvancia versus tempo nos primeiros 15 minutos de reagao.

A determinagdo do niumero de moléculas de substrato hidrolisadas por molécula de
complexo foi realizada para os complexos pelo acompanhamento espectrofotométrico em 445
nm (g = 3600 L mol! cm™ ) na condico de 50 vezes de excesso do substrato ([S]final = 2x1073
mol L) em relagio ao complexo ([Clana = 4x10° mol L7). Realizou-se também o
acompanhamento da reacdo estequiométrica em 400 nm entre os complexos ([Clfinal = 4x107

mol L) e o substrato ([S]finai = 4x10° mol L).

4.2.6 Estudos de interacio dos complexos com DNA

Em colaboracdo com o Centro de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME), sob
diregdo do Prof. Dr. Hernan Terenzi, a habilidade dos complexos em clivar o DNA foi
examinada acompanhando a conversdo do DNA plasmidial superenovelado (F1) para o DNA
circular (F2) e/ou DNA linear (F3), em meio tamponado. O tempo padrdo da reacdo sera
estudado de acordo com a atividade a 37 ou 50 °C. Para finalizar as reagdes de clivagem, serdo
adicionados as misturas reacionais de tampdo de corrida 5X concentrado (EDTA 0,25 mol L"!
glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01% - pH 8,0) para evitar reagdes competitivas entre o
EDTA, os ions metélicos € o DNA. Em seguida, as amostras foram armazenadas a 4 °C até

serem submetidas a eletroforese em gel de agarose (1%) para separacao dos produtos clivados.
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4.2.7 Titulacao Potenciométrica

As titulagdes potenciométricas foram realizadas com um titulador automatico
Metrohm 848 Titrino Plus acoplado a um eletrodo combinado Ag/AgCl, calibrado na célula de
titulagdo, com solugdes diluidas de HCI para a leitura direta do pH (pH = -log H"). As medidas
foram obtidas a partir de solugdes de 30 ml contento 0,03 mmol dos complexos para
determinagdo das constantes protonacao (pKas). Os experimentos foram preparados em uma
célula de 60 ml de capacidade, refrigerada (T = 25°C) mecanicamente por um banho de
circulagdo termostatizado (Microquimica Ind. Com. Ltda). As solu¢des experimentais dos
complexos foram tituladas com aliquotas de solu¢do de KOH aq) (0,100 mol L) isenta de CO:
previamente padronizada com biftalato de potassio. Todos os experimentos foram realizados
com a forca idnica constante (0,1 mol L KNOs), sob atmosfera inerte, através do fluxo
constante de argonio purificado e em triplicata. O pKy da solucdo de acetonitrila/agua (50/50
v/v) contendo 0,100 mol L™ de KNOs g utilizado para os calculos foi de 15,40 (HERRADOR;
GONZALEZ, 2002). Todas as analises foram realizadas no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia.

As constantes de protonacdo e formagao foram calculadas através do programa BEST7
(MARTELL; MOTEKAITIS, 1992) e os diagramas de distribui¢do de espécies presentes em
solucdo, em funcdo do pH, foram obtidos com o programa SPECIES (MOTEKAITIS, R. J.;
MARTELL, 1985). O programa BEST7 utiliza curvas de titulagdo para determinar as
constantes de estabilidade e/ou as constantes de protonagdo dos ligantes e complexos, bem
como a correta concentragdo do ligante utilizado. A entrada de dados para o programa consiste
em fornecer o nimero de mmol de cada componente, as constantes de equilibrio inicialmente
estimadas de todas as espécies que podem ser formadas a partir dos componentes da solugdo e
o perfil de pH determinado experimentalmente versus a composicdo da solucdo (HClq)
adicionado). O programa emprega equagdes de balanco de massa para todas as espécies
presentes a cada incremento de acido adicionado e resolve a concentragdo de cada espécie
presente. As espécies sugeridas sdo aquelas adquiridas ou observadas a partir de evidéncias
espectrofotométricas e que podem ser justificadas com base em principios estabelecidos na
quimica de coordenacdo em solugdo. Convencionalmente, este programa emprega constantes
globais de protonacdo e de formacao de complexos metalicos, designadas por 3. Nos céalculos,
deve-se sempre buscar a minimizacdo do desvio padrao (ajuste s) do sistema entre os valores

experimentais de pH encontrados na titulagdo e os calculados. O desvio padrao ¢ calculado
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como um fator de peso de modo a aumentar a sensibilidade dos calculos computacionais nas

regides de tamponamento do sistema, e diminuir a importancia das inflexdes.

43  SINTESES

4.3.1 Sintese dos ligantes

Na secdo a seguir sera apresentada a rota sintética de obtengdo dos percursores, ja
descritos na literatura, bem como a sintese dos ligantes finais que foram preparados neste
projeto.

Aqui, cabe ressaltar algumas caracteristicas semelhantes aos trés ligantes empregados
nesse trabalho: Os ligantes s3o compostos assimétricos, contendo um sitio “macio” e um sitio
“duro” o que permite a estes ligantes formarem complexos binucleares de valéncia mista
M(IIDM(IT). Ambos sdo sintetizados a partir do composto 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido
(cmff) (KARSTEN et al., 2002). Assim ¢ obtida uma ponte fenolato que une os dois ions
metalicos simultaneamente. Pontes fenolato sdao muito utilizadas para formar ligantes
binucleares, pois a posi¢ao orto do anion fenolato € suscetivel a incorporagdo de substituintes

(GAVRILOVA, 2004).

4.3.1.1 Sintese do bis(piridilmetil)amina - bpma

A sintese foi realizada conforme metodologia descrita por Neves et al. (1996). Em um
baldo de 250 ml contendo uma solugdo metanolica de 2-(aminometil)piridina (10,8 g,
100 mmol, 108,14 g mol™') em banho de gelo, foi adicionado gota a gota por meio de um funil
de adi¢do o 2-piridilcarboxialdeido (10,7 g, 100 mmol, 107,11 g mol™!). Apés a adigdo, retirou-
se o banho de gelo e a reacdo permaneceu sob agitacdo por 1 hora. A solu¢do foi entdo
transferida para um recipiente adequado e 1,0 g de paladio/carbono 5% foi adicionado
lentamente a essa solu¢do € a mesma foi mantida sob atmosfera de hidrogénio 40 psi e agitagao
por 15 horas. A mistura foi filtrada para separar o catalisador e o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida a 40 °C. O produto obtido apresentou-se como um o6leo amarelo com
rendimento de 85% (17,33 g, 87 mmol, 199,26 g mol™!). O espectro de '"H NMR ¢ apresentado

na Figura 14.
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IR (KBr) em cm™: v (N-H) 3305; v (C-Har € C-Haiif) 3060- 2830; v (C=N e C=C) 1595-1440; v
(C-N) 1148; 6 (C-Har) 758.

'H NMR(CDCls), 8ir (ppm): 8.55 (3H); 8.0-7,7 (3H); 7.6-6,75 (18H); 4.20 (2H); 3.96 (2H);
3.73-3.86 (12H); 2.15-2.25 (6H).

Figura 14 - Espectro de 'H NMR (200 MHz) em CDCl; do precursor bpma.
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Fonte: o autor

4.3.1.2 Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol — cmff

Em um baldo de trés bocas de 5,0 L, equipado com condensador e agitador mecanico,
adicionaram-se 3 L de cloroférmio e 173,71 g de p-cresol (1,6 mol, 108,14 g mol™!, 1,034 g mlI"
1. O baldo de trés bocas foi colocado em um banho com temperatura controlada entre 56 ¢ 60
°C e, sob agita¢io, adicionaram-se 480 g de NaOH (12 mol, 40 g mol!), previamente
dissolvidos em 300 ml de 4gua destilada, em pequenas por¢des durante as 3 primeiras horas de
reacdo (a adicdo do NaOH deve ser feita de forma lenta e cuidadosa, pois a reacdo ¢ muito
exotérmica). A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por mais uma hora e entao
deixou-se resfriar até¢ a temperatura ambiente. A seguir, adicionou-se cerca de 1,5 L de agua
destilada e, ainda sob agitacdo, iniciou-se a acidificagdo com HCI concentrado até pH = 2. A
fase organica foi entdo separada, lavada com &gua destilada, seca com Na>SO4 anidro e o
solvente evaporado a pressdo reduzida. O material restante (6leo escuro viscoso) foi destilado

a pressao reduzida com auxilio de uma coluna vigreaux de 40 cm (55 — 65 °C a 0,1 mmHg).
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Obteve-se 100,0 g (0,73 mol, 136,15 g.mol™!) de 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) como um
solido branco cristalino com rendimento de 46% em relagdo ao p-cresol. P.F.: 56 °C.

Em seguida, em um balao de 250 ml foram acondicionados 6,4 g de Hmb (47 mmol,
136,15 g.mol!), 7,5 mL de formaldeido 37% e 25 mL de 4cido cloridrico concentrado. Essa
mistura foi refluxada durante 30 minutos sob agitacdo magnética e na sequéncia transferida
para um béquer e resfriada at¢ 0 °C, formando um precipitado compacto, que foi triturado,
filtrado sob vacuo e recristalizado em diclorometano. O sélido obtido foi deixado secar em
dessecador com silica sob vacuo por 12 horas e estocado sob argdnio a temperatura inferior a -
10 °C. Obtiveram-se 5 g do produto 2-clorometil-4-metil-formil-fenol (cmff) (184,62 g mol™!)
com 70 % de rendimento. O espectro de 'H NMR do [cmff ¢ apresentado na Figura 15.

IR (KBr) em cm: v (C-Har € C-Haiif) 3028-2850; v (CHaa) 2746; v (C=0) 1663; v (C=C)1600-
1470; & (O-Hienot) 1372; v (C-Ofenot) 1256; 8 (C-Har) 703; v (C-CI) 612.

"HNMR (CDCls), &1 (ppm): 11,25 (1H); 9,86 (1H); 7,46 (1H); 7,35 (1H); 4,67 (2H); 2,35 (3H);
2,15-2,25 (6H).

Figura 15 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do c¢mff.

Fonte: o autor

4.3.1.3 Sintese do 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-formilfenol — bpmamff

A sintese foi realizada conforme a rota descrita por Karsten e colaboradores. Em um
baldo de 250 ml, foi adicionado cmff (5,6 g, 30 mmol, 184,62 g mol™!) dissolvido em

diclorometano (80 ml). Sob agitacdo e a 0 °C, foram adicionados lentamente, 80 ml de uma
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solu¢do de bpma (6,0 g, 30 mmol, 199,26 g mol!) em diclorometano. Apds completa adi¢io, o
banho de gelo foi removido e o sistema permaneceu sob agitagdo por 3 horas a temperatura
ambiente. A solucdo foi entdo transferida para um funil de separagao e foi lavada com uma
solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio. A fase orgénica foi separada e seca com
sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado sob vacuo a 40 °C e o oleo resultante foi
dissolvido em 40 ml de propan-2-ol a quente em um béquer. Apos algumas horas formou-se
um precipitado cristalino que foi filtrado em funil de placa porosa, lavado com éter gelado e
deixado secar. O produto foi obtido na forma de um so6lido amarelo com um rendimento de
81 % (8,41 g, 24,2 mmol, 347,42 g mol ™). O espectro de 'H NMR do bpmamff é mostrado na
Figura 16.

IR (KBr) em cm™: v (C-Har e C-Haiir) 3037-2849; v (C=0) 1680; v(C=N e C=C) 1595-1438; &
(O-Hfenot) 1379; v (C-Ofenot) 1275; v (C-N)1115; & (C-Har) 773.

"H NMR(CDCls), & (ppm): 10,43 (1H); 8,58 (2H); 7,65 (2H); 7,44 (3H); 7,21 (3H); 3,89 (3H);
3,80 (2H); 2,27 (3H).

Figura 16 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do bpmamff.

Fonte: o autor
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4.3.1.4 Sintese do 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-piridilmetil)
aminometil[fenol - Hpy3

Em um baldo de 250 ml dissolveram-se 3,07 g (8,8 mmol, 347,42 g mol™') em 80 ml
de CH30H/THF 50% v/v. A esta solu¢do adicionou-se 2-(aminometil)piridina (0,97g, 9,0
mmol, 108,14 g mol™). A solucio permaneceu sob agitagdo por 1 hora. Apds esse periodo
iniciou-se a reducdo da imina a partir da adi¢ao lenta de NaBH4 (0,38 g, 10 mmol). Ao final da
adi¢do a solucdo apresentava uma coloragdo amarela palida. A mistura reacional permaneceu
sob agitagdo por mais 1 hora e entdo o solvente foi evaporado a pressdo reduzida a 40°C. O
6leo resultante foi dissolvido em 50 ml de diclorometano. A fase organica foi lavada com a
mesma solug¢dao aquosa (6x50 ml) em um funil de separagdo, foi entdo separada, seca com
sulfato de sddio anidro e o solvente foi retirado a vacuo. O 6leo resultante foi deixado a pressao
reduzida por 6 horas. Rendimento 95 % (3,6 g, 8,4 mmol, 439,56 g mol™!). O espectro de 'H
NMR do Hpy3 ¢ apresentado na Figura 17.

IR (KBr) em cm™': v (C-Har e C-Hair) 3061-2825; v (C=N e C=C)1595-1434; § (O-Hfenol)
1362; v (C-Ofenot) 1234; v (C-N) 1151; 6 (C-Har) 761.

'H NMR (CDCls), 84 (ppm): 8,53 (2H); 7,60 (2H); 7,36 (3H); 7,16 (3H); 6,94 (1H); 6,88 1H);
3,94 (4H); 3,86 (4H); 3,73 (2H); 2,22 (3H).

Figura 17 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do Hpy?3.

Fonte: o autor
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4.3.1.5 Sintese do 2-[N-bis-(2- piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil) (2-piridilmetil)aminometilfenol — L;

O ligante L; foi sintetizado conforme o procedimento descrito por Piovezan e
colaboradores (PIOVEZAN et al., 2010).

Em um baldo de 250 ml, contendo 1,22 g de cmff em 20 ml de diclorometano foi
adicionado lentamente uma solucdo contendo 2,9 g de Hpy3 e trietilamina solubilizados em
diclorometano. Apds a adicdo, a solucdo resultante foi deixada em refluxo por 5-6 dias. A
solugdo foi extraida com NH4Cl 10% (5 x 25 ml). A camada aquosa foi alcalinizada com uma
solugdo saturada de Na>COs (pH = 10) e extraida com por¢des de CH2CL (5 x 30 ml). A fase
orgénica foi seca com Na>SO4 e concentrada no rota-evaporador. Um s6lido amarelo foi obtido.
Rendimento 95 % (3,5 g, 8,0 mmol, 587,72 g mol ™). O espectro no infravermelho é apresentado

na Figura 18 ¢ o de '"H NMR ¢é mostrado na Figura 19.

IR (KBr) em cm™: v (OH) 3500; (C-Har e C-Haiir) 3065-2856; v(C=0) 1679, v (C=N e C=C)
1590-1440; v (C-Ofenot) 1266; & (C-Har) 752.

'H NMR (CDCl3), &4 (ppm): 10,28 (1H); 8,55 (2H); 8,53 (1(H); 6,85-7,59 (13H); 3,75-3,90
(12H); 2,23 (3H); 2,21 3H).
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Figura 18 - Espectro de infravermelho do ligante L; em pastilha de KBr.
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Figura 19 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do ligante L;.

jt M““nal”\_ 1 __,f’l V\{ A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 85 60 55 50 as 40 s 30 25 20 15 10

Fonte: o autor



57

4.3.1.6 Sintese do 2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((naftalen-
1-ilmetil)amino)metil) benzil) (piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol - L1-NAF
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Em 50 ml de metanol foram dissolvidos 1,5 mmol (0,88 g, 587 g.mol™!) do ligante L,
(PIOVEZAN et al., 2010) e adicionados 1,5 mmol de 1-Naftilmetilamina (NAF) (0,23 g, 157,22
g.mol™!). A reacdo foi mantida sob agitagio por 24 horas e em seguida feita a redugio da base
de Schiff com 3 mmol de NaBH4 (0,11 g, 37,83 g.mol!). Depois de completada a reacio, o
solvente foi retirado a pressao reduzida resultando em um 6leo de cor amarelo palido. O produto
foi extraido com solucdo aquosa de NaHCOj3 (6 x 40 ml). A fase orgénica foi seca com Na;SOq4
anidro, filtrado e o solvente retirado a pressao reduzida, para obtengdo de solido de cor amarelo
palido. Rendimento 87%. O espectro no infravermelho ¢ apresentado na Figura 20 e o de 'H

NMR ¢ mostrado na Figura 21.

IR (KBr), em cm™: v(O-H) 3400; v(N-H) 3190; w(C-Har € C-Haif) 3240-2750; w(C=N e C=C)
1590-1420; v(C-0) 1265-1220; 6 (O-Hfenot) 1369 (C-Har) 756.

'H NMR (CDCls), & (ppm): 8,50 (3H); 8,0-7,7 (3H); 7,6-6,75 (18H); 4,20 (2H); 3,96 (2H);
3,73-3,86 (12H); 2,15-2,25 (6H).



Figura 20 - Espectro de infravermelho do ligante L;-NAF em pastilha de KBr.
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Figura 21 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do ligante L-NAF.
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Fonte: o autor
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4.3.1.7 Sintese do 2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((3-((bis(piridin-2-ilmetil Jamino)metil)—2-
hidroxi-5-metilbenzil) (piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metil fenol — L;-Et-NAF
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Etapa 1: Em 30 ml de MeOH/THF (1:1) foram adicionados lentamente 2,0 mmol de
Li (1,17g, 587 g mol™!) a uma solugio contento 4,0 mmol de dietilamina etano-1,2-diamina
(0,14g, 60,10 g mol ™). O sistema permaneceu sob agitacio por 14 horas; em seguida, em banho
de gelo, foi realizada a redugdo da imina pela adicao lenta de 3,5 mmol NaBH4 (0,11g, 37,83 g
mol™). O produto resultante foi dissolvido em diclorometano e o produto extraido com uma
solugdo aquosa de NaHCOs3 (7x50 ml). A fase organica foi seca com NaxSOy, filtrada e o
solvente evaporado sob pressdo reduzida, resultando em um solido amarelo palido (L;-Et).
Rendimento 90%. O espectro no infravermelho ¢ apresentado na Figura 22 e o de 'H NMR ¢

mostrado na Figura 23.

IR (KBr), em cm™: v (0-H) 3400; v (N-H) 3190; v (C-Har € C-Haiir) 3240-2750; v (C=N e C=C)
1590-1420; v (C-O) 1265-1220; 6 (O-Hfenol) 1370; v (C-Har) 756.

'H NMR(CDCl3), & (ppm): 8,55 (3H); 7,66-7,33 (6H); 7,20-6,78 (7H); 3,87-3,71 (14H); 2,79
(2H): 2,66 (2H); 2,20 (6H).
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Figura 22 - Espectro de infravermelho do precursor Li-Et em pastilha de KBr.

90
= o
g ™
=
Q
)
«3
=
B
2]
g 604
P
45
—_—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Fonte: o autor

Figura 23 - Espectro de '"H NMR(200 MHz) em CDCl; do precursor L;-Et.
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Etapa 2: Em 50 ml de metanol foram dissolvidos 1,5 mmol de Li-Et (0,95 g, 631,81
g.mol ™) e adicionados 1,5 mmol de 1-Naftaldeido (0,23 g, 156,18 g.mol!). A reacdo foi
mantida sob refluxo por 24 horas e em seguida feita a reducao da base de Schiff com 3 mmol
de NaBH4 (0,11 g, 37,83 g.mol!). Depois de completada a reagdo, o solvente foi retirado a
pressao reduzida resultando até a formagao de um 6leo de cor amarelo palido. O produto foi

entdo dissolvido em 40 ml diclorometano e extraido com solugdo aquosa de NaHCO3 (6 x 50
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ml). A fase orgénica foi seca com Na>SO4 anidro, filtrado e o solvente retirado a pressao
reduzida, para obtencdo de solido de cor amarelo palido. Em seguida, o composto foi
solubilizado em uma pequena quantidade de cloroférmio e “colunado” com uma coluna flash
com a adi¢cdo de CHCl3; depois eluido com uma solucdo de MeOH:CHCI3 (1:10). O solvente
foi retirado a pressdo reduzida e seco em bomba de vacuo. Rendimento 83%. O espectro no

infravermelho é apresentado na Figura 24Figura 22 e o de '"H NMR ¢ mostrado na Figura 25.

IR (KBr), em cm™: v (N-H) 3190; v (C-Har € C-Haiif) 3240-2750; v (C=N e C=C) 1596-1421; v
(C-0) 1265-1220; & (O-Hfenol) 1364; v (C-Otenor) 1231; v (C-N) 1120; v (C-Har) 754.

"H NMR (CDCls), & (ppm): 8,55 (3H); 8,08 (1H); 7,81 (3H); 7,62-7,31 (11H); 7,11 (3H); 4,15-
3,63 (16H); 2,20 (6H).

Figura 24 - Espectro de infravermelho do precursor L;-Et-NAF em pastilha de KBr.
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Figura 25 - Espectro de '"H NMR (200 MHz) em CDCl; do precursor L;-Et-NAF.

Fonte: o autor

4.3.1.8 Sintese do 2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((3-
((naftaleno-1-ilmetil)amino)propil)amino)metil) benzil) (piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-
metilfenol — L-Prop-NAF

2. NaHH, 7

A and
&

Etapa 1: Foram adicionados lentamente 2,0 mmol de L; (1.17g, 587 g mol™') a uma
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solugdo contento 4,0 mmol de dietilamina propano-1,3-diamina (0,24g, 60,10 g mol™!). O
sistema permaneceu sob agitagao por 14 horas; em seguida, em banho de gelo, foi realizada a
redu¢do da imina pela adi¢do lenta de 5,0 mmol NaBH4 (0,18g, 37,83 g mol™!). O produto
resultante foi dissolvido em diclorometano e o produto extraido com uma solu¢do aquosa de
NaHCOs (7x50 ml). A fase orgénica foi seca com Na2SOs, filtrada e o solvente evaporado sob
pressdo reduzida, resultando em um sélido amarelo palido (Li-Prop). Rendimento 87%. O
espectro no infravermelho ¢é apresentado na Figura 26Figura 22 e o de "H NMR é mostrado na

Figura 27.
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IR (KBr), em cm': v (O-H) 3407; v (N-H) 3180; v (C-Har € C-Haiir) 3090-2752; v (C=N e C=C)
1592-1419; 8 (O-Hfenot) 1372 v (C-Ofenot) 1234; 6 (C-Har) 756.

'H NMR (CDCl), & (ppm): 8,56 (3H); 7,69-7,31 (6H); 7,24-6,68 (7H); 3,90-3,70 (14H); 2,80
(2H); 2,66 (2H); 2,20 (6H); 1,75 (2H).

Figura 26 - Espectro de infravermelho do precursor L;-Prop em pastilha de KBr.
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Figura 27 - Espectro de 'H NMR (200 MHz) em CDCl; do precursor L;-Prop.
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Etapa 2: Em 50 ml de metanol foram dissolvidos 1,5 mmol de L;-Prop (0,95 g, 631,81
g mol™) e adicionados 1,5 mmol de 1-Naftalaldeido (0,23 g, 156,18 g mol™!). A reacdo foi
mantida sob refluxo por 24 horas e em seguida feita a reducao da base de Schiff com 3 mmol
de NaBH4 (0,11 g, 37,83 g mol™). Depois de completada a reagdio, o solvente foi retirado a
pressdo reduzida resultando até a formacdo de um 6leo de cor amarelo palido. O produto foi
entao dissolvido em 40 ml diclorometano e extraido com solugdo aquosa de NaHCO3 (6 x 50
ml). A fase organica foi seca com NaySOs, filtrado e o solvente retirado a pressao reduzida,
para obtencdo de solido de cor amarelo palido. Em seguida, o composto foi solubilizado em
uma pequena quantidade de cloroférmio e colunado com uma coluna flash (fase fixa de silica
gel 60G) com a adi¢do de CHCls; depois eluido com uma solugdo de MeOH:CHCl; (1:10). O
solvente foi retirado a pressdo reduzido e seco em bomba de vacuo. Rendimento de 71 %. O

espectro no infravermelho é apresentado na Figura 28 e o de 'H NMR ¢ mostrado na Figura 29.

"H NMR (CDCls), & (ppm): 8,55 (3H); 8,15 (1H); 7,79 (2H); 7,68-7,29 (10H); 7,12 (3H); 4,15-
3,55 (14H); 2,60 (2H); 2,28-2,04 (7H); 1,84 (2H).

Figura 28 - Espectro de infravermelho do precursor Li-Prop-NAF em pastilha de KBr.
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Figura 29 - Espectro de "H NMR (200 MHz) em CDCl; do precursor L;-Prop-NAF.
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4.3.2 Sintese dos complexos

4.3.2.1 Sintese do perclorato de u-hidroxo-2-((bis(piridin-2-ilmetil) amino)metil)-6-(((2-
hidroxi-5-metil-3-(((naftalen- 1-ilmetil)amino)metil) benzil) (piridin-2-ilmetil)amino) metil)-4-
metilfenol Fe'" Zn" — complexo Fe''Zn"-L;-NAF (1)

R

[ A CH, Z ]
7 e Sy i) Zn(C104); 6H20
& - l . ii) Fe(C104); 9H,0 /N
e ~ .
11i) NaOH
H HO_ s
Xy =
| | MeOH/THF
Z 4 N\ R S

Sobre uma solu¢do metanolica (40 ml) contendo 1 mmol do ligante Li-NAF foram
adicionados, sob agitacdo, 30 ml de uma solu¢do metandlica contendo 1 mmol de
Zn(ClO4)2.6H20O; apo6s 15 min, foi adicionado, gota a gota, 1 mmol de Fe(ClO4)3.9H>O
solubilizados em 80 ml de MeOH. Apds a adi¢do de 3 equivalentes de KOHag), a solugdo foi

filtrada e deixada sobre repouso para precipitacdo. Rendimento 62 % baseado no ligante.
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4.3.2.2 Sintese do perclorato u-hidroxo-2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((3-((bis(pyridin-2-
vl metil) amino) metil) —2-hidroxi -5- metilbenzil) (piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol
Fe"Zn" — complexo Fe'"Zn"-L;-Et-NAF (2)

r x CHy 7 ‘
\N% v Xy
|
Mg iy " i) Zn(C104); 6H:0 P ~ N
S ii) Fe(C104); 9H,0 | I N o ,¢/
Y > 3 iii) NaOH . “"'"’"Je“\““u /,,,‘”J"\\N\w
‘ ,/J y, \J\\ - HN, il //\/\ //
= g a4 MeOH/THF — ~— P
\N 7\ 4 \ N \/[\ J

Sobre uma solugao metanoélica (40 ml) contendo 1 mmol do ligante Li-Et-NAF foram
adicionados, sob agitacdo, 30 ml de uma solugdo metandlica contendo 1 mmol de
Zn(Cl04)2.6H20; apos 15 min, foi adicionado, gota a gota, 1 mmol de Fe(ClO4)3.9H.0O
solubilizados em 80 ml de MeOH. Apds a adi¢do de 3 equivalentes de KOH.q), a solucao foi

filtrada e deixada sobre repouso para precipitacdo. Rendimento 62% baseado no ligante.

4.3.2.3 Sintese do u-hidroxo-2-((bis(piridin-2-ylmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-
(((3-((naftaleno-1-ilmetil) amino) propil) amino) metil) benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-
4-metilfenol Fe'' Zn" — Fe'Zn"-L;-Prop-NAF (3)
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\ N /
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Sobre uma solu¢do metanolica (40 ml) contendo 1 mmol do ligante Li-Prop-NAF
foram adicionados, sob agitacdo, 30 ml de uma solu¢do metandlica contendo 1 mmol de

Zn(Cl0O4)2.6H20; apos 15 min, foi adicionado, gota a gota, 1 mmol de Fe(ClO4)3.9H,0O
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solubilizados em 80 ml de MeOH. Apds a adi¢do de 3 equivalentes de KOH (aq), a solugdo foi

filtrada e deixada sobre repouso para precipitagdo. Rendimento 54% baseado no ligante.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo abordadas as discussoes referentes as caracterizagdes dos ligantes e
seus respectivos complexos. Em seguida, serdo apresentados os resultados e discussdes sobre
os ensaios de reatividade dos complexos no tocante a clivagem do substrato modelo 2,4-BDNPP

e do DNA plasmidial.

5.1  SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

Os ligantes L1, Li-NAF, Li-Et-NAF e L;-Prop-NAF foram sintetizados com bons
rendimentos e pureza adequada para a elaboracdo de compostos de coordenacdo. Foram
caracterizados por técnicas espectroscopicas de infravermelho e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio ("H NMR), analise elementar de C, H e N e espectrometria de massas.

O grupo aldeido do ligante L foi o ponto de partida para a preparagdo dos ligantes
contendo naftaleno em sua estrutura. Por meio de reagcdes de base de Schiff, seguida de uma
redu¢do com NaBH4, o composto 1-Naftilmetilamina foi adicionado ao ligante L para formar
o ligante L1-NAF. Seguindo a mesma rota sintética, o ligante Li-Et-NAF foi obtido por duas
etapas de sintese. Na primeira, o ligante L sofre a adi¢cao da etano-1,2-diamina, em seguida a
base de Schiff ¢ reduzida. A ultima etapa consiste na adi¢do do 1-Naftilaldeido, onde o sistema
¢ colocado em refluxo. Apds o termino da reagdo, o composto € submetido a uma nova redugado

com NaBHa.

5.1.1 Analise elementar de C, He N

Na Tabela 2 sao apresentadas as férmulas moleculares e as porcentagens de C, He N
(calculado/teodrico) para os ligantes sintetizados. Ambos os ligantes exibiram boa concordancia
com as formulas propostas.

Tabela 2. Porcentagens de C, H e N (calculado/experimental) dos ligantes preparados.

Ligante L, Li-NAF Li-Et-NAF  L;-Prop-NAF
Formula molecular C47H4sNO2 C47H4sNsO2 Cs3HeiN7NaO3; CsaHeoC1zN7O3
Massa Molar (g mol™!) 587,71 728,92 867,09 937,44
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% C 73,57/73,54 77,44/77,10  73,41/73,38 66,62/66,57
% H 6,35/6,33  6,64/6,59 6,90/6,78 6,45/6,41
% N 11,92/11,93 11,53/11,48 11,20/11,17 11,35/11,28

Fonte: o autor

5.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho (IR) é uma técnica 1til em um primeiro
momento, para monitorar reagdes através do acompanhamento de bandas de absorcao
caracteristicas de grupos quimicos; tais como, alcoois (O-H), carbonilas (C=0), aminas (NH3),
anéis aromaticos, entre outros, presentes em compostos organicos. Portanto, os precursores e
os ligantes sintetizados foram monitorados por IR e as principais bandas observadas foram
devidamente atribuidas (SILVERSTEIN RM, BASSLER GC, 1991) . Nas Tabelas 3 e 4estao
sumarizadas as bandas de absorcdo dos precursores Li, Li-Et e Li-Prop e dos ligantes finais,
respectivamente.

No espectro do ligante L é observado uma banda intensa em 1678 cm™ atribuida a
carbonila do grupo aldeido em posigao orto ao -OH fendlico. Essa banda foi usada como padrao
para verificar a efetividade das reagdes de aminacao redutiva que fornece os precursores Li-Et,
Li-Prop e o ligante final Li-NAF. Na regido compreendida entre 3070 cm™ e 2854 cm™! estdo
presentes as bandas referentes ao estiramento da ligagdo C-H presentes em anéis aromaticos e
cadeias alifaticas. Entre 1590 cm™ e 1439 cm™ despontam os estiramentos das ligagdes nos
anéis aromaticos (C=N e C=C) e em 1368 cm™ e 1265 cm™! os estiramentos da ligagdo C-O,
referente aos grupos fendlicos presentes no composto. Em 759 cm™ é observado a banda de
deformacao angular dos anéis aromaticos.

Os precursores Li-Et e Li-Prop, oriundos do composto Li, exibiram bandas de
absor¢do semelhantes a este, sendo constatada a auséncia da banda em 1678 cm™ associada a
carbonila do grupo aldeido, indicando que a reagdo de formagao dos compostos L 1-Et e Li-Prop
foi efetiva. Em torno de 3200 cm™ a banda de estiramento da ligagdo N-H esté presente, devido

ao ancoramento da etilenodiamina e da propanodiamina (Tabela 3).
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Tabela 3. Principais bandas (cm™) e atribuigdes dos espectros na regido do infravermelho para os

precursores sintetizados.

L, Li-Et Li-Prop

v (O-H) 3390 3415 3250
v (N-H) - 3207 3200

v (C-Har € C-Haiir)  3070-2854 3070-2800 3070-2854

v C=0 1678 - -

v (C=Ne C=C) 1590-1439 1590-1425 1592-1430
O (O—Hfenor) 1368 1366 1365
V (C-Ofenol) 1225 1230 1230
v (C-N) 1115 1113 1115
0 (C-Ha) 759 756 754

Fonte: o autor

Os ligantes finais Li-NAF, Li-Et-NAF e Li-Prop-NAF, apresentaram bandas de

absor¢do caracteristicas de seus respectivos precursores € os valores de tais bandas compdem a

Tabela 4.

Tabela 4. Principais bandas observadas dos espectros na regido do infravermelho dos ligantes L;-NAF,

Li-Et-NAF e L;-Prop-NAF, em numero de onda (cm™).

Li-NAF  L-Et-NAF
v (O-H) 3430 -
v (N-H) 3198 3198
v (C-Hare C-Hai) ~ 3075-2780  3060-2775
v(C=NeC=C)  1610-1420 1600-1425
& (O—Hienol) 1368 1367
V (C-Ofenol) 1232 1231
v (C-N) 1117 1120
8 (C-Ha) 759 754

Fonte: o autor

O ligante L1-NAF apresentou bandas tipicas do grupo -OH em 3456 cm™! associadas

aos fenois presentes no composto. Em torno de 3196 cm™ a banda de estiramento da ligagdo N-



70

H. A banda intensa relacionada a carbonila em 1678 cm™! ndo foi observada, o que constata que
a reacdo de reducao da base de Schiff formada, entre o precursor L e o composto 1-
Naftilmetilamina foi efetiva. Assim como o ligante L1, os compostos Li-Et-NAF e L;-Prop-
NAF apresentaram por volta de 3198 cm™ a banda de estiramento associada a ligagio N-H de
uma amina secundaria. A banda referente a ligagdo O-H foi observada apenas para o ligante L-

Prop-NAF em 3446 cm™.

5.1.3 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio - '"H NMR

A espectroscopia de 'H NMR foi uma técnica eficaz para caracterizar os compostos
organicos sintetizados nesse trabalho. Com os deslocamentos quimicos (o em ppm)e a
integracdo dos sinais observados (SILVERSTEIN, 1991) nos espectros de 'H NMR dos ligantes
foi possivel determinar o numero de atomos de hidrogénio e diferencia-los de cada ambiente
quimico dentro da estrutura de cada composto, Tabela 5. Assim, a relagdo entre o nimero dos
diferentes atomos de hidrogénio permitiu confirmar a obtengdo dos ligantes e de seus
precursores preparados com grau de pureza adequado

O ligante L, apresentou um espectro de '"H NMR com deslocamentos, integragdes em
conformidade com a descri¢ao fornecida pela literatura (PIOVEZAN et al., 2010). Nos ligantes
Li-NAF, Li-Et-NAf, Li-Prop-NAF e nos pro-ligantes Li-Et e Li-Prop foi observado a auséncia
do pico do aldeido em campo alto, indicando a ocorréncia da reagdo de aminacao redutiva.

Os sinais dos hidrogénios dos grupos metilenos da cadeia lateral dos pro-ligantes pode
ser observado nos respectivos ligantes finais como um sinal da realizag¢do da inser¢ao do grupo
naftaleno nesses ligantes.

Ambos os ligantes Li-NAF, Li-Et-NAF e Li-Prop-NAF apresentaram espectros
similares como resultado de suas estruturas semelhantes, com sinais referentes aos hidrogénios

dos novos grupos metilenos e aromaticos inseridos.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos, em ppm, observados nos espectros de 'H NMR para os

precursores e ligantes.

Li Li-NAF Li-Et Li-Et-NAF Li-Prop Li-Prop-NAF
'H
aldeido 10,28 (1H) ) . . . )
8,55 (3H) 3,5(3H) 8,55 (3H)
H 8,55 (2H) 7 3’_5(; 2)32)1-1) 7,59 3H) 8,17-7,67 (4H) 7,60-7,39 (6H) z’?; 83;
aromaticos 8,52 (1H) 6,86 - 6 7’5 - 7’6 (18H) 7,39 3H)  7,61-7,32 (11H) 7,15 (3H) 7 9317 28 (12H)
7,59 (13H) ’ ’ 7,15 (3H) 7,11 (3H) 6,66 (3H) ’ )

6,86 (3H) 6,86 (3H) 7,21-6,60 (8H)
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3,48 (2H) 4,0-3,54 (14H)

H 3,75-3,90 3,73 -3,86 (12H) 32’8769((12‘}{11)) 4,16-3,63 (16H) 3’83';’67(133)41{) 2,60 (2H)
metilenos (12H) 3,96 (2H) 26somy 280 ¢H) 175 (2H) 1,85 (2H)
4,20 (2H) ’ ’ 1,25 (H)

'H 2,24 (3H) 2,21
Metila GH) 2,15-225(6H) 220(6H) 2,18 (6H) 2,19 (6H) 2,18 (6H)

Fonte: o autor

52  CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos Fe"Zn"-L-NAF (1), Fe"Zn"-L-Et-NAF (2) e Fe"Zn"-L,-Prop-NAF
(3) foram caracterizados por técnicas no estado sélido como no estado liquido com o objetivo
de esclarecer sua composi¢do quimica e propriedades acido-base. Dessa maneira, as espécies
ativas na clivagem hidrolitica do substrato e do DNA podem ser mapeadas.

A sintese dos complexos foi baseada numa estequiometria 2:1 (M:L) e preparados em
solugdes diluidas com o fim de se obter complexos binucleares de valéncia mista, Fe''Zn',
Ap0s a preparacao, as solucdes contendo os complexos formados foram deixadas em repouso

para precipitacgao.
5.2.1 Analise elementar de CHN

A andlise elementar de C, H e N forneceu resultados que coadunam com as férmulas
propostas. Para os dois complexos (1, 2 e 3) foi observado a presenga de d4gua e moléculas de
solvente oriundos das solugdes empregadas na preparagdo. Os resultados estdo na Tabela 6,

onde ¢ mostrado a formula molecular, massa molar e as porcentagens de C, H e N.

Tabela 6. Porcentagens de C, H e N (calculado/experimental) dos complexos 1, 2 ¢ 3.

Massa Molar

Complexos Forma molecular o mol'! % C %H %N
1 C47Hs55C1FeNsO15Zn 1172,13 49,69/49,25 4,88/4,72  7,40/7,58
2 CsoHg7C1aFeN7012Zn 1363,79 49,18/48,98 5,53/5,42 8,03/7,54
3 Cs3HesClsFeN7014Zn 1395,83 48,09/48,25 5,03/4,87 7,41/7,11

Composicoes Quimicas Propostas

1 [FeZn-L;-NAF]»(ClO4),. 4H,O
2 [FeZn-L;-Et-NAF]. (ClO4); . 2(CH3CH,CH,OH)
3 [FeZn-L;-Prop-NAF]; (Cl04)3. H20. 3(CH3CH,OH)

Fonte: o autor
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5.2.2 [Espectroscopia na regiao do infravermelho — IR

Como os complexos formados apresentam bandas de infravermelho pertencentes aos
seus respectivos ligantes, a técnica espectroscopia de IR desempenha um papel relevante no
acompanhamento de sua formagao.

Os complexos mostraram bandas na regido do infravermelho bastante semelhantes aos
seus ligantes livres, assinalando a presencga destes nos compostos isolados. Ademais, bandas
adicionais referentes ao contraion, pontes exdgenos do tipo u-hidroxo, moléculas do solvente e
alargamentos ou deslocamentos também foram observados. Na Tabela 7 estdo apresentadas as
principais bandas e atribui¢cdes dos complexos Fe'Zn'-L;-NAF (1), Fe"Zn"-L;-Et-NAF (2),
Fe"Zn"-L,-Prop-NAF (3).

Tabela 7. Principais bandas e suas respectivas atribui¢des em cm™', dos espectros na regido do

infravermelho para os complexos sintetizados.

1 2 3
v (O-H) 3475 3475 3500
v (N-H) 3190 3130 3120
v (C-Hare C-Hair)  3095-2833  3072-2840  3077-2810
v(C=NeC=C)  1609-1430 1609-1425  1608-1420
v (C=Ofenol) 1263 1264 1259
8 (C-Ha) 766 766 765
v (C1-0) 1095 1095 1097

Fonte: o autor

Todos os quatro complexos (Figura 30) apresentaram uma banda alargada de média
intensidade entre 3475 cm™! a 3500 cm’!, associada ao estiramento da ligacio O-H relativa a
presenca de moléculas de dgua, solvente utilizado na sintese e/ou pontes exdgenas do tipo -
hidroxo coordenadas ao centro metalico binuclear. As bandas de absor¢ao em torno de 3095
cm! a 2810 cm™! referentes ao estiramento da ligagdo C-H de aromaticos e alifaticos se faz
presente no espectro dos complexos. A auséncia da banda em 1368 cm™! associada a deformacio
angular fora do plano da ligacdo O-Hfenol € um sinal importante da complexagdo dos ions
metalicos pelos fenois na forma desprotonada. As bandas referentes as ligagdes C=N e C=C de

aromaticos entre 1610 cm™ a 1420 cm™' com pequenos deslocamentos, reforcam a reacio de
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complexacdo dos ions metalicos por parte dos ligantes. A banda do contraion perclorato (C1O4)
em 1095 cm™! aparece intensa em todos os espectros dos complexos e ¢é referente ao estiramento
axial da ligacdao CI-O (NAKAMOTO, 2008).

Na Figura 30 sdo mostrados os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho de
forma a ilustrar as mudangas nas bandas durante as etapas de obten¢do dos complexos e ligantes

finais.
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Figura 30 - Comparagdo entre os espectros de infravermelho (KBr, cm™) dos precursores, ligantes e
seus respectivos complexos. (a) Li, Li-NAF e complexo 1; (b) L1, Li-Et, Li-Et-NAF e complexo 2; (c)
Ly, Li-Prop, Li-Prop-NAF e complexo 3.
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Fonte: o autor

5.2.3 Espectroscopia eletronica na regiao do UV-Vis

Os complexos sintetizados foram submetidos a técnica de espectroscopia UV-Vis na

regido entre 800 a 300 nm utilizando acetonitrila e acetonitrila/dgua 50% V/V (condigdes de
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reatividade (ver se¢do 4.5.5)), para verificar algum efeito do solvente na banda de transferéncia
de carga. Uma solugdo de acetonitrila/tampao (tampao HEPES, pH = 7,0) foi também utilizada,
para padronizar o meio e comparar os dados dos complexos; uma vez que, em decorréncia da
sintese dos compostos, a adi¢do de volumes de base (NaOH.q)) diferentes, acarretam mudancas
nos comprimentos de onda. A partir dos espectros eletronicos obtidos (Figura 31), foram
auferidos os comprimentos de onda maximos juntamente com seus respectivos coeficientes de

absor¢ao. A Tabela 8 sumariza os resultados de cada complexo nas diferentes solugdes.
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Figura 31 — Espectro eletronico dos complexos 1, 2 e 3 acetonitrila/agua (50:50) e em acetonitrila.
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Tabela 8. Dados de espectroscopia eletronica para os complexos Fe'Zn"'-L-NAF (1), Fe'"Zn"'L;-Et-
NAF (2), Fe"Zn"-L,-Prop-NAF (3).

Amax (nm)/e (L mollem™)

Complexo ACN ACN/H20 (1:1) ACN/Tampao
1 540/1813 518/1667 496/1479
2 508/1854 502/1729 489/1750
3 513/1854 503/1750 489/1729

Fonte: o autor

Todos os complexos apresentaram uma banda intensa entre 512 a 540 nm, em
acetonitrila, associada a transferéncia de carga ligante—metal (TCLM)), isto ¢, com origem nos
orbitais prt do fenolato do ligante para os orbitais do* do ion Fe(Ill) (GABER; MISKOWSKI,
SPIRO, 2002).

Em solugdo de acetonitrila/H,O (50:50, v/v) todos os complexos apresentaram
deslocamento hipsocromico (deslocamento para regides de maior energia) quando comparados
aos respectivos espectros em acetonitrila.Tabela 8. Dados de espectroscopia eletrénica para os
complexos Fe"'Zn"-L;-NAF (1), Fe"'Zn"L;-Et-NAF (2), Fe"Zn"-L;-Prop-NAF (3).). Em meio
tamponado, os complexos 2 e 3 apresentaram comprimentos de onda deslocados para regides
de maior energia, quando comparados aos complexos 1 e 3; 0 mesmo comportamento nos
outros solventes. Ainda que essa diferenca seja pequena, esses deslocamentos podem ser
justificados devido a formagdo de ligagdes de hidrogénio entre os grupos aminos € grupos
hidroxo ligados ao ion Fe(III) dos complexos. Como esses complexos possuem um grupo etano-
1,2-diamina e diaminopropil, que unem o naftaleno ao ligante L1, hd uma maior facilidade em
fazer tais ligacdes. Esses resultados, de maneira geral, estdo em concordancia com outros
complexos com estrutura semelhante descritos na literatura (SILVA et al., 2017), (PIOVEZAN
etal., 2010)(PERALTA et al., 2010), (GAHAN et al., 2009).

5.2.4 Titulagao potenciométrica
A determinagio dos equilibrios de protonacdo dos complexos Fe"Zn'-L;-NAF (1),

Fe'Zn-L|-Et-NAF (2), Fe"Zn"-L;-prop-NAF (3) foram determinados via titulagdo

potenciométrica em meio CH3CN/H20 (50:50, % v/v). Essa técnica ¢ importante para
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determinacgdo de pKas de moléculas de 4gua coordenadas ao centro metélico e de grupos amino

da cadeia lateral dos respectivos ligantes.

Os resultados auferidos por meio dos estudos potenciométricos estdo apresentados na

Tabela 9 e comparados com o complexo Fe''Zn'"-L; descrito na literatura (PIOVEZAN et al.,

2010). Os graficos de distribui¢do das espécies podem ser vistos na figura 32.

Tabela 9. Valores de pKas calculados para os complexos sintetizados e do complexo Fe''Zn'-L;.

Complexos pKai pKa2 pKa3 PKa4
1 4,76 7,34 10,18 -
2 4,23 7,02 9,26 -
3 4,31 6,88 9,47 -
Fe'"Zn'-L, 5,07 8,21 - -

Fonte: o autor

Figura 32 — Diagrama de distribui¢do de espécies em fun¢do do pH para os complexos Fe''Zn""L;-NAF

(1) Fe"Zn"-L,-Et-NAF (2) e Fe""Zn"-L,-prop-NAF (3)
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Os valores do primeiro pK, foram semelhantes pra ambos os complexos e ¢ atribuido
a uma molécula de agua coordenada ao Fe(IIl) (SMITH, MARTELL et al. 1995) e estd em
acordo com outros pKas encontrados para complexos com estrutura similar (SILVA et al.,
2017), (XAVIER et al., 2009) (SILVA et al., 2017). O segundo pKa. dos complexos ¢ atribuido
a desprotonacdo de uma molécula de agua coordenada ao ion Zn(II) enquanto que o terceiro
pKa ¢ atribuida a uma das aminas da cadeia lateral dos complexos. Em relagao ao segundo pKa
do complexo Fe'"Zn'-L; os complexos 1, 2 e 3 apresentaram um valor um pouco mais 4cido, o
que pode ser resultado da influéncia dos grupos aminos protonado, ou seja, efeitos de segunda
esfera de coordenacdo. Acima de pH 10,5 foi observado precipitagdo para o complexo 1 e acima

de 10,0 para os complexos 2 ¢ 3.
5.2.5 Estudos de reatividade hidrolitica do substrato modelo

O emprego de substratos modelo, contendo ligagdes fosfodiéster, sdo uteis para estudar
mecanismos de clivagem de acidos nucleicos por pequenas moléculas; visto que, estas ligagoes,
estdo presentes no DNA e RNA. Dessa forma, a atividade catalitica dos complexos Fe'Zn'!-
Li-NAF (1), Fe'"Zn""-Et-L|-NAF (2) e Fe"Zn"-L;-Prop-NAF (3) frente a hidrolise da ligagio
fosfodiéster foram avaliadas por meio da utilizagdo do substrato bis-(2,4-dinitrofenol) (2,4-

BDNPP) (Figura 33), sintetizado de acordo com o método descrito por Bunton e Farber (1969).

Figura 33 - Esquema para a reacao hidrolitica do substrato modelo 2,4-BDNPP catalisada por

complexos analisados neste trabalho.
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Fonte: o autor

E consenso na literatura que, complexos metalicos sdo considerados hidrolases
sintéticas quando possuem dois sitios labeis em posicao cis, de maneira que, um sitio coordena
ao substrato e o sitio adjacente a uma molécula de 4gua, que age como grupo nucleofilico,
promovendo o ataque intramolecular em um pH proéximo da neutralidade, liberando os produtos

em velocidade razoavel (KAPHAN et al., 2015).
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A vista disso, foram realizados estudos sobre influéncia do pH na atividade catalitica
dos complexos nas reagdes de hidrolise do 2,4-BDNPP, com dois objetivos: 1) de determinar o
pH 6timo em que a atividade dos complexos ¢ méxima e; 2) obter valores de pKa cinético; que,
quando comparados a pKas determinados potenciometricamente (Tabela 10), sdo uteis para
estabelecer a espécie responsavel pela atividade. Para a determinagdo de parametros cinéticos,

foram realizados estudos variando-se a concentracao de substrato, em um determinado pH.

5.2.5.1 Efeito do pH na hidrolise do 2,4-BDNPP

As atividades dos complexos 1, 2 € 3 na reagao de hidrélise do substrato 2,4-BDNPP,
estudadas na faixa de pH de 4,0 a 10,5, apresentaram forte dependéncia do pH e maior atividade
em pH 9,5 (Figura 34). Em valores de pH é&cido, as atividades sdo relativamente baixas;
aumentando, a medida que o pH se torna alcalino. A cima de pH 9,5 a atividade hidrolitica dos
complexos decai.

O grafico Vo vs pH (Figura 34) para os complexos 1, 2 e 3 mostram um perfil de curva
significantemente diferente do perfil tipo sino apresentado pelo complexo Fe"Zn'-L; e outros
com semelhante estrutura (PIOVEZAN et al., 2010), (KARSTEN et al., 2002). Sendo que, este
fato, pode estar associado a uma possivel mudanga de mecanismo no decorrer da cinética

(CAMARGO et al., 2018).
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Figura 34. Esquerda: Dependéncia de V, vs pH para reagdes de hidrélise do substrato 2,4-BDNPP

catalisadas pelos complexos 1, 2 e 3. CH;CN/H,O (1:1); [complexo] = 4,0 x 10 mol L*!; [substrato] =

5,0 x 10 mol L'!; [tampdes] = 5,0 x 102 mol L' (MES, HEPES, CHES); /= 5,0 x 102 mol L™!

(LiCl0Os). Direita: Ajustes para obtencao dos pKas cinéticos nas faixas de pH pré determinas.

8,0x10”°

1)

6.0x107

4.0x10”°

(mol L s™)

v,

20107

0,0

1.5x10°

2)

1.2x10°°4

1

< 9,0x10°4

6,0x1074 ]

-1
¥, (mol 1.

3,0x107 s

0,0 T T

3,2x10™

2,4x10™4

1,6x10™

. (mol L' ™)

-9

14

)
=)
£
S
-

0,0 T T T

pH

5.0x107

4,0x1074

—~

73,0107

, (mol L

2,0x10°

.

¥

1.0x1074

T

8,0x1074

6,0x107

4,0x107

¥, (mol L's™h

2.0x107

0,0

2)

¥, (mol L' s™)

0,0

Fonte: o autor

8,0

Na Tabela 10 sdo apresentados os pKas cinéticos e potenciométricos para cada

complexo obtidos durante hidrolise do substrato e os pHs onde a atividade hidrolitica ¢ maxima.

Pelo perfil dos graficos (Figura 34) ¢ possivel observar duas regides de maximos de

atividade: complexo 1 em pH 6,5 ¢ 9,0, complexo 2 em pH 6,0 ¢ 9,5, complexo 3 em pH 6,5 ¢

9,5, e complexo 4 em pH 6,0 e 8,0. Na regido de pH entre 6,0 € 6,5 os pKas cinéticos calculados

sao atribuidos as moléculas de dgua coordenadas aos ions metalicos, gerando a espécie ativa
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[(HO)Fe(u-hidroxido)M"(H,O)L;-X] (M = Zn(II) ou Cu(II); X = NAF, Et-NAF e Prop-NAF)
na hidrélise do substrato. Em regides abaixo de pH 6,0 a formacdo da espécie [(H.0)Fe'(p-
hidroxido)M"(H,O)L;-X] predomina; consequentemente, a atividade diminui pela auséncia do
nucledfilo hidroxo coordenado ao ion Fe(IIl).

Os pKas cinéticos calculados foram maiores dos que os pKas obtidos
potenciometricamente. Isso sugere que a aproximagao do substrato ao centro binuclear afasta
os grupos aminos protonado da cadeia lateral que podem interagir com as moléculas de agua.
Ou seja, a influéncia de uma carga positiva sobre uma molécula de agua coordenada ao ion
Fe(IIT) ocasionando a redugdo do valor de pKa. potenciométrico em relagao ao pKa cinético. Tal
fato, foi também constatado por Camargo e colaboradores em estudos com o ligante L,

modificado com derivados do pireno (CAMARGO et al., 2018).

Tabela 10. Valores de pKas cinéticos e potenciométricos dos complexos 1, 2 e 3 na hidrdlise o 2,4-

BDNPP.
Complexos pKa cinético pKa potenciométrico
1 5,45 4,76
2 5,62 4,23
3 5,10 4,31
* FeZn-L, 4,90 5,07

*(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010)

Embora mais experimentos necessitem ser realizados, a formagao da segunda espécie
ativa, em pH alcalino, pode ser consequéncia dos efeitos de segunda esfera de coordenacao
sendo atribuida a desprotonacdo do grupo amino da cadeia lateral de cada complexo
correspondente. Isso permite a interagdo com o substrato, diminuido a energia do estado de

transi¢do (Ea) durante a reacao de hidrolise.
5.2.5.2 Efeito da concentragdo do substrato na hidrolise do 2,4-BDNPP
O estudo da dependéncia da velocidade de reacdes de hidrodlise promovida pelos

complexos 1, 2 e 3, quando a concentragdo do substrato varia € mostrado na Figura 35 e os

dados obtidos estdo sumarizados na Tabela 11. Foram feitos experimentos em pH 6,5 ¢ 9,0 para
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o complexo 1 e em pH 6,0 ¢ 9,5 para os complexos 2 e 3 com o objetivo de comparar os valores
de Kass € constatar efeitos de segunda esfera de coordenacgao.

Todos os complexos exibiram um comportamento tipico de uma curva Michaelis-
Mentem, ou seja, ha uma dependéncia linear da velocidade Vo em baixas concentragdes de
substrato. Todavia, com o aumento da concentragao do 2,4-BDNPP, a curva perde a linearidade
e propende para uma curva de saturacdo. Tal comportamento sugere que a reagao de hidrolise

do substrato transcorre com a formacao de um intermediario complexo-substrato.

Figura 35 - Dependéncia da velocidade de hidrdlise com a concentragao do 2,4-BDNPP para os
complexos 1, 2 e 3. CH;CN/HO (1:1); [complexo] = 4,0 x 10~ mol L!; [tampdes] = 5,0 x 10 mol L"!
(MES, pH = 6,0 ¢ 6,5; CHES, pH=9,0 ¢ 9,5); I = 5,0 x 102 mol L' (LiClO4); Temperatura, 25 °C.
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O complexo Fe"Zn"-L,-Prop-NAF (3), dentre os complexos submetidos ao estudo
cinético, foi o que proporcionou maior efetividade na conversao do substrato a produtos com
uma eficiéncia catalitica (kca/Km) de 0,72 € 0,28 em pH 6,5 € 9,5, respectivamente. Isso significa
quase o dobro da eficiéncia catalitica com relagdo ao complexo Fe"Zn"-L;-Et-NAF (2) em
ambos os valores de pH. De forma oposta, o complexo Fe'Zn'-L;-NAF apresentou uma baixa
eficiéncia, ndo s6 em relagdo aos complexos 1 e 2, mas também em relacdo ao complexo

Fe"Zn"-L,, preparado por Piovezan e coautores (Tabela 11) (PIOVEZAN et al., 2010).

Tabela 11. Pardmetros cinéticos para a reagao de hidrolise do 2,4-BDNPP para os complexos: 1,2 e 3.

Vinax kcat Km Kass kea/ Km pH
Mol L!'s™! (sh (mol L) (L mol™) (L mol!'s™)

(1) 6,68x10°  1,57x10*  1,93x107 518,1 0,08 6,0
(1) 1,64x10%  3,86x10*  8,05x107 124,1 0,05 9,0
(2) 9,93x10°  2,42x10* 7,0x10* 1428,6 0,35 6,5
(2) 4,98x10®  1,21x10°  8,66x107 115,5 0,14 9,5
(3) 1,44x10%  3,59x10* 5,0x10* 1997,3 0,72 6,5
3) 6,04x10®  1,51x10°  5,39x107 185,4 0,28 9,5
(A" 1,8x1078 9,0x10* 3,55x1073 281 0,25 7,0

* complexo Li-Fe"Zn" (PIOVEZAN et al., 2010)

O aumento na eficiéncia catalitica para complexos na ordem 3>2>1 pode ser explicada
tendo em vista as suas estruturas propostas. Conforme aumenta a cadeia lateral dos complexos,
que diminui o impedimento a entrada do substrato na cavidade metalica dos complexos, a
eficiéncia catalitica aumenta.

Outro ponto distinto dos dados da Tabela 11 sdo os valores das constantes de
associacao (Kass). O complexo 3 apresentou um Kas maior em relacdo ao complexo 2 e quase 4
vezes a constante de associacdo do complexo 1. O que pode ser um reflexo da presenca do
grupo amino na cadeia lateral, que interage com o somado a diminui¢do do impedimento
estérico. Em pH 9,0 para o complexo 1 e 9,5 para os complexos 2 e 3, a Kass diminui
drasticamente em relag@o ao pH anterior o que pode refletir a perda da carga positiva da amina
protonada mais proxima ao grupo naftaleno reduzindo a afinidade do substrato pelo complexo.

Isso fica evidente quando comparamos a constante de associacao dos complexos trabalhados
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aqui com o ligante Fe"Zn"-L; (Kass = 281, pH 7,0) que niio possui um grupo amino passivel de
protonacao capaz de manifestar efeitos de segunda esfera de coordenacgao.

O parametro ke, para os complexos de 1 a 3 nos pHs 9,0 ¢ 9,5, aumenta
expressivamente quando comparado aos respectivos valores obtidos em pH 6,0 e 6,5. Esta alta
reflete uma tendéncia inversa de quanto menor a Kass maior o kcar. Uma constante de associagao
elevada salienta uma forte afinidade complexo-substrato; portanto, ha uma maior dificuldade

na liberagao dos produtos, o que ¢ manifestado no valor de kcat.

53 ESTUDOS DE REATIVIDADE DOS COMPLEXOS NA PRESENCA DO DNA
PLASMIDIAL

Devido ao bom resultado na clivagem hidrolitica do substrato 2,4-BDNPP pelos
complexos 1, 2 e 3 os novos compostos sintetizados foram submetidos a um estudo preliminar

para analisar as suas reatividades frente ao DNA plasmidial.

5.3.1 Efeito da concentra¢io dos complexos

O efeito da concentragdo dos complexos ¢ um ensaio importante pra determinar o
tempo e concentragdo adequados para observar a clivagem do DNA plasmidial, sem que ocorra
interferéncias expressivas de degradagdo espontanea do DNA.

Inicialmente, foram utilizadas concentra¢des de complexos na faixa compreendida
entre 5,0 e 250 pM e deixadas reagir por 16 horas incubadas a 37 °C ou 50 °C (dados nao
mostrados). Devido a alta clivagem do DNA plasmidial por parte dos complexos, as
concentracdes foram ajustadas para uma faixa de 0,01 a 0,5 uM para o complexo 1 e de 0,25 a
5 uM para os complexos 2 e 3, com tempo de incubacdo de 1,0 hora. Os resultados estdo sao
mostrados na Figura 36 e Figura 37.

Nessas concentragdes, todos os complexos foram capazes de clivar o DNA de modo
concentracao-dependente; ou seja, com o aumento da concentragdo do complexo no meio
reacional aumentou também a capacidade de clivar o DNA. Esse perfil de concentragdo para o
complexo 1 somente foi possivel reduzindo a concentragdo de complexo em 10x em relacdo a
concentragdo dos complexos 2 e 3 (Figura 37). E um resultado peculiar; pois, tal complexo se
mostrou o menos efetivo na clivagem hidrolitica do substrato modelo 2,4-BDNPP. Ademais,

tendo em vista que o DNA possui carga negativa, a presen¢a de uma carga positiva pertencente
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ao grupo amino protonado da cadeia lateral dos complexos 2 e 3 deveria proporcionar a estes

dois complexos uma efetividade maior em relagdo ao complexo 1 neste tipo de reacao (Figura

36).

Figura 36 - Eletroforese em gel de agarose para clivagem do DNA plasmidial pelo complexo 1 em

diferentes concentracdes. [DNA] = 330,0 ng, ~ 25,0 uM; [tampao] = MES (10 mM, pH 6,0);

[complexo] = 0,0 a 0,5 pM; Temperatura = 50 °C; tempo de incubagdo = 1,0 h, ao abrigo da luz.
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Fonte: o autor

Figura 37 - Eletroforese em gel de agarose para clivagem do DNA plasmidial pelos complexos 2 e 3

em diferentes concentragdes. [DNA] = 330,0 ng, ~ 25,0 uM; [tampdo] = MES (10 mM, pH 6,0);

[complexo] = 0,0 a 5,0 uM; Temperatura = 50 °C; tempo de incubacdo = 1,0 h, ao abrigo da luz.
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Assim, o que foi observado € que o aumento no numero de carbonos na cadeia lateral

nao foi equivalente ao aumento da atividade dos complexos na clivagem do DNA plasmidial.

Este comportamento foi também observado por Camargo e coautores ao estudar complexos de

Fe"Zn", similares aos empregados neste trabalho, com uma cadeia lateral de 4 a 6 carbonos em
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que o grupo amino terminal pode interagir com o nucleofilo reduzindo a atividade dos
complexos durante a clivagem do DNA (CAMARGO, 2013), (CAMARGO et al., 2018).

Com a incorporagdo de efeitos de segunda esfera de coordenacdo que podem alterar
ndo so a atividade de clivagem, mas também a afinidade dos complexos pelo DNA, ensaios de
cinética de clivagem se fazem necessarios para avaliar a influéncia do acréscimo de 4tomos de
carbonos contendo com grupos amino sao necessarios.

Quando comparadas com a atividade exibida pelo complexo Fe"Zn"-L; (PIOVEZAN
et al., 2010), as atividades dos complexos 1, 2 e 3 na clivagem do DNA plasmidial foram
superiores. Esta proeminéncia pode ser observada pela alta concentragdo de complexo utilizada
por Piovezan (10,0 a 80,0 uM) no ensaio de clivagem de DNA em relacdo as concentragdes
empregadas nesse trabalho (0,01 a 0,50 uM, para o complexo 1 ¢ 0,25 a 5 uM, para o complexo
3).
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6. INTRODUCAO

A reatividade conferida ao ligante L1 pela presenca do grupo aldeido proporciona uma
gama de aplica¢des, dentro do universo da quimica, que vao além dos estudos de segunda esfera
de coordenagdo. Assim, neste trabalho o ligante L também foi utilizado para modificar a
quitosana, um biopolimero, para realizacdo de estudos de adsor¢ao de ions metalicos em
solucao aquosa. Com o escopo em aplicagdes no campo de pré-concentragao de ions metalicos,
0 que pode permitir a reducdao de interferentes, aumento na concentracido e isolamento de
analitos a partir da fonte.

Na atualidade a contaminagdo de ecossistemas por ions metalicos constitui um dos
grandes desafios da ciéncia moderna (SUN et al., 2017a; ZHANG; XU, 2017). A elevada busca
por sistemas de alta tecnologia, que vao desde celulares e computadores a turbinas edlicas,
exige um alto grau de extragdo e consumo de metais como cadmio, zinco, niquel, além de
lantanideos, como cério e eurdpio. Somado a isso, ainda temos a produgdo de efluentes
contaminados com metais toxicos oriundos de industrias de galvanoplastica e curtumes. Como
consequéncia, uma parcela aprecidvel de residuos toxicos contendo metais sdo despejados
anualmente no meio ambiente. (ASLIBEKIAN; MOLES, 2003; GILLES; LOEHR, 1994; SUN
etal., 2017b)

A contamina¢do do meio ambiente por metais toxicos estd relacionada com diversas
doengas em organismos vivos, além de nao serem biodegradaveis, influem negativamente na
estrutura da flora microbiana mesmo em baixas concentragoes de metais. (WU et al., 2017),
(CHATTERJEE; SARKAR; BHATTACHARYA, 2014), (TEPANOSYAN et al., 2017),
(ZHANG et al., 2017)

Os métodos empregados mais comuns hoje em dia para remocao de metais de efluentes
industriais sdo: precipitagdo quimica, troca i0nica, filtragdo, eletroquimica e osmose reversa.
Entretanto, muito destas técnicas sdo dispendiosas e com alto custo, demonstrando em muitos
casos, pouca eficiéncia na remocgdo de tragos de metais. (BAILEY et al., 1999), (YANG et al.,
2016), (TURHANEN; VEPSALAINEN; PERANIEMI, 2015).

Assim, uma alternativa para remoc¢ao de ions metalicos de aguas residuais consiste no
emprego de biopolimeros com a capacidade de adsorver ions metalicos. (KANMANI et al.,
2017) Com boa biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade e passivel de ser
modificada quimicamente, a quitosana ¢ uma otima alternativa a ser utilizada com este objetivo.

(JOTHIRAMALINGAM; LO; PHANTHI, 2010)
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Assim, este trabalho tem também como objetivo, contribuir na area de remogao de ions
metalicos com a elaboragdo de um novo adsorvente a partir do biopolimero, a fim de realizar

estudos de equilibrio de adsor¢ao de Zn(II), Cu(Il) e Ni(II) em sistema aquoso.
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7. REVISAO BIBLIOGRAFICA E ESTADO DA ARTE
7.1  QUITOSANA
A quitosana ¢ formada pela D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina sendo
majoritariamente obtida a partir da hidrdlise alcalina da quitina em altas temperaturas, Figura
38. Nessa reacdo, grupamentos acetamido sdo parcialmente convertidos em grupos amino ao

longo da cadeia polimérica. (BANO et al., 2017)

Figura 38 - Representacdo esquematica da obtengdo da quitosana a partir da quitina.
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Fonte: o autor

Sua eficicia como adsorvente ¢ atribuida a alta flexibilidade da cadeia polimérica
associada a presenga de grupos amino e hidroxila na sua estrutura atuando como grupos
quelantes. Associado a isso, a simples protonag@o de tais grupos aminos primarios, permite a
quitosana, via interagdes idnicas, a incorporacdo de agentes quelantes anidnicos, com fins de
aumentar a seletividade e a adsor¢ao de ions metéalicos (BERGER et al., 2004). Tais grupos
permitem ainda a insercdo de agentes complexantes por meio de modificagcdes quimicas; em
que as reacdes de Schiff figuram entre os principais métodos utilizados. Isso demostra o grande
potencial que pode ser agregado a quitosana no tocante a adsor¢do de ions. (IGBERASE;

OSIFO; OFOMAIJA, 2017) (JUSTI et al., 2005), (MORROW; PAYNE; SHEN, 2015).
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7.2 AGENTES COMPLEXANTES/QUELANTES

Agentes complexantes, também chamados de ion6foros, sao moléculas que na sua
constituicdo possuem atomos doadores de pares de elétrons capazes de formar ligagdes com
ions metalicos. A literatura especializada acrescenta a cada ano uma grande variedade de
agentes complexantes ancorados na quitosana para fins de adsor¢cao de ions. (ANTONY;
ARUN; MANICKAM, 2019) A importancia desses agentes fica evidente quando comparamos
dados de adsor¢do da quitosana ndo modificada com o polissacarideo funcionalizado, por
exemplo: a adsor¢do de Pd(II), um ion metalico com alto grau de toxidez, tem uma adsor¢ao
de apenas 0,033 mg/g de quitosana nativa. Entretanto, apds a modificacdo com grupos acil, a
adsorcao ¢ elevada para 1,58 mg/g de adsorvente, em pH 6,0. (SUN; WANG, 2006)

Do ponto de vista analitico, uma das carateristicas almejadas dos complexantes ¢ a
formagao de compostos estaveis com ions metalicos. Em grande parte, compostos aromaticos
derivados da amonia com atomos doadores de elétrons em sua estrutura proporcionam elevadas
constantes de formagdo (Kr), como no caso de fenantrolinas. Dentre outros compostos
aromaticos, a incorporacao de piridinas na matriz da quitosana forma complexos estaveis com
Au(II), Pd(IT) e Pt(II) sendo empregadas na industria para remogao desses ions.

O desafio ndo reside apenas na obtencdo de complexos com boa estabilidade, mas
também em perquirir complexantes com alto grau de seletividade. Assim, como cada ion
metalico possui um raio atdomico especifico, o emprego de é€steres coroa, bem como,
macrociclicos formados por poliaminas com cavidades de tamanho particular representam uma
estratégia eficaz na tentativa de adsorver seletivamente ions metalicos.

Outro fator importante para seletividade frente a ions metalicos, estd vinculado a
natureza do ligante, ou seja, na presenca de atomos bases ou acidos “duros” ou “moles”,
conforme a defini¢do de Pearson. Destarte, atomos com elevada eletronegatividade (bases
duras) tem preferéncia por cations com elevada carga e raios atobmicos pequenos (acidos duros)
e vice-versa. (GUIBAL, 2004)

O ligante mononucleante bpmamf (HL) detém na sua estrutura piridinas, aminas
alifaticas e um grupo fenol apto a coordenar ions metélicos (Figura 39). JUSTI et al. (2005)
utilizaram este ligante para funcionalizar a quitosana obtendo um produto com boa seletividade
para ions Cu(Il) em relagdo aos ions Ni(Il) e Cd(II). Mostrando uma capacidade de adsorcao
(gm) na ordem Cu(I)>Cd(II)>Ni(II) em pH 6,0, 2,0 e 3,0, respectivamente. (JUSTI et al., 2005)

Este trabalho foi empregado como base de comparagao para nossos estudos de adsor¢ao com a
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finalidade de analisar o comportamento do ligante binucleante L concernente a cinética e

equilibrio de adsorgao.

Figura 39 - Ligante HL utilizado por Justi et al. (2005).
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Fonte: o autor

Apo6s a primeira etapa de funcionalizagdo, existe a possibilidade de se obter um
produto soliivel em meio acido. Com a finalidade de contornar isso, uma segunda etapa de
reticulacdo se faz necessaria. Esta etapa, também chamada de “cross-linking” se utilizada de
agentes reticulantes, como glutaraldeido, para interligar covalentemente duas ou mais cadeias
poliméricas por intermédio de uma “ponte”. O mecanismo envolve a formacgao de uma base de
Schiff com o ataque nucleofilico de um 4&tomo de nitrogénio do grupo amino da quitosana sobre
um atomo de carbono do grupo aldeido do glutaraldeido formando uma imina. (BERGER et
al., 2004) Além de reduzir a solubilidade, pode ocorrer uma perda na capacidade de adsorcao.
Entretanto, a extensdo desta perda estd associada ao procedimento usado para realizar a reagado

de reticulagao. (GYANANATH; BALHAL; SCIENCES, 2012; MAITRA; SHUKLA, 2014)

7.3  MECANISMOS DE ADSORCAO

Processos de adsorcdo de diversos materiais, entre eles, ions metalicos ¢ comumente
estudado com o escopo no tratamento de aguas residuais. E como j& mencionado, possui
diversas vantagens em relacdao aos métodos tradicionais de remogao de contaminantes. O estudo
consiste em avaliar a cinética e a capacidade de adsorcdo de solutos em equilibrio utilizando
modelos matematicos.

Existem dois tipos adsor¢do: uma quimica (quimiossor¢do), onde ocorre a formagao
de ligagdes quimicas entre o adsorvente e o adsorvato e uma fisica (fisiossor¢ao), no qual

decorre de interacdes fracas de van der Waals ndo ocorrendo formagdo ou quebra de ligacdes,
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mantendo a natureza quimica do adsorvato preservada. A energia envolvida nesses dois
processos varia significantemente, enquanto a quimiossor¢ao pode apresentar valores de
200 kJ mol™!, o processo de fisiossor¢do ostenta valores na faixa de 20 kJ mol™'.

O mecanismo de adsor¢do envolve primeiramente a etapa de transferéncia de
moléculas do soluto do seio da solugdo para a superficie do adsorvente. Em seguida, ocorre a
difusdo do adsorvato (etapa mais lenta) para o interior dos poros do adsorvente para entao
culminar na ultima etapa do processo que ¢ a adsor¢ao do adsorvato na superficie interna do
adsorvente. Esta ultima etapa ocorre em maior velocidade, portanto, a velocidade ¢ determinada
principalmente pela etapa de difusdo do adsorvente.

O estudo cinético (velocidade de adsor¢dao) bem como a avaliacdo de capacidade
maxima de adsor¢do sdo parametros importantes para avaliar e aprimorar compostos
adsorventes. No estudo cinético, trés modelos sdo comumente empregados: pseudo primeira
ordem, pseudossegunda ordem e difusdo intraparticula. A capacidade maxima de adsorc¢ao (ge)
¢ obtida por meio do estudo de isotermas de adsor¢do, em que os modelos de equagdes
frequentemente empregados sdo: Langmuir (L), Freundlich (F), Redlich-Peterson (R) e o

modelo linear.

7.3.1 Cinética de adsorc¢ao

A equagao de pseudo primeira ordem, proposta no final do século 19 por Lagergren, ¢

descrita pela equagdo nao reversivel:

S+M— SM (1)

Sendo S o sitio de adsor¢ao e M o adsorvato.

A velocidade de adsor¢do pode ser escrita pela equagao:
dq /dt=ki(q,-q,) ()
onde g e g: (ambas em mg g!) sdo as quantidades adsorvida no equilibrio e no tempo

t (min), respectivamente e ki (min™') é a constante de velocidade de pseudo primeira ordem.

Integrando essa equagao nas condigdes de g;=0er=0e g, =q: e t =t, temos:
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k
log(qe — q1) = logqe ———= .t (3)

2,303

O grafico de log (ge — q;) em fungdo de ¢ fornece os valores k1 € ge.

A maxima adsorc¢do corresponde a satura¢ao da monocamada do adsorvente em sua
superficie.

O modelo cinético de pseudo segunda ordem, introduzido em meados dos anos 80, ¢

descrito pela equagdo:
25+ M — M(S)> 4)

Esse modelo tem a velocidade de adsorgdo expressa como se segue:

d
—£= ka(qe — q0) (5)

onde k> (g mg! min') é a constante de velocidade de adsor¢do de pseudo segunda

ordem. Integrando a Equacdo (5), obtemos:

1 1

1
(@) k2q2 + 9 t ©)

O coeficiente linear e angular da reta gerada pelo grafico (#/¢:) vs ¢ permite calcular os
valores de k: e g., respectivamente.
O terceiro modelo cinético usualmente utilizado € o de difusdo intraparticula. Aqui, a

velocidade de difusdo € obtida pela linearizagdo da curva gerada pela equagdo abaixo:
qe = k.t'/? (7

Quando a difusao intraparticula controla o processo cinético de adsorcao, o grafico da

Equagdo 7 proporciona uma reta que passa pela origem.
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7.3.2 Isotermas de adsorc¢io

Isoterma de adsor¢do sdo equagdes matematicas que retratam quantitativamente a
capacidade de adsor¢do de solutos em uma dada temperatura. Esta relacionado com a
concentragdo do adsorvato na fase s6lida e a sua concentragdo de equilibrio na fase aquosa.

A isoterma linear descreve o sistema em que a adsor¢do do soluto pelo adsorvente €

diretamente proporcional a sua concentragao em solugao.

ge = kp.Ce (®)

onde ge é a quantidade adsorvida (mg g!) e Ce é a concentragio do adsorvato na
solucdo (mg L), ambas em equilibrio; kp é a constante de proporcionalidade. Um sistema
descrito por esse modelo assinala o envolvimento de processos de fisiossor¢ao e quimiossor¢ao
durante a adsor¢ao do soluto. Assim que, a interacdo entre adsorvato e adsorvente ndo ocorre
de forma especifica.

A isoterma de Langmuir descreve o processo de adsor¢do em monocamada, onde os

sitios de adsor¢do sao energeticamente idénticos. A forma linear da equacao € representada por:

L=t ©)

de K1.qm dm

onde, K1 é a constante de adsor¢do de Langmuir (L g™!) e gm (mg g!) é a capacidade
de adsor¢ao maxima do adsorvente. Por meio do coeficiente angular e linear obtidos do grafico
Ce/q. em func¢do de C. encontramos os parametros gm € Ki.

A escolha de um modelo para avaliar o processo de adsor¢do ¢ baseada no coeficiente

de correlacao entre dados experimentais e o modelo linearizado.

7.4 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DOS [ONS METALICOS Zn(II), Cu(IT) E Ni(II)

Conquanto tenha trazido beneficios, o advento da tecnologia expos ecossistemas a
contaminacao por ions metalicos; dos quais figuram, em menor ou maior grau de toxicidade,
ions de zinco, cobre e niquel. Destarte, os biomas aquaticos sdo os mais acometidos por
receberem contaminantes provenientes da lixiviagdo e descarte de d&guas residuais

contaminadas por tais ions.
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fons metalicos existem na natureza em diversos estados de oxidacdo, ndo sdo
biodegradaveis e podem permanecer sedimentados por um longo tempo no meio ambiente na
forma de complexados com compostos organicos ou inorganicos. A bioacumulacdo desses
contaminantes acentua o problema pois acaba implicando toda uma cadeia alimentar.
(CONWAY; JOHN, 2014), (VAKILI et al., 2019)

O zinco esta presente em uma série de produtos industriais, e somente no ano de 2008
foram produzidas 11 milhdes de toneladas. Os principais produtores desse metal sdo paises
asiaticos. Como consequéncia, a contaminagao por zinco de rios e lengois freaticos nessas zonas
¢ alto. (MEKAPOGU et al., 2018), (CAO et al., 2018)

fons de zinco sdo considerados micronutrientes essenciais tanto para mamiferos como
para fitoplanctons. Esta presente em enzimas que estao associadas ao crescimento de plantas e
na regulagdo da atividade metabdlica. Em contrapartida, niveis mais elevados de concentracao
de Zn(II) possuem efeitos contrarios, limitam o crescimento de plantas e fitoplanctons e podem
causar distirbios em seres humanos.

Assim como o zinco, o cobre ¢ amplamente empregado em processos industriais,
principalmente em industrias do setor elétrico, industria agricola como fertilizante e defensivo
agricola e minerac¢do. A principal contamina¢do ambiental advém de efluentes industriais. Com
baixa solubilidade em meio aquoso, o cobre ¢ facilmente sedimentado em corpos de dgua.

fons de cobre sdo altamente bioacumulativos e toxico em concentragdes superiores a
1,3 mg L. Sua toxicidade advém de seu poder de catalisar a formagdo de radicais livres. Mais
recentemente, concentracdes elevadas de Cu(Il) estdo sendo associadas ao mal de Alzheimer
devido a uma possivel coordenagdo desse ion com proteinas envolvidas nas sinapses nervosas.
(KEPP; SQUITTI, 2019)

O niquel ¢ utilizando principalmente na manufatura do ago inoxidavel e a concentragdo
maéxima na agua doce deve ser menor ou igual a 0,025 mg L. Dos elementos citados aqui, é o
menos toxico embora em quantidades maiores que o recomendado, pode causar danos ao
coracdo e figado (BAILEY et al., 1999).

Seguramente, o cddmio ¢ um dos metais mais toxicos entre os ions Zn(II), Cu(Il) e
Ni(IT). A intoxicacdo por cadmio ¢ associada a diversos tipos de cancer, como cancer de
prostata, pancreas e pulmao, mesmo em pequenas doses. (ZHANG et al., 2017)

Niquel ¢ encontrado naturalmente com minérios de zinco, cobre e chumbo e a principal
fonte de contaminagdo por cadmio estd no despejo de efluentes industriais oriundos da

metalurgia e mineragao.
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Portanto, ¢ fundamental a eliminag¢do de ions metalicos de 4guas contaminadas antes
de serem descartadas no meio ambiente. Assim que, a adsor¢dao € um meio viavel para exercer

a remocao desses poluentes, tanto do ponto de vista econdomico como pela eficiéncia.
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GERAL

Modificar a superficie da quitosana com o ligante L1, caracterizar o novo composto e

estudar o equilibrio e a cinética de adsor¢ao na presenga de Zn(II), Cu(II) e/ou Ni(II).

8.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

= Inserir na superficie da quitosana o ligante L, por meio de rea¢des de adicao
entre o aldeido do ligante e grupos amino do biopolimero;

. Caracterizar a quitosana modificada por técnicas espectroscopicas (IV e RMN
13C) e andlise termogravimétrica (TGA);

. Reticular com glutaraldeido o derivado da quitosana afim de evitar a solubilidade
em meio acido;

. Realizar experimentos cinéticos para avaliar o modelo (pseudo primeira ordem,
pseudossegunda ordem ou intraparticula) que se ajusta melhor aos dados experimentais;

. Determinar o melhor modelo de isoterma de adsor¢ao que coaduna com valores

experimentais e obter os pardmetros de adsor¢ao (gm € Kads).
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9.  MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTACAO

9.1  MATERIAIS

9.1.1 Reagentes e solucoes

Para os ensaios de adsor¢io, solu¢des padrio (1000 mg L) contendo os ions metalicos
foram preparadas a partir da dissolugdo dos cloretos de zinco (ZnCl»), niquel (NiCl2.6H>0) ou
cobre (CuCl.5H>0) em agua deionizada. Os sais utilizados possuiam grau analitico e foram
obtidos a partir de fontes comerciais sem purificagdo prévia. As solugdes utilizadas nos
experimentos de adsor¢ao foram preparadas a partir da dilui¢ao das solugdes padrao usando a
solugdo tampdo: 0,10 mol L' NH3/NH4Clsq) (pH = 9,0-10,0). Todos os outros reagentes usados
eram de grau analitico. Para a analise no F AAS, as solucdes foram acidificadas com HNO3 1%

(V/V).

92  METODOS E INSTRUMENTACAO

9.2.1 Analise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento modelo TG-50
da Shimadzu, utilizando uma taxa de aquecimento de 10 °C min’! na faixa de temperatura de
25 -900 °C, sob atmosfera de nitrogénio na razio 50,0 ml min™'. Os parimetros cinéticos foram

determinados usando o software associado ao TG-50.

9.2.2 Caracterizacao textural

O método BET foi utilizado para determinar a 4rea superficial, o tamanho e o volume
dos poros do adsorvente. Esse método consiste na determinacao da quantidade de nitrogénio
adsorvido/dessorvido na superficie do so6lido a uma temperatura de 77 K. O equipamento
utilizado para obter as isotermas de adsor¢do/dessor¢cdo, que relaciona o volume de N>
adsorvido em equilibrio com sua pressdo parcial na fase gasosa, foi o Autosorb-1

(Quantachrome Instruments).
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9.2.3 Analise de espalhamento de luz dinAmico (DLS)

O perfil de distribuicdo dos tamanhos de particulas do Q-L1 foi obtido através da
analise de espalhamento dindmico de luz (DLS) realizada em um analisador de tamanho de
particulas Zetasizer Nanosizer (Malvern). A preparacao das amostras consistiu na dispersao das

particulas em 4gua (0,1 mg ml™!) utilizando um banho de ultrassom durante 60 min.

9.2.4 Analise de potencial zeta em func¢io do pH

O ponto de carga zero (pHpzc) foi obtido através da andlise de espalhamento
eletroforético de luz (ELS) realizada em diferentes valores de pH (2,0-11,8) usando um
analisador autotitulador MPT-2 (Malvern). A preparacdo das amostras também consistiu na
dispersdo das particulas em agua (0,1 mg ml!) utilizando um banho de ultrassom durante 60

min.

9.2.5 Espectrometria de absorcio atémica em chama (F AAS)

A concentracdo dos metais em meio aquoso foi determinada por espectrometria de
absorcdo atomica em chama (F AAS), empregando um espectrometro Varian, modelo
SpectrAA 50 equipado com um atomizador de chama ar-acetileno e lampadas de catodo oco
HLA 4S para cada metal a ser analisado. Os valores dos parametros instrumentais especificos

para cada metal usado nas determinagdes estdo na Tabela 12.

Tabela 12. Parametros instrumentais para analise dos metais por F AAS.

Metais
Parametros
Ni(I) Zn(Il Cu(I)
Largura da fenda espectral (nm) 0,2 1 0.5
Corrente da lampada (mA) 4 5 4
Comprimento de onda (nm) 232 2139 324.8

Faixa de calibragdo externa (mg L 0,0-5,0 0,0-1,0 0,0-10,0

Taxa de aspira¢do (ml min™) 7 7 4,5

Fonte: o autor
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9.3  EXPERIMENTOS DE ADSORCAO

9.3.1 Preparacao da quitosana modificada (Q-L1) pela insercio do ligante L1
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A modificacdo quimica da quitosana foi realizada por meio da reagdo de base de Schiff
entre os grupos amino da quitosana (Q) e o grupo aldeido do ligante L1. Apds a modificagdo
quimica, o adsorvente Q-L1 foi submetido a reticulacio com uma solucao de glutaraldeido a
2,5% para formar uma rede tridimensional e aumentar a resisténcia do adsorvente em solucdes
acidas e basicas (Ngah, Endud, & Mayanar, 2002). Para tanto, a quitosana foi dispersa em
metanol na propor¢ao de 1,5 mmol de ligante (L1) por mmol de glucosamina e o sistema foi
mantido sob agitagdo e refluxo por 24 h. No final da reagdo, o produto foi exaustivamente
lavado com metanol para remover o excesso de ligante e, em seguida, seco em vacuo. Na etapa
seguinte, 5 ml da solugdo de glutaraldeido (2,5%) foram adicionados gota a gota a 10 ml de
solucdo metanolica de Q-L1 (60 g L") e essa mistura foi mantida sob agitaco a temperatura
ambiente por 4 h. O soélido foi entdo filtrado, lavado exaustivamente com metanol e seco a

vacuo.
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9.3.1.1 Cinética de Adsorcdo dos Tons Zn(Il), Cu(Il) e Ni(Il)

Os experimentos de adsor¢cdo com misturas de adsorvato (Cu, Ni ou Zn) foram
realizados em frasco fechado contendo 120,0 mg de Q-L1 e 120 ml de solug¢do contendo os ions
metalicos. Apos tempos de adsor¢do predefinidos, amostras foram coletadas, centrifugadas
(10.000 rpm por 5 min), diluidas e acidificadas (4cido nitrico, 1% v / v) para determinacao da
concentracao de ion metalico residual por F AAS. Para os sistemas bindrio (Cu-Zn e Ni-Zn) e
ternario (Cu-Ni-Zn), as razdes molares para o metal dissolvido na fase aquosa foram 1: 1 ¢ 1:
1: 1, respectivamente, e a concentragio inicial total de ions era de 1,5 mmol L.

A adsorcao de metais em condic¢des basicas raramente ¢ estudada. Na verdade, alguns
autores propuseram que a adsor¢ao de cobre, zinco e niquel em concentragdes de tragos ¢ maior
em pH 9,0 do que em condic¢des acidas (Gao, Lee, Oshima, & Motomizu, 2000; Hebeish,
Elnagar, Helal, Ragab e Shaaban , 2014; Pivarciova, Rosskopfova, Galambos, & Rajec, 2014).
Assim, neste estudo, a cinética de adsorcao foi realizada em pH 9,0.

As quantidades de cada ion metélico adsorvido em Q-L1 (qi, mmol go-11™") no tempo t

(min) foram determinadas de acordo com a Equacao 10:

(Co — CV (10)

q: = WM

onde Co (mmol L) e C¢(mmol L) sdo as concentragdes de ions metalicos inicial e no tempo
t, respectivamente; V (L) € o volume total da solucdo de metal, W ¢ a massa Q-L1 e M (mg

mmol ™) é o peso atémico do ion metalico correspondente.
9.3.1.2 Isoterma de adsor¢do individual dos ions Zn(Il), Cu(ll) e Ni(1l)

Nos experimentos de equilibrio de adsor¢do com os adsorbatos monocomponentes
(Cu, Nie Zn), 20,0 mg de Q-L1 foram colocados em 30,0 ml de solugdao tamponada, em pH 9,0
para Cu (II) e Zn (II) e pH 10,0 para Ni (II). Diferentes concentragdes do ion metalico (0,1 - 2,0
mmol L) foram utilizadas. Apos atingir o equilibrio (48 h), uma aliquota apropriada foi
coletada, centrifugada, diluida, acidificada e a concentrac¢ao dos ions metalicos determinada por

F AAS.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Serdo discutidos as modificagdes realizadas na quitosana por meio da inser¢do do
ligante L e os estudos cinéticos do novo material na presenca dos ions metalicos Zn(II), Cu(II)

e Ni(II).

10.1 CARACTERIZACAO DA QUITOSANA MODIFICADA

10.1.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros de infravermelho da quitosana (Q), do ligante L e da Q-Li, estdo na
Figura 40. No espectro de infravermelho sdo observadas bandas vibracionais especificas do
biopolimero (Q): 1661 cm™ atribuida & absor¢io de C=O pertencente a estrutura -NHC=0,
1599 cm™! referente a deformacio do grupo NHz, 1075 cm™ atribuido ao estiramento a ligagio
C-O de 4lcoois primérios e 3372 cm™! relacionado ao estiramento da ligagdo O-H (MONTEIRO;
AIROLDI, 1999). O espectro de infravermelho do composto L; (Figura 40) evidencia as
principais bandas do espectro vibracional do composto Li: 3390 cm™ atribuido ao estiramento
da ligacdo O-H dos fenois, 1678 cm! referente a banda de estiramento C=0O da carbonila, 1225
cm’! atribuida a banda de estiramento C-Ofenol, 1368 cm™' atribuida a banda de deformagio
angular O-H, 759 cm™! referente a banda de deformacio angular C-Ha,, estas bandas aparecem
também no espectro da quitosana modificada (Figura 40, Q-L1).

A auséncia da banda em 1678 cm'; atribuido ao grupo carbonil do composto L1,
juntamente com o aparecimento da banda em 1632 cm™! referente ao estiramento da ligagio
imina (C=N), evidencia a modifica¢do quimica da quitosana (SILVERSTEIN RM, BASSLER
GC, 1991). Comparando os trés espectros da Figura 39 também foi possivel observar um
deslocamento para o vermelho (~ 10 cm™) nas bandas de Q-L1 quando comparadas com o
polimero livre. Isso pode ser atribuido as ligagdes de hidrogénio formadas entre o ligante e a
quitosana. Além disso, as intensidades dos picos também foram influenciadas pela formagao

do Q-L1, uma vez que a propor¢ao das ligacdes foi alterada.
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Figura 40 - Espectros na regido do infravermelho do ligante L, da quitosana (Q) e de sua respectiva

modifica¢do com o ligante L; (Q-L:).
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Fonte: o autor

10.1.2 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de carbono no estado sélido *C

NMR

A anélise do espectro de '*C NMR da quitosana (Figura 41) mostra picos com
deslocamento quimico em 58,91; 62,69; 76.,8; 84,2 e 106,7 ppm, sendo atribuidos aos carbonos
C2, C6, C3, C5, C4 e Cl, respectivamente, do polissacarideo (Figura 41). Os dois picos em
25,21 e 175,6 ppm referentes ao grupo metila e carbonila, respectivamente, estdo associados
aos grupos acetamido em decorréncia da incompleta desacetilacdo da quitina. O espectro de
RMN !3C da quitosana modificada (Li-Q) mostra picos referentes a quitosana, bem como o
aparecimento de novos picos, o que demonstra uma efetiva modificagdo no polimero (Figura

41).
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Figura 41 - Espectros de *C NMR no estado s6lido do biopolimero Q ¢ Q-L;.
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Fonte: o autor

No espectro do Q-L; sdo observados sinais na regido entre 119,1 a 158,3 ppm,
caracteristicos de compostos aromaticos. O sinal em 158,3 ppm ¢ atribuido aos carbonos
fenolicos (C-OH) do ligante L1, j& o sinal em 148,9 ppm ¢ atribuido aos carbonos aroméaticos
(C=0) das moléculas de piridina. Em 22,56 ppm ¢ observado o sinal das metilas (-CH3) ligadas
aos anéis aromaticos. O sinal em 171,5 ppm pode estar associado ao carbono alifatico do grupo

imina (C=N).
10.1.3 Analise elementar de C, He N

A porcentagem de C, H e N da quitosana (Q) e da quitosana modificada (Q-L) ¢ dada
na Tabela 13. Verificou-se que as modificagdes quimicas aumentaram a porcentagem de atomos

de C e N, confirmando a reag@o do polimero com o ligante L.

Tabela 13. Analise de CHN da quitosana (Q) e da quitosana modificada (Q-L;).

Composicao (%)

C H N
Q 39,03 7,52 6,95
Q-Li 5421 6,74 8,44

Fonte: o autor
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O grau de substituicdo (GS) do grupo -NH> da quitosana foi calculado pela Equagao
10 (LARANJEIRA et al., 2005).

_ (aC/N), - (CIN),

n

GS (10)

onde (C/N)» ¢ a razdo C/N da quitosana modificada; (C/N), ¢ a razao C/N da
quitosana original, @ e n s3o os numeros de atomos de nitrogénio e carbono
introduzidos apds a modificacdo quimica, respectivamente. O grau de substitui¢do calculado
foi de 0,73.

A capacidade de adsor¢do de derivados de carboxilato de quitosana para ions de metais
pesados parece ser dependente do grau de substituicdo (DS), da forca io6nica e pH da solucao
(Sun & Wang, 2006). Além disso, a maior capacidade de adsor¢do relatada foi de 162,5 mg de
Cu (II) por grama de NOCMCS (N, O-carboximetil-quitosana) com um grau de substitui¢do
(DS) de 0,96 (Sun & Wang, 2006).

10.1.4 Analise termogravimétrica - TGA

Na Figura 42 ¢ mostrado as curvas de TGA da quitosana (Q), do composto L; e da
quitosana modificada (Q-L1). O primeiro estagio de perda de massa (Figura 41) para todas as
amostras ocorre até 200 °C e pode estar relacionado a eliminacdo de moléculas de 4gua ou
solvente fisicamente adsorvidas ou coordenadas na sua superficie. O perfil termogravimétrico
da quitosana (Figura 41) também mostra um segundo estagio de perda de massa de 51% a
321 °C relacionado a decomposicao do biopolimero. O ligante L1 (Figura 41) apresentou outra
perda de massa de 70% que ocorreu em dois estadgios, um a 300 °C e outro a 425 °C, ambos
relacionados a sua decomposicao térmica. O perfil do Q-L1 (Figura 41) também mostrou uma
perda de massa de aproximadamente 70% que ocorreu em dois estagios, a 265 °C e 323 °C.

Este resultado sugere uma melhora na estabilidade térmica da quitosana modificada
(Q-L1) em relagdo a quitosana pura. Essa estabilidade ¢ atribuida a presenca de grupos iminas
(C=N) e anéis aromaticos fenolicos, resultando em uma estrutura mais rigida (JUSTI et al.,
2004) (ALHWAIGE; ISHIDA; QUTUBUDDIN, 2019). A reticulagdo com glutaraldeido pode
reduzir a solubilidade da quitosana em solventes aquosos em uma ampla faixa de pH e aumentar
a resisténcia a degradacao quimica ou degradagdo bioldgica de longo prazo (Hsien & Rorrer,

1995; Ngah et al., 2002; Sargin & Arslan, 2016; Varma , Deshpande, & Kennedy, 2004). Apesar
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de aumentar a resisténcia da quitosana em meios acidos e basicos (reduzindo sua solubilidade),
a reticulagdo da quitosana geralmente reduz sua capacidade de adsor¢ao por dois motivos:
reduzindo a flexibilidade da cadeia polimérica dando rigidez a estrutura e reduzindo a
capacidade da quitosana para complexar livremente com metais e, principalmente, porque a
disponibilidade de sitios amino ¢ reduzida através de sua reacdo com o agente de reticulacao

(Ngah et al., 2002; Varma et al., 2004).

Figura 42 — Andlise termogravimétrica para Q, L; e Q-L.
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Fonte: o autor

10.1.5 Caracterizacao textural

As isotermas de adsor¢do e dessor¢cdo de N» para o adsorvente Q-Li, mostradas na
Figura 42, correspondem ao tipo IV, que ¢ tipico dos adsorventes mesoporosos, de acordo com
a classificagdo TUPAC. O loop de histerese fornece um ajuste razodvel para o tipo H4, que
mostra uma estrutura de poro semelhante a uma fenda (Burwell, 1977). A é4rea superficial BET,
o tamanho do poro e o volume dos poros do adsorvente Q-L1 foram 21,21 m? g'!; 3,60 nm e
0,022 cm® g!, respectivamente. Como a quitosana geralmente possui uma pequena area
superficial (~ 3 m? g!) (Upadhyay, Sreedhar, Singh, Patel & Anitha, 2021), o valor encontrado
neste estudo indica que as modificagdes no biopolimero podem ter promovido um aumento em

sua area de superficie.
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Figura 43 - Isotermas de adsor¢do e dessor¢ao de nitrogénio (77 K) do adsorvente Q-L;.
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10.1.6 Potencial zeta em funcio do pH

A curva de titulagdo do potencial zeta obtida para Q-L; (Figura 43) fornece
informacdes sobre a natureza da carga na superficie desse adsorvente quando adicionado em
meio aquoso. O pHpzc da quitosana modificada (Q-Li) ocorreu em pH 2,5 (Figura 43) e,
portanto, em todas as condi¢des experimentais de pH aplicadas neste estudo (pH 9,0 e 10,0), a
superficie solida estava carregada negativamente, devido a desprotonagao dos grupos fendlicos
presentes na estrutura do ligante L. A adsor¢do de cations ¢, portanto, favorecida em pH>
pHpzc. Por outro lado, em pH abaixo de pHpzc, a protonagao das aminas terciarias ocorrera na
estrutura do ligante L e das aminas primdrias na estrutura quitosana, tornando a superficie
adsorvente carregada positivamente e dificultando a adsor¢do de ions metélicos (Igberase &

Osifo, 2015).

Figura 44 - Potencial zeta em fung¢do do pH para o Q-L; disperso em agua destilada. [Q-L;] = 0,1 mg

ml.
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10.1.7 Analise de espalhamento de luz dinamico (DLS)

A distribuicdo de tamanhos de particulas obtida para a quitosana modificada ¢
mostrada na Figura 44. As particulas de quitosana modificada tém duas distribuigdes de
tamanho, ambas centradas na faixa caracteristica de particulas micrométricas, ou seja, 100 nm
-100 pm (Vert et al., 2012). Um pequeno niimero de particulas (15,6%) na faixa de 50 a 190 nm
com pico maximo em 105 nm e a maioria das particulas (84,4%) entre 220 ¢ 715 nm com pico
maximo em 400 nm (Figura 44). O tamanho das particulas depende do grau de substitui¢ao e
do grau de desacetilacdo da quitosana (Skorik, Petrova, Okatova, Strelina, & Gasilova, 2016).
Particulas menores podem estar relacionadas a algumas macromoléculas individuais de
quitosana modificada e particulas maiores podem ser formadas pela agregacdo de pequenas

particulas promovidas por reticulacao com glutaraldeido.



111

Figura 45 - Distribuigdo de tamanhos de particulas do adsorvente Q-L; disperso em 4gua destilada. [Q-

Li]=0,1 mgml™.
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102 ESTUDOS DE ADSORCAO DE Zn(Il), Cu(ll) E Ni(Il) PELA QUITOSANA
MODIFICADA

10.2.1 Complexacio e cinética de adsorcio pela quitosana funcionalizada

O ligante assimétrico L1 contém duas por¢des de coordenagdo potencialmente
distintas, o que facilita a geragdo de complexos homo e heterodinucleares de valéncia mista.
Virios complexos com metais do bloco d, como Fe (III) Zn (1), Fe (IIT) Cu (II) e Mn (III) Mn
(IT), entre outros, tém sido relatados (Franzoi, Peralta, Neves, & Vieira, 2009; Neves et al.,
2007; Peralta et al., 2010). Em estudos anteriores, foi estabelecido que, para todos esses casos,
a acidez dos ions metalicos auxilia na desprotonacao dos grupos fenol presentes no ligante. A
Figura 45 mostra a cinética da adsor¢ao de ions metalicos para sistemas multicomponentes.
Pode-se observar que os ions Cu (II) sdo seletivamente adsorvidos tanto no sistema binario
Cu(I)-Zn(II) (Figura 45a) quanto no sistema ternario Cu(Il)-Zn(IT)-Ni(II) ternario (Figura 45c).
Isto esta de acordo com outros resultados para adsorcao de metal em quitosana modificada
(Vold, Vérum, Guibal, & Smidsred, 2003). Por outro lado, nenhuma seletividade significativa

foi observada na ligagdo de ions no sistema binario Zn(II)-Ni(II) (Figura 45b). Estes resultados
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correspondem a ordem do raio idnico hidratado: Cu(Il) (2,95 A) <Ni(II) (4,04 A) <Zn(II) (4,30
A).

E importante mencionar que ndo foi observada precipitacdo de fons metalicos em pH
9,0. Isso se deve a adi¢ao da solugdo tampao (NH3/NH4Cl), a forca idnica e ao uso de solugdes
com baixa concentragdo desses ions (Krishnapriya & Kandaswamy, 2009). A adi¢do de uma
solucdo tampao contendo amoénia promove a formacdo de complexos de amina com ions
metalicos que previnem a formagao de hidréxidos metalicos pouco soluveis em pH basico. De
acordo com Zhang et al. (2018), 0 M(NH3)m>" formado ap6s a adi¢do da solu¢do de cloreto de
amonio tem o efeito de armazenar e liberar o M?" durante a adsorc¢io de ions de cobre, ha,
portanto, um deslocamento continuo do equilibrio dindmico entre os componentes da solugao.
Para os sistemas binarios ou ternarios (Tabela 14), observou-se efeito competitivo entre

adsorc¢ao de Cu(II), Ni(Il) e Zn(II), com adsor¢ao preferencial de Cu(II).
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Figura 46 - Cinética de adsor¢do de Zn(II), Cu(Il) e Ni(Il) a partir de misturas multicomponentes
usando como adsorvente o Q-L1: (a) Zn-Cu; (b) Zn-Ni; e (¢) Zn-Cu-Ni. [M (II)] total = 1,5 mmol L!;
pH=9,0;[Q-L1]=1gL"% T=250+1,0°C.
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Tabela 14. Capacidades de adsor¢do experimental do Q-L; para Cu (II), Ni(Il) e Zn(II) obtidas a partir

dos estudos cinéticos com sistemas multicomponentes. [M(II)]= 1.5 mmol L'; [Q-L,]=1 g L'!; pH= 9.0.

Razio molar ge (mmol go..1™")

Cu:Ni:Zn Cu(Il) Ni(Il) Zn(II) Total*
1:0:1 0,398 - 0,072 0,470
0:1:1 - 0,149 0,196 0,345
1:1:1 0,278 0,027 0,053 0,358

*Qe,Total € @ quantidade total de ions metalicos adsorvidos por unidade de massa do Q-Li, onde qe tota= ge,cu t e,zn

+ qe,Ni-

Neste estudo, modelos cinéticos nao lineares foram aplicados aos dados de adsorc¢ao
experimental para investigar a etapa que limita a velocidade do processo (Nascimento Junior,
Silva, & Vieira, 2019). Os modelos de pseudo primeira ordem (PPO — Equacgao 11), pseudo
segunda ordem (PSO — Equacao 12) e difusdo intraparticula (DI — Equag¢do 13) foram ajustados
aos dados experimentais por analise de regressao ndo linear usando Software OriginPro® 8.0.
O modelo de resisténcia de transferéncia de massa externa (RTME — Equacdes 14 e 15) foi
ajustado aos dados experimentais utilizando o software MATLAB ®2013a, seguindo a

abordagem de Robazza, Teleken, Galvao, Miorelli, & Stolf (2017), Inukai et al. (1998).

qr = qo(1 — e k1t) (11
2kt
ge = ——t (12)
gkt +1
q. = kipt? +C (13)
dc

d_tt = —kunr(Ce — Cp) (14)

de kMTV 2
= 1+k¢C,) (c,—cC 15
dt WkaL( + KL p) ( t P) ( )

onde ki (min) e k2 (go-L1 mmol™! min™!) sdo as constantes da taxa de adsor¢do dos modelos
PPO e PSO, respectivamente; kip (mmol go.r.1”' min'/?) é a constante de taxa do modelo de DI;
kvt (min') é a constante de taxa de transferéncia de massa externa; q¢ (mmol go.1™") ¢é a

quantidade de ion metélico adsorvido no tempo t (min); qe (mmol go-1™') denota a quantidade



115

de ion metélico adsorvido em equilibrio; C (mmol go-L1™') é uma constante do modelo de DI;
C¢ (mmol L) é a concentragdo do ion metalico no tempo t; C, (mmol L) é a concentragio do
ion metélico na camada limite em torno da particula adsorvente; ki (L mmol™) é a constante de
afinidade de Langmuir; e gm (mmol go.L1™") ¢ a capacidade maxima de adsor¢do do adsorvente.

O ajuste dos modelos de PPO e PSO aos dados experimentais sobre a adsor¢ao de ions
metalicos pelo adsorvente Q-Li nos sistemas binario (Cu-Zn e Zn-Ni) e ternario (Cu-Ni-Zn)
pode ser visto nas Figuras 46-48. Os parametros cinéticos obtidos para todos os modelos sao

mostrados na Tabela 15.
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Figura 47 - Ajuste dos modelos de pseudo primeira ordem e pseudossegunda ordem (PPO e PSO,
respectivamente) aos dados experimentais para adsor¢ao de Cu (a), Zn (b) e Ni (¢) pelo adsorvente Q-

Li no sistema ternario (Cu-Ni-Zn).
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Figura 48 - Ajuste dos modelos de pseudo primeira ordem e pseudo segunda ordem (PFO e PSO,
respectivamente) aos dados experimentais para adsor¢ao de Cu (a) e Zn (b) pelo adsorvente Q-L; no

sistema binario (Cu-Zn).
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Figura 49 - Ajuste do modelo de pseudo primeira e pseudo segunda ordem (PFO e PSO,
respectivamente) aos dados experimentais de adsor¢do de Zn (a) e Ni (b) pelo adsorvente Q-L; no

sistema binario (Zn-Ni).
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Os modelos DI e RTME ndo descreveram adequadamente os dados experimentais
conforme ilustrado na Tabela 15 pelos baixos valores de R%, . Tal resultado indica que os
fendmenos de transferéncia de massa ndo sao o principal fator limitante no processo de adsor¢ao
de niquel e zinco. O modelo RTME apresentou boa concordancia com os dados experimentais
apenas no caso dos perfis cinéticos de cobre, indicando que a etapa limitante da velocidade ¢ a

difusdo para o filme liquido préximo as particulas do biosorvente.
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Tabela 15. Pardmetros obtidos e estimados para o ajuste dos modelos cinéticos aos dados

experimentais de adsor¢do de Cu(Il), Ni(Il) e Zn(II) utilizando Q-L,.

Cobre Niquel Zinco
Modelo Pariametros
Cu-Zn Cu-Ni-Zn Ni-Zn Cu-Ni-Zn | Cu-Zn Ni-Zn Cu-Ni-Zn
(e,exp (mmol/g) 0,398 0,278 0,149 0,027 0,072 0,196 0,053
qe (mmol/g) 0,414 0,322 0,147 0,024 0,060 0,191 0,051
PPO ki (min') 8,74x10 6,82x10 0,011 0,025 0,020 0,010 0,044
R2, 0,9467 0,9865 0,8453 0,8786 0,8733  0,7424 0,9078
qe (mmol/g) 0,547 0,467 0,152 0,025 0,063 0,202 0,053
PSO k2 (g mmol! min™) 1,47x1073 1,10x1073 0,111 2,570 0,513 0,082 1,820
R2, 0,9551 0,9871 0,8781 0,8693 0,9298  0,7654 0,9242
krm (min) 4,56x10* 4,22x10*
RTME n.a. n.a n.a n.a n.a.
R2, 0,9349 0,9823

*R2, = coeficiente de determinagdo ajustado.

**p.a. = ndo aplicavel se R?, <0,70.

Pode-se observar também na Tabela 15 que as constantes cinéticas de pseudo segunda

ordem para sistemas binarios ou ternarios diminuem na ordem Cu(II) >> Ni(Il) ~ Zn(II). E

consenso que a seletividade adsortiva aumenta com a reducdo do raio i6nico hidratado para

cations de mesma valéncia (Costa, Silva, & Vieira, 2018). Além disso, embora o nimero de

membros do anel quelato favorega a coordena¢do com metais maiores (Figura 49), a distor¢ao

Jahn-Teller do ion cobre aumenta as constantes de equilibrio para este metal (Justi, Favere,

Laranjeira, Neves, & Peralta, 2005). Por outro lado, a quelacao de metais também pode ocorrer

por meio de grupos hidroxila e amina presentes na superficie da quitosana modificada (Brido,

Andrade, Silva, & Vieira, 2020; Hebeish et al., 2014).
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Figura 50 - Possiveis interagdes metal - ligante em Q-L;. M = Cu(II), Ni(II) e Zn(II).
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A cinética de adsor¢do de cations na quitosana funcionalizada ¢ frequentemente
descrita de acordo com o modelo de pseudo segunda ordem (ABDELRAHMAN; HEGAZEY,
2019; JUSTI et al., 2005; WAN NGAH; TEONG; HANAFIAH, 2011), sendo o processo
controlado pela reacdo de adsor¢do na interface liquido solido do adsorvente (Pignatello &

Xing, 1996).
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10.2.2 Isoterma de adsorcao de Zn(Il), Cu(II) e Ni(II) pela Q-Li

As isotermas de adsorcao para Cu(Il), Zn(II) e Ni(II) em Q-L; s@o mostradas na Figura
50. A relagdo entre a quantidade de ions Cu(Il) adsorvidos na superficie adsorvente e a
concentragao de ions Cu(Il) na fase aquosa em equilibrio mostra que a capacidade de adsorcao
na superficie Q-L; aumenta com a concentragdo de ions metalicos, até a saturagao do
adsorvente. Um dos modelos mais simples que podem ser usados para descrever a adsor¢ao de

equilibrio ¢ a equagdo de Langmuir, Equacdo 16 (Pignatello & Xing, 1996).

_ qmKL G,
de

S A+K.C) (16)

onde ge (mmol g!) é a quantidade adsorvida no equilibrio, gm (mmol g'!) é a capacidade maxima
de adsorcdo do adsorvente, K1 (L mmol™') é a constante de adsor¢do de Langmuir e Ce (mmol
L!) é a concentragdo de adsorbato em equilibrio na solugdo. Os pardmetros K1 e qm do modelo
de Langmuir para a isoterma de adsor¢dao de Cu(Il) foram obtidos a partir da analise de
regressao ndo linear usando o software OriginPro® 8.0 e sdo mostrados na Tabela 16. Este
modelo forneceu o ajuste ideal para os dados experimentais em pH 9.0 (Figura 50a), sugerindo
um processo de adsorcdo em monocamada (Sun, Zhang, & Tao, 2019). Por outro lado, a
quantidade de ions Zn(II) e Ni(II) adsorvidos na superficie do Q-L; em equilibrio com os ions
da fase aquosa mostraram uma relacdo linear (Figura 50b e c¢). Nestes casos, o modelo de

isoterma linear pode ser usado (Equagao 17):

qe = KpCe (8)

onde g € C. sdo a quantidade adsorvida (mmol go-11™!) e a concentraciio de adsorbato (mmol L
1 no equilibrio e Kp (L go-.17!) é a constante de distribuicdo (Gharaibeh, Abu-el-sha 'r, & Al-
Kofahi, 1998). Os ions Zn(II) e Ni(II) apresentaram valores de Kp semelhantes (Tabela 16),
indicando afinidade semelhante pelo adsorvente. Esta relagdo linear das isotermas de adsor¢ao
para a adsor¢do de Zn(II) e Ni(Il) pelo adsorvente Q-L; sugere uma combinacdo de processos

de fisissor¢@o e/ou quimissor¢do (Arican, Gokcay, & Yetis, 2002).
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Figura 51 - Isotermas para adsor¢ao de Cu(Il), Zn(II) e Ni(Il) pelo Q-L; a 25 ° C. Cu(Il) e Zn(Il) em

pH 9,0; e Ni(I) em pH 10,0.
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Tabela 16. Parametros de adsor¢do dos ions Cu(Il), Zn(II) e Ni(II) pelo Q-L1 de acordo com os

modelos Langmuir e linear.

, . Langmuir Linear
Ion metalico R?
K (L mmol™) gm (mmol g™ Kp(L gh)
Cu(II) 3,588 0,404 1,450* 09113
Zn(Il) - ; 0,860 0,9875
Ni(Il) - 0,835 0,9942
>kl{D:I(Lqm

Foi realizada uma comparagao entre os modelos isotérmicos para a adsor¢ao de metais

pelo adsorvente sintetizado e outros adsorventes descritos na literatura, incluindo quitosana

pura (Tabela 17). A maioria dos estudos foi realizada considerando sistemas monocomponente

e experimentos de adsor¢ao em pH na faixa de 5,0- ,0 para Ni(I) e 5,0-7,0 para Cu(Il) e Zn(II)

(Tabela 17). A capacidade de adsor¢ao de cobre, zinco e niquel em quitosana pura esta na faixa

de 0,002 - 2,8 mmol g!' (Tabela 17), mas é importante ressaltar que os sistemas de adsor¢io

multicomponente podem ser afetados por efeitos competitivos e/ou sinérgicos.

Tabela 17. Comparagdo dos pardmetros obtidos a partir das isotermas de adsor¢cdo de Cu(Il), Zn(Il) e

Ni(Il) no Q-L; com outros adsorventes.

Metal Adsorvente Modelo pH qm(mmol g)  Kp(L g Ref.
Quitosana comercial Langmuir 4.7-5.4 2.75 10.5322 (Wu, Tseng, & Juang, 1999)
. , ) ) (Huang, Chung, & Liou,
Quitosana em po 5.0 0.712 1996)
. . (Saiano, Ciofalo, Olga
Quitosana pura Langmuir 6.0 0.290 0.140 Cacciola, & Ramirez, 2005)
Quitosana em flocos Langmuir 7.0 0.319 970 (Bassi, Praszhgéb;& Simpson,
Quitosana —cascade .o ie 6.0 0.266 0.050° (Chu, 2002)
camario
. (Ngah, Kamari, & Koay,
a
Esferas de quitosana Langmuir 6.0 0.510 74.63 2004)
Quitosana modificada com . (Vasconcelos, Guibal, Laus,
glutaraldeido Langmuir >-8 0.78 8.1 Vitali, & Favere, 2009)
Cu(Il) Quitosana funcionalizada Langmuir 55 1.722 2933 (Justi, Laranjeira, Neves,
com HLP : ’ ’ Mangrich, & Favere, 2004)
Qultosa“i(fr‘ﬂ‘i‘f“al‘zada Langmuir 8.5 1.300 31.9822 K;ﬁ;sslx‘;‘:fy‘yg(fgg)
Qultosallz:) r1‘;11/1;:]13(1111al1zada Langmuir 50 7880 10.685¢ (Igberase, Ozs(l)f]07,)& Ofomaja,
Quitosana l;iféesnda €M | angmuir  4.0-5.0 1.383 0.967* (P"p“;"b\ggfiy;’olgg;idu’ &
Quitosana — fibrasde . oo ir 6.5 0.285 2.593¢ (Zhang et al., 2008)
algoddo
Lignina Langmuir 5.5 0.360 9.857% (Guo, Zhang, & Shan, 2008)
C"p"hme‘f;’lsuifsznxem’ % Langmuir - 0.19-024  1.42-2.25 (Oklgjmhzg;sofggg;e’ &
Fibras lignocelulésicas .o ie 55 0.132 0.42¢ (Shukla & Pai, 2005)

(juta)
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Composgos de Si/Fe e Langmuir i 0.72-1.15 4.99.30298 (Abdelrahman & Hegazey,
quitosana 2019)
Quitosana funcionalizada Langmuir 9.0 0.404 1.450° Este trabalho
com L
. . (Karthikeyan, Anbalagan, &
Quitosana Langmuir 7.0 0.018 170.3 Andal, 2004)
Quitosana pura Langmuir 6.0 0.135 0.030 (Saiano et al., 2005)
Quitosana em flocos Langmuir 7.0 0.178 530 (Bassi et al., 2000)
Quitosana modificada com . (Vitali, Laranjeira,
Zn(in) glutaraldeido Langmuir 7.0 0.171 296 Gongalves, & Févere, 2008)
Quitosana reticulada com . (Chen, Yang, Chen, Chen, &
complexo de metal Langmuir >0 0.231 3730 Chen, 2009)
Casca carbonizada de . . (Telkapalliwar & Shivankar,
Acacia nilotica Langmuir 4.0 0.492 25.613 2018)
Fibras hg(’ill‘l’gluloswas Langmuir 5.9 0.122 0.173% (Shukla & Pai, 2005)
Quitosana funcionalizada . a
com AB¢ Langmuir 6.0 1.760 1.514 (Igberase et al., 2017)
Lignina Langmuir 55 0.173 2.3012 (Guo et al., 2008)
Quitosana funcionalizada Linear 9.0 - 0.860 Este trabalho
com L
Quitosana Langmuir 5.0 2714 67301s  (Pivartiovd, Rosskopfova,

Galambos, & Rajec, 2014)
Quitosana pura Langmuir 6.0 0.103 0.030 (Saiano et al., 2005)

Quitosana — casca de (Pradhan, Shukla, & Dorris,

camario ) 90 0.0016 ) 2005)
Quitosana reticulada com o i 5 0.645 1130 (Chen et al., 2009)
complexo de metal
Quitosana funcionalizada . a (Justi, Favere, Laranjeira,
com HLP Langmuir 3.0 0.164 7.296 Neves, & Peralta, 2005)
Quitosana funcionalizada . a (Krishnapriya &
com Le Langmuir 8.5 0.756 4.133 Kandaswamy, 2009)
Ny Quitosana i,{féesnda €OM | angmuir  4.0-5.0 2.053 42170 (Popuri et al., 2009)
Fibras h%lli’t‘;‘)ﬂulosmas Langmuir 6.6 0.095 0.52° (Shukla & Pai, 2005)
Quitosana funcionalizada . a
com AB¢ Langmuir 7.0 2.800 3.724 (Igberase et al., 2017)
Quitosana —fibrasde -, i 65 0.145 0.214 (Zhang et al., 2008)
algodao
Lignina Langmuir 55 0.102 1.503%2 (Guo et al., 2008)
Compos@os de Si/Fee Langmuir i 0.80-1.31 5.30-27.98 (Abdelrahman & Hegazey,
quitosana 2019)
Quitosana funcionalizada Linear 10.0 - 0.835 Este trabalho
com L

gm (mg g™") — capacidade méxima de adsor¢do do adsorvente

Kb (L g™ — constante de distribuigdo

2Kp=KL.qm

YHL - 2 [-bis-(piridilmetil)aminometil]4-metil-6- formil-fenol
¢L - 6,6 -piperazina-1,4-diildimetilenobis(4-metil-2-formil)fenol
4 AB - Acido 4-aminobenzoico

No caso dos ions Cu(Il), o modelo de Langmuir foi usado em todos os casos. O valor
gm para Q-L1 ndo € o mais alto na Tabela 17, mas € maior do que aqueles relatados para muitos
adsorventes baseados em celulose, lignocelulose, lignina e fibra de algoddo revestida com
quitosana. Em relagdo a quitosana funcionalizada, especialmente com HL (2 [-bis-(piridilmetil)

aminometil[4-metil-6- formil-fenol) (Justi et al., 2005), o valor de qm para a adsor¢ao de ions
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de Cu( II) pelo Q-L; foi menor. Isso pode ser devido ao maior efeito estérico produzido pela
planaridade dos grupos fenol e piridina do ligante empregado neste estudo (Figura 49),
limitando o niimero de moléculas que podem ser ancoradas na quitosana. Também pode estar
associado ao fato de que as constantes de formacao, entre os ions metalicos e o ligante, sdo
menores quando a complexacdo do ligante envolve um segundo ion metalico, e um complexo
binuclear ¢ formado. Além disso, como o grupo imina foi mantido, houve diminuigao dos sitios
de coordenacdo do material em relagcdao ao HL.

No caso da adsorc¢do de ions Zn(II) e Ni(Il) por diferentes adsorventes, o modelo de
Langmuir também predomina (Tabela 17) enquanto os resultados de Q-L; seguiram o modelo
linear para esses metais. De acordo com as isotermas, g pode atingir valores proximos a 1,0 e
1,4 mmol g! para Zn (II) e Ni(II), respectivamente. Esses valores sdo superiores aos relatados

para a maioria dos adsorventes citados.
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11 CONCLUSOES

Tanto os pro-ligantes como os novos ligantes contento o grupo naftaleno e o ligante
L; foram caracterizados por IV, RMN 'H e CHN e auferidos bons rendimentos com grau de
pureza adequados para a obten¢do de compostos de coordenacdo descritos neste trabalho.

A segunda esfera de coordenacao foi observada nos estudos cinéticos de hidrolise do
substrato modelo 2,4-bdnpp. Os complexos 2 ¢ 3 contendo uma cadeia lateral com maior
numero de carbonos se mostraram mais efetivos na hidrolise do substrato. Em contra partida, o
complexo 1 foi o mais ativo nos testes com DNA comparados aos dois anteriores. Quando
comparados ao complexo Fe'Zn'-L; o complexo 1 se mostrou menos efetivo na clivagem
hidrolitica do substrato. Os complexos 2 e 3 mostram valores de K significativamente maiores
0 que sugere que os grupos amino dos complexos exercem efeitos de segunda esfera de
coordenagao.

A modificacdo quimica do biopolimero quitosana com o agente quelante L1 originou
um novo material adequado para a adsor¢@o dos ions metéalicos Zn (II), Cu (II) e Ni (I). Esta
modificagdo quimica da quitosana, seguida de reticulacdo com glutaraldeido, produziu uma
rede tridimensional com maior resisténcia em solucdes acidas e basicas e estabilidade térmica.
O pHpc, do soélido ¢ 2,5 e, portanto, Q-L; ¢ um adsorvente potencialmente util para a remogao
de espécies catidnicas dissolvidas em 4gua em uma grande faixa de pH (pH> 2,5). O mecanismo
indicado pela cinética de adsor¢ao foi aquele associado ao modelo de pseudo segunda ordem
para todos os sistemas estudados, pois este proporcionou a melhor correlagdo com os dados
experimentais. Os modelos de isoterma de adsor¢do que apresentaram melhor correlagdo com
os dados experimentais foram o modelo de Langmuir para os ions Cu (II) e o modelo linear
para os ions Zn (II) e Ni (II). Em solucdes aquosas binarias ou ternarias, Cu (II) ¢é

preferencialmente adsorvido em Q-L; na presenga de ions Zn (II) ou Ni (II).

12 PERSPECTIVAS

Para uma melhor caracterizacdo dos complexos podem ser realizados experimentos de ESI
(electrospray ionization) que podem fornecer dados importantes com relagdo as espécies em
solugdo. Experimentos de eletroquimica (voltametria ciclica e onda quadrada) também serdo

uteis para caracterizar as espécies ativas na hidrélise do substrato.
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Como os complexos aqui sintetizados apresentaram uma forte atividade na clivagem
do DNA plasmidial, outros experimentos como o experimento do efeito do pH para caracterizar
a atividade dos complexos. Efeito da forca iOnica para medir a magnitude das interagdes
eletrostaticas entre os complexos e DNA plasmidial.

Por fim, nos estudos de adsor¢ao, como o material utilizado nao foi reduzido; ou seja,
a ligagdo entre a quitosana e o ligante L foi mantida na forma de imina, abre a possibilidade
para estudar o comportamento do novo material na forma reduzida (amina) e medir em que

extensdo essas mudangas afeta a adsor¢ao dos ions Zn(II), Ni(II) e Cu(II).
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