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RESUMO

O trabalho consiste em sintetizar e estudar amostras de cobalto e zinco contendo
hidrolisados proteicos do soro do leite. A motivacdo do trabalho esta centrada no
fato deste ser um material altamente nutritivo, podendo portanto ser aproveitado
como suprimento alimentar. A literatura recente tem reportado o fato de que a
biodisponibilidade de oligoelementos, quando administrados na forma quelatada, é
aumentada em comparagdo com 0s sais inorganicos, comumente utilizados como
fontes de minerais. Como objetivo secundario, tem-se a responsabilidade ambiental
de evitar o descarte inadequado do soro de leite pelas industrias de laticinios, ja que
trata-se de um produto altamente poluente (DBO da ordem de 25.000 - 80.000 mg
O2/L). A fase inicial do trabalho foi realizada no Laboratério de Enzimologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara e consistiu nas
etapas de obtencgédo, tratamento, hidrélise enzimatica e liofilizacdo do soro do leite.
Os resultados obtidos da eletroforese SDS-PAGE e dos aminogramas permitiram
concluir que a hidrdlise conduziu a formacao de aminoacidos. A segunda fase do
trabalho, realizada no Departamento de Quimica Geral e Inorgénica deste Instituto,
compreendeu a sintese e estudo das diversas amostras obtidas, contendo cobalto
ou zinco e o hidrolisado proteico, dependendo da rota de sintese escolhida e/ou das
condicGes reacionais utilizadas (natureza do material de partida, solvente, pH,
temperatura, etc.). A idéia maior do projeto é que essas amostras de coordenacao
contendo ligantes de origem natural possam integrar uma lista multimineral a ser
testada posteriormente como metalofarmacos (Ag, Pd, Pt) ou substéncias
nutracéuticas (Cu, Zn, Co, Fe).

Palavras-chave: Cobalto(ll). Zinco(ll). Soro do leite. Ligantes de origem natural.
Metalofarmacos. Substancias nutracéuticas.



ABSTRACT

This study consists of synthesis and evaluation of cobalt and zinc compounds
containing proteic hydrolyzates from whey. The motivation of the study is focused on
the fact that is a highly nutritive material, which can be used, therefore, as food
supply. The recent literature has reported that the bioavailability of trace elements,
when administrated in the chelated form, is increased in comparison with the
inorganic salts, mostly used as minerals sources. As a secondary objective, it has
environmental responsibility to avoid the inappropriate discard of the whey by dairy
industries, since it is a highly pollutant product (iological Oxygen Demand of the order
of 25,000 - 80,000 mg O./L). The initial stage of the study was performed in the
laboratory of enzymology, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas of UNESP -
Araraquara and consisted in the steps of extraction, treatment, hydrolysis and freeze-
drying of the whey. The results from SDS-PAGE electrophoresis and aminograms
revealed that the enzymatic hydrolysis was effective and led to the release of amino
acids. The second stage of the study, performed on Departamento de Quimica Geral
e Inorganica of this Institute, comprised the synthesis and study of the several
compounds obtained containing cobalt or zinc ions and the proteic hydrolyzate, by
different synthetic routes and experimental conditions (such as material nature,
solvent, pH, temperature, etc.). The major goal of the project is that different
coordination compounds containing natural ligands could compose a multimineral list
to be tested as metallodrugs (Ag, Pd, Pt) or nutraceutical substances (Cu, Zn, Co,
Fe).

Keywords: Cobalt(ll). Zinc(ll). Whey. Natural ligands. Metallodrugs. Nutraceutical
substances.
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1 INTRODUCAO

Os compostos inorganicos asseguram a existéncia dos seres vivos no
planeta. Suas funcbes biolégicas sao determinadas por suas estruturas,
composicoes e propriedades quimicas. A sistematizacdo dos compostos inorganicos
que estao presentes no meio bioldégico ou que nele sejam incorporados com fins
medicinais constitui o ramo da Quimica Bioinorganica.’

Os elementos encontrados em pequenas quantidades (mg/kg ou ppm) no
organismo sdo chamados de elementos tracos, microelementos ou oligoelementos,
como exemplos, o cobalto e o zinco. Os elementos tracos podem desempenhar trés
importantes fungées no nosso organismo, sendo estas: estrutural, catalisadora e
fisico-quimica® e suas concentracdes variam em funcdo do tipo de tecido. De um
modo geral, limites estreitos sdo mantidos para a integridade e funcionalidade dos
tecidos, visando niveis satisfatorios para o crescimento e manutencao da vida.

Enzimas que utilizam ions metalicos como cofatores para diminuir a energia
de ativacdo de rompimento das ligacdes quimicas sao chamadas de
metaloenzimas.® Como sera visto mais adiante nesse texto, o zinco, por exemplo,
atua como centro catalitico em mais de 200 metaloenzimas nos tecidos humanos,
como na anidrase carbbnica presente nos eritrocitos (glébulos vermelhos), que
participam do transporte do didéxido de carbono desde os tecidos até os pulmdes. A
enzima é responsavel pela conversao catalitica entre a agua e CO; na formagéo do
acido carbdnico. A desidratacdo do acido carbbnico libera CO,, que abandona o
eritrécito, passando para o plasma sanguineo e deste para o ar pulmonar, processo
importante na respiracao.

No que diz respeito a participacao desses elementos na alimentacao animal,
o principal obstaculo para a criacdo de rebanhos em quase todas as regides do
mundo é a deficiéncia do cobalto, zinco e cobre. A subnutricdo mineral é o principal
fator que limita a criagdo dos animais nos pastos e, a suplementagdo mineral na
racao utilizando estes ions metélicos torna-se necessaria.*

De acordo com Morais et al® e Gonzalez® as principais deficiéncias dos
elementos tragos nos ruminantes no Brasil estao relacionadas ao cobalto e ao cobre.

Estas deficiéncias sdo devidas as pastagens de algumas regides do Brasil que
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apresentam um solo com excesso de manganés ou condicdes muito alcalinas, que

dificulta a absorgéo destes microelementos pelas plantas.
1.1 Cobalto

1.1.1 A Quimica do cobalto

O cobalto € um metal de transicdo do Grupo 9 da tabela periédica e apresenta
dois estados de oxidagdo mais comuns, Co(ll) e Co(lll), podendo, no entanto, se
encontrar também nos estados de oxidacdo’ de +1 a +4.

O ion Co(ll) tem configuragao eletrdnica 3d”, e os complexos de Co(ll) podem
apresentar geometrias tetraédricas ou octaédricas preferencialmente. Como a
diferenca de estabilidade entre as duas formas € pequena, elas podem coexistir em
equilibrio. O fon [Co(H20)e]**, bem como a maioria dos complexos octaédricos de
Co(ll), sado de spin alto. Os complexos tetraédricos também sdo comuns e em geral
mais coloridos (azuis, verdes) do que os complexos octaédricos (rosa, purpura).®®

O Co(lll), por sua vez, em solucdo, pode formar adutos de oxigénio, um dos
quais na forma dinuclear, cujos centros metélicos estdo interconectados por pontes
u-peroxido. Essas espécies apresentam coloragdo marrom e estao representadas na
Figura 6 do item 1.5 desse texto.®

1.1.2 A importancia biolégica do cobalto
O elemento cobalto é um constituinte essencial do solo fértil e esta presente
em algumas enzimas e também no centro ativo da molécula da Vitamina B12 (4%),

ilustrada na Figura 1,"" a qual apresenta estocada no figado.?®
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Figura 1 - Estrutura da Vitamina B..

Fonte: Paniz, et al. (2005, p. 325).

A digestao dos ruminantes ocorre por um mecanismo particular, diferenciado
dos demais animais. Os animais que fazem parte deste grupo sdo os bovinos,
ovinos, caprinos, bubalinos, girafas, veados e muitas vezes, até os camelos e as
Ihamas, por possuirem um complexo estémago, com trés ou quatro compartimentos.
Estes dois ultimos sao excec¢des, pois ndo fazem parte desta sub-ordem.

Os ruminantes se alimentam basicamente de vegetais (folhagens), portanto
sdo considerados herbivoros (consumidores de primeira ordem). Ao longo do
aparelho digestorio, coexistem bactérias e protozoarios que processam a digestdo
quimica da celulose, o polissacarideo responsavel pela estruturacdo da parede
celulésica das células vegetais, conferindo maior aproveitamento energético aos
ruminantes. Os 6rgaos envolvidos neste processo digestivo realizam a digestao
mecanica, proporcionando a fragmentacao dos alimentos ingeridos, inicialmente por
meio da mastigacao efetivada na cavidade bucal, apresentando denticdo homodonte
(dentes com igual formato e funcdo — maceragdo). Em seguida o alimento é
conduzido até o rumen (ou panga) por intermédio do eséfago. Apds o
processamento do alimento no rimen, o bolo alimentar formado € transportado até o
préximo compartimento denominado por reticulo (ou barrete), o qual se comunica
com outra cavidade, o omaso (ou folhoso) e deste em direcdo ao abomaso (ou
coagulador). Portanto, toda a extensdo do aparelho digestério desses animais €

formada por um conjunto contendo quatro cavidades, assim caracterizada: rumen,
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reticulo, omaso e abomaso, e funcionamento subdividido em duas etapas. Na
primeira etapa o alimento € mastigado e enviado para o rumen e o reticulo. Na
segunda, o bolo alimentar regurgitado retorna a boca através de contragdes
similares as que provocam o vomito, sendo novamente mastigado e posteriormente
deglutido em direcdo ao omaso e abomaso.

Nos ruminantes, a exigéncia de cobalto é maior, pois 0s microrganismos
localizados em seu rdmen sintetizam a vitamina Biz (cianocobalamina)'®'?,
tornando-os mais dependentes desse ion metdlico em comparacdo aos nao-
ruminantes®, que néo as sintetizam. Ruminantes deficientes de vitamina Bi» perdem
apetite e consequentemente peso e acabam ficando com os musculos fracos'
sendo importante, portanto, a suplementacéo alimentar.

A vitamina Bi2 presente em alimentos de origem animal € uma molécula
organica hidrossoluvel muito complexa, requerida no funcionamento de varios
sistemas enzimaticos, na utilizacdo de energia, bem como no auxilio na formacao de
glicose e hemécias.'®"® Sua deficiéncia impede a formacdo de hemoglobina
podendo causar também uma série de lesdes no sistema nervoso central.'?

Uma reacdo em nosso organismo que requer cofatores derivados da vitamina
B12 é a reacdo que ocorre no catabolismo de acidos graxos e de alguns aminoacidos
que resultam no propionil-CoA que deve ser convertido em succinil-CoA para ser
oxidado no ciclo do acido citrico, que € a parte principal do metabolismo celular. A
enzima metilmalonil-CoA mutase, que é uma das enzimas utilizadas nesta via,
requer o derivado 5°-desoxiadenosina da Vitamina Bs> como cofator na conversao
de metilmalonil-CoA para succinil-CoA.™

Individuos que adotam dieta com baixo teor de proteinas apresentam
deficiéncias de vitamina Bi2 e problemas na absorcdo gastrintestinal, levando a
transtornos hematologicos, neuroldégicos e cardiovasculares. Muitas vezes a
deficiéncia pode permanecer assintomatica por longos periodos, desencadeando
uma deficiéncia crbnica que, se mantida, pode levar a manifestagcdes neuroldgicas
irreversiveis.'

Anemia megaloblastica e lesdes neuroldgicas sao sinais que evidenciam a
deficiéncia de cobalto, e alteragdes bioquimicas observadas nos tecidos e fluidos do
corpo sdo os sinais clinicos e patoldgicos desta deficiéncia.™
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O método para detectar a deficiéncia de cobalto € por espectrofotometria de
absorcdo atébmica ou por radioimunoensaio da vitamina Bs2 no sangue, que € um

método de dificil dosagem, caro e demorado.®

1.2 Zinco
1.2.1 A Quimica do zinco®%'%'7

O zinco ocorre naturalmente no estado de oxidacao Zn(ll), no qual os dois
elétrons 4s sao perdidos e o nivel 3d permanece, entdo, completamente preenchido
(configuragdo eletronica [Ar]j3d’%). Tal situagdo impossibilita sua participacdo em
reagdes de oéxido-redugcdo, mas permite que ele seja o receptor de um par de
elétrons. Devido ao preenchimento completo dos orbitais d, a energia de
estabilizacdo do campo ligante dos ions Zn(ll) € igual a zero em todas as geometrias
de coordenacgédo encontradas, fazendo uma das geometrias ser tdo estavel quanto
as outras, embora na maioria das vezes, os complexos de Zn(ll) sejam tetraédricos.

Importante destacar que, do ponto de vista biologico, esta auséncia de
barreira energética levando a uma diversidade de geometrias de coordenacdo de
acesso semelhante (i.e., indiferentemente de assumir uma ou outra geometria, a
energia necessaria para manter a estabilidade da ligacdo € a mesma) permite que
as metaloenzimas dependentes de zinco alterem a reatividade do ion metéalico e
consequentemente aumentem a habilidade do zinco em catalisar transformagdes
quimicas, acompanhadas de mudangas em sua geometria de coordenagao.

O fato de o ion Zn(ll) ndo possuir cor, magnetismo ou propriedades redox,
nem proporcionar estabilidade ou inércia a seus complexos, desperta pouco
interesse por parte de alguns pesquisadores.'® Por outro lado, compostos de
cobalto, niquel, cobre ou cadmio podem envenenar-nos, ao contrario do zinco que

nao oferece riscos a saude.

1.2.2 A importancia bioldgica do zinco

Nenhum outro metal tem tantas funcdes nos organismos vivos como 0 zinco.
Este mineral essencial atua em diversas fungcdes no organismo € o numero de
enzimas conhecidas que o contém como centro ativo ja ultrapassa 1000."® Em 2007,
o banco de dados de proteinas continha cerca de 40.000 estruturas, das quais

quase 5000 continham o zinco e, verificou-se também que 3% do genoma humano
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contém o codigo para a proteina conhecida como dedos de zinco. Esse ion metalico
esta presente na enzima anidrase carbdnica, sendo importante nas atividades do
sistema imunoldgico, prevencao de formacdo de radicais livres, crescimento
estrutural, desenvolvimento sexual e cognitivo e sintese de DNA.

A deficiéncia de Zn retarda nos homens o crescimento e prejuizo da
maturacdo sexual (hipogonadismo). A ocorréncia dessa deficiéncia provavelmente
se originou devido a uma dieta rica em fitato, no qual pode ter inibido a absorcédo de
Zn.

Além dos fatores citados, a deficiéncia de zinco provoca também diminuicéo
do apetite e paladar (hipogeusia), diminuicdo das func¢des cognitivas, acrodermatite
enteropatica (alopecia, diarréia e lesdes na pele) e deficiéncias no sistema imune'®.

Uma das formas de combater o déficit de Zn consiste no processo de
suplementacgao via sais inorganicos ou complexos metalicos.

Dentro desta perspectiva, estudos comparativos (Tabela 1) realizados em
novilhas primiparas comprovam a eficiéncia e vantagem na administracdo de
quelatos metalicos em relagéo a sais inorganicos.

O zinco tem papel fundamental no metabolismo do acido nucléico e de
proteinas, em consequéncia, nos processos fundamentais de multiplicagao celular. E
um elemento estrutural ou ativador de uma série de enzimas. Ele é necessario para
a adequada formagao e funcionamento do sistema imunoldgico na primeira fase de
vida do animal.

Tabela 1 - Dados do leite e de sua produgédo por novilhas primiparas que receberam

suplementos contendo metais inorganicos (IOMs) ou “aminoacidos quelatos” (AACS) em um
periodo de ordenha de até 305 dias.

Média Proteina

Grupos de Média da Producao, Média da Gordura Total .
. . Total do Leite
Estudo 305 dias (kg) do Leite (kg)
(kg)
Grupo IOM 10.047 + 456,36 355,9 + 46,11° 302,1 + 40,76°
Grupo AAC 10.568 + 911,76 389,1 +47,02° 326,4 + 29,89¢
Relacao
5,2% 9,3% 8,1%
IOM/AAC

a,b Diferenca significativa P<,01; c,d Diferenca significativa P<,05
* Tabela Modificada da Referéncia.?
Fonte: Ashmead, H. D. e Samford, R. A. (2004, p. 184).
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Uma parte do zinco da dieta é absorvida no abomaso (quarta camara do
estbmago de ruminantes) e o restante no duodeno. Em seguida, é mobilizado no
figado por uma proteina carreadora especifica, denominada metalotioneina. O zinco,
ao contrario dos demais elementos, ndo é estocado em nenhum 6rgao. Ele se
constitui "pool" mével, comandado por uma proteina especifica, que o mobiliza para
um tecido ou 6rgao de maior demanda.

Um exemplo desta situagdo esta na avaliagdo do envolvimento dos
microelementos com a doencga da "cara inchada" (Cl) ou doenca peridentaria dos
bovinos (Cl). A doenga desenvolve um processo infeccioso nos maxilares, com
perdas dos dentes pré-molares. Foram encontrados teores hepaticos de Zn
extremamente altos nos bezerros com Cl, que tinham intensa atividade imunolégica,
em relacdo aos nao afetados pela CI.*’

E também um elemento muito importante nos processos de resposta
imunoldgica celular e humoral, disfungdes endocrinas e situacdo de estresse.

Deficiéncia de zinco em animais em pastejo dificilmente se manifesta de
uma forma clara, com a sintomatologia clinica bem definida. Deficiéncias subclinicas
sdo comuns. Vacas e bezerros até um ano de idade pertencem a categoria de
animais mais predispostos a esta deficiéncia.

A caréncia de zinco incide primeiro no bloqueio da sintese de proteinas; em
consequéncia ha reducdo do apetite, reducdo na imunocompeténcia (baixa
resisténcia as infeccoes), dificuldade de cicatrizagcdo das lesdes cutaneas,
paraqueratose e infertilidade.

Nos machos, diminui a espermatogénese e o crescimento testicular. Nas
fémeas, pode alterar todas as fases do processo reprodutivo, desde o estro ao parto
e lactacdo.?

A administracdo de doses orais ou de injecbes de compostos a base de
zinco pode reduzir o estresse metabdlico presente na desmama. Em situacdes de

alta produtividade podem ser aumentados os requisitos para suplementagao.

1.3 Formacdo dos quelatos®

Estudos com minerais organicos ou quelatados tém sido desenvolvidos com a
finalidade de garantir a absorcdo do mineral no trato intestinal, sem entrar no
processo de competicao ibnica (pressao ibnica da mucosa intestinal), normalmente

determinada pela presenca de maior concentracao dos ions minerais.
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A palavra "quelato" vem do grego "chele" que significa "garra", um termo
adequado para descrever a maneira na qual ions metalicos polivalentes séo ligados
a compostos organicos naturais ou sintéticos.

Para a formacao dos quelatos, podem-se utilizar diversas moléculas como
ligantes que tém fungdo especifica no metabolismo. Elas sdo de baixo peso
molecular e a capacidade oxidativa ou "ligante" depende do tamanho da molécula e
da presenca de radicais carboxilicos.

Normalmente, um cation polivalente (mineral) pode fazer a ligagdo com uma,
duas ou varias dessas moléculas, para formar um "composto mineral organicamente
ligado" ou quelato, podendo assim ser vendido como fonte de mineral.

Pelo fato dos amino&cidos serem bioquimicamente importantes e serem aptos
a formar anéis de cinco ou seis membros, eles também séo utilizados como ligantes

)24

quelantes para metais (ver Figura 2)<, pois contém, entre outros, grupos terminais

amina e carboxilico que favorecem a formagao do quelato®.

Figura 2 — Aminoacidos como quelantes de metais.

Fonte: Nicleo de Pesquisas Aplicadas®

Nos anos 60, Ralph Pearson, introduziu o conceito de acidos e bases duros e
moles. Assim, um acido duro € um ion metalico do tipo Al(Ill), Co(lll), In(lll), e uma
base dura é um grupo do tipo amdnia ou o ion cloreto. Um acido mole € um ion
metalico do tipo Co(ll), Zn(ll), Ag(l) e uma base mole é um grupo do tipo fosfina ou o
ion iodeto. Deve-se notar que espécies duras, tanto acidos como bases, tendem a
ser espécies pequenas, pouco polarizaveis e que os acidos e bases moles tendem a
ser grandes e mais polarizaveis. Pearson sugeriu uma regra simples (chamada
principio de Pearson) para a predicdo da estabilidade de complexos formados entre
acidos e bases: acidos duros preferem se ligar a bases duras enquanto que acidos
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moles preferem se ligar a bases moles. Esta afirmativa ndo € uma explicagédo nem
uma teoria, mas uma simples regra pratica que nos permite predizer
qualitativamente a estabilidade relativa de complexos e adutos de acido-base.

De acordo com a Figura 2, o amino&cido coordenado ao metal é a glicina por
apresentar o atomo de hidrogénio como o grupo R. A glicina é uma base dura e o
atomo de nitrogénio do grupo amino (-NHz) e o atomo de oxigénio presente no grupo
carboxilato (-COQ") tendem a se coordenar a acidos duros, como por exemplo o
Co(lll). Na medida em que o grupo R presente nos aminoacidos torna-se mais
volumoso, faz com que estas bases duras se amolecam, preferindo portanto, se
coordenar a acidos moles, como por exemplo, Co(ll) e Zn(ll).

Em geral, minerais quelatados mostram biodisponibilidade maior ou igual
aquelas na forma de sulfato ou 6xido. Para a utilizagdo mais efetiva desses materiais
quelatados, sdo necessarias mais informagcdes a respeito de sua composicao,

absorg¢do e metabolismo no tecido na qual define sua disponibilidade bioldgica.

1.4 Aminoacidos como ligantes para formacao de quelatos

As proteinas sdo polimeros formados pela unido de varios aminoacidos,
sendo que cada residuo de aminoacido liga-se a seu vizinho por um tipo especifico
de ligagcéo covalente (ligacéo peptidica). As proteinas podem ser reduzidas a seus
aminoacidos constituintes, ou seja, podem ser hidrolisadas, por uma variedade de
métodos.'?

Dos 20 aminoacidos encontrados nas proteinas, 19 sdo a-aminoacidos
enquanto que a prolina é um iminoacido. Isso porque a prolina apresenta um grupo
carboxila e um grupo imino ligados ao mesmo atomo de carbono enquanto que os
19 a-aminoéacidos apresentam um grupo carboxila e um grupo amino ligados ao
atomo de carbono a. Os aminoéacidos diferem entre si por suas cadeias laterais ou
grupos R, os quais variam em estrutura, tamanho e carga elétrica e influenciam a
solubilidade do aminoacido em agua.?

Os aminoacidos podem se coordenar aos metais de transicdo como ligantes
bi-, tri- ou tetradentados, através dos atomos de nitrogénio, oxigénio e/ou enxofre
como doadores de elétrons.

Cabe destacar que tem havido nos ultimos anos um resgate do interesse no
estudo de complexos de metais de transi¢cao contendo aminoacidos como metionina,

lisina, alanina, fenilalanina e triptofano.?>2®
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1.5 Propriedades fisico-quimicas, biolégicas e nutricionais de complexos
metalicos contendo aminoacidos e dipeptideos

Destacamos que ha na literatura diversos trabalhos a respeito deste tema e, a
titulo de ilustragdo, podemos destacar o trabalho de Neville?” que demonstra que
complexos de cobalto (ll) com cisteina, de coloragdo verde-oliva, se tornam rosa na
presenca de grandes quantidades deste aminoacido e, que se oxidam rapidamente
na presenca de oxigénio, transformando-se em complexos de Co(lll) de coloragao
marrom escuro.

Os metais de transicao, tais como, cobalto, ferro e cobre sdo conhecidos por
desempenhar papeis importantes em muitos processos biolégicos, tais como a
formacgédo e rompimento de ligagdes quimicas, transferéncia de carga, transferéncia
de oxigénio, fixacdo de nitrogénio e fotossintese. Os centros ativos sao cercados por
proteinas de alto peso molecular que os protegem e, o papel essencial no processo
de fixagdo do oxigénio nestes sistemas é desempenhado pelo ferro (Il), coordenado
ao grupo imidazol de histidina penta coordenado.®

Muitos complexos sintéticos que carregam oxigénio reversivelmente podem
ser divididos em dois grupos: aqueles que fixam oxigénio em ponte, de forma
dimérica, e aqueles que fixam na forma monomérica como nos sistemas naturais,

como € o caso do ion cobalto(lll), conforme ilustra a Figura 3.

Figura 3. Estruturas propostas para as especies dimérica (a) € monomeérica (b) do Co(lll).

R 0 R 0 R 0
a) N\ & My /g /

CfH-—-C\ c/H-——C\b :,‘Cﬂ.cf b)

Hzi}i-““"? H, K—" .

/

(o) I i Pl v I B vy
N 'H NH \"—N l,,.f-""NHE lrji
H [:}-—-'-""”'_-JI.:'i r [:)-—-""".-; H D\ "‘:{H

e I g

V4 Y/ // R

o/ R o R 4

Fonte: Jezowska, B. (1974, p. 373).
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Conforme mostrado na Figura 4, a coordenacédo do oxigénio ao ion metalico
pode ser classificada em trés grupos, de acordo com a geometria da molécula em

torno do ion metalico.™

Figura 4 — Modos de coordenacao do oxigénio ao ion metalico.

Fonte: Jezowska, B. (1974, p. 369) — Adaptada pelo autor.

Complexos de cobalto(ll) em solugcdo aquosa com aminoacidos ou
dipeptideos contendo imidazol, e na presenga de oxigénio a 0 °C, formam adutos de
oxigénio de coloragdo marrom escuro. Por outro lado, em atmosfera inerte de N2 ou
Argbnio e na temperatura de 50 — 60 °C observa-se a formagdo de um complexo

ativo de coloragao rosa. A Figura 5 ilustra o que ocorre.'

Figura 5 - Esquema das reagdes de formagao dos complexos ativos e adutos oxigenados.

[Co(Himid)(R—CH(NH2)—COO0).],05

Solugdo aquosa Aduto de oxigénio (marrom escuro) Solugdo aquosa
de a-aminodcidos R de a-amino&cidos
ou dipeptideo — ou dipeptideo —
O, ou Ar Atm. — ~ 0°C — Himid
~ 0°C — Himid —CO, - 3H,0
[CO(imid)g]n O, N2, Ar CO(HImId)Q(H20)2CO3
ou
~0°C| |50 - 60°C Solucdo  aquosa
de a-amino&cidos
Solugdo aquosa de ou dipeptideo —

v N, , Ar ou
50 - 60°C — Himid

a-aminoacidos  ou

dipeptideo — o
N, , Ar ou 50 - 60°C Co(Himid)(R—CH(NH2)—COO)2H.O - c0,-3H,0
— Himid Complexo Ativo (rosa)

N/\NH —N/\N—

- Himid \~/  Zimid

Fonte: Jezowska, B. (1974, p. 370) — Adaptada pelo autor.
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Dentre os adutos de oxigénio em solucédo, predomina aquele da forma
u-peréxido em ponte, na qual o ion cobalto se encontra na forma de Co(lll),
conforme representado na Figura 6. Uma forma simples de ver a ligacdo da
molécula de O, ao ion metélico de cobalto é tratar o par isolado do atomo de
oxigénio como uma base de Lewis ¢ (um doador de par de elétrons) e o orbital
antiligante vazio do O, como acido de Lewis © (um receptor de par de elétrons), o
qual recebe densidade eletrbnica m dos orbitais d ocupados do atomo metalico.
Desta forma, a ligacao pode ser considerada como composta de duas partes: uma
ligacao o (fraca) do ligante para o atomo metélico e uma ligacao = (forte) do atomo
metalico para o ligante, onde este tipo de ligacdo © € algumas vezes chamado de

retroligacdo m, na qual confere estabilidade a essas ligacoes.

Figura 6 - Estrutura proposta para o dimero em solugéo.

4
/s 3 0
Rt 7" X
A ST
7 N\ / 7=
HZN / ¥ L Co-&——.--—?-—iN
\/ ” / -NH
[6\“ LB Bl 0
HN—/ i/ \ \C\\\NHZ
{Z{\_\\ o’f \Ci{
C ~NH; \
// ‘CF!/ R
7 N\
R

Fonte: Jezowska, B. (1974, p. 371).

Gilbert, Otey e Price®® apontaram que alguns complexos de Co(ll) formados
com alguns dipeptideos, tais como complexos de glicilglina e peptideos de histidina
de coloragdao amarelo-marrom sao irreversivelmente reduzidos para a coloracéo
rosa.

Joshi et al.®® reportaram a sintese de complexos de Co(ll) formados pelos

aminoacidos glicina, alanina, valina e acido glutdmico. Também Rusu et al.*
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sintetizaram e caracterizaram trés complexos de Co(ll) (ver Figura 7)*° contendo os
aminoacidos lisina, leucina e metionina. Neste trabalho, foi investigada a atividade
toxica destes compostos frente a culturas de células de Sacharomices cerevisiae e
Candida albicans. Estes complexos de Co(ll) foram ativos frente as células S.
cerevisiae e C. albicans, e em especial aquele contendo metionina que apresentou
um resultado melhor frente aos fungos testados. Os espectros vibracionais no
infravermelho dos complexos mostraram que os aminoacidos atuam como ligantes
bidentados coordenados via atomo de oxigénio carboxilico presentes no grupo

carboxilico e via &tomo de nitrogénio presente no grupo amino.

Figura 7 - Férmula molecular proposta para os complexos de Co (ll) contendo amino&cidos.

M = Co** R= - (CH2)4-NH: para Co-lisina
R =- (CHp)4 para Co-leucina R = - (CH2)2-S-CH3 para Co-metionina
Fonte: Rusu et al. (2009, p. 943).

De acordo com Damaj et al.®', foram também preparados complexos de Co
(I1) contendo prolina e estudos preliminares indicaram a possibilidade de uso desses
compostos como sequestradores de oxigénio em filmes plasticos para embalagens.
Baseado na andlise elementar, ICP-AES e FTIR, confirmou-se a formagcao de um
complexo octaédrico de formula minima [Co(L-prolina)2(H20)2], como mostra a
Figura 8.
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Figura 8 - Estrutura octaédrica levemente distorcida da amostra [Co(ll)(L-prolina),(H20)2].

Fonte: Damaj et al (2009, p.18).

Importante destacar que a literatura mais recente tem reportado a preparacao
de Metal Organic Frameworks, materiais extremamente porosos cuja sigla é MOFs,
de cobalto(ll) com aminoécidos a partir de sintese hidrotérmica.>

Com relagédo aos sistemas de zinco/aminoacidos reportados na literatura, o

trabalho de Rombach et al.®®

relata que até o ano de 2002, apenas oito complexos
de aminoacidos contendo Zn(ll) tinham tido suas estruturas cristalinas determinadas,
sendo eles: [Zn(Gly)2], [Zn(Leu)z], [Zn(Cys)2]?, [Zn(Met)2], [Zn(His)z], [Zn(Ser)],
[Zn(Asp)(H20)2] e [Zn(Glu)(H20)]. Para os aminoacidos que nao apresentam cadeia
lateral capaz de se coordenar ao zinco, espera-se que se coordenem pelo grupo
carboxilato. Eles se ligam a unidade do pirazolilborato de zinco (Tp*Zn) pela simples
reacdo de condensacao do acido carboxilico com o Tp*Zn—OH. Isto é verificado
(Figura 9) para os aminoacidos glicina, valina, leucina, metionina, fenilalanina e

triptofano para produzir facilmente complexos e bons rendimentos.*®
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Figura 9 - Estrutura do complexo Tp*Zn-AA.
H

..--"""'f"""-h-..

(P

Ph Ph Ph
G/ \NH2

0 R
Tp*Zn-AA
Fonte: Rombach et al (2002, p. 27).

Além disto, eles também sintetizaram complexos utilizando dipeptideos,
bloqueando todas as suas func¢des doadoras por meio de grupos protetores, exceto
0 grupo acido carboxilico terminal. Os peptideos com o0s possiveis grupamentos
reativos protegidos utilizados foram os Boc-fenilalanil-glicina (GlyPheBoc) e a-
aspartil-fenilalanina-metilester (AspPheOMe), aos quais se coordenaram a unidade
Tp*Zn através do grupo carboxilato, resultando nos complexos Tp*Zn-Pept. (Pept=
GlyPheBoc e AspPheOMe). Estas coordenag¢des sdo muito variaveis, podendo ser
de trés tipos: monodentada, semibidentada e bidentada.*

Complexos de Zn(ll) com os aminoacidos tirosina, triptofano, cisteina,
histidina e alanina formam suspensdes para administracao parenteral e sdo pouco
soluveis. Exemplos de tal formulagdo de um medicamento sdo as suspensoes de
insulina, corticotropina e hirudina, em combinagdo com Zn(l1).3

Interacbes do zinco e cobalto com dipeptideos (cisteinaglicina e
histidinaglicina) interagindo com o DNA foram estudados por REDDY, RADHIKA e
SRINIVAS RAO®. Idenficaram que apenas os complexos de zinco tém a capacidade
de se ligar ao DNA em comparacdao com os de cobalto. Através dos dados
experimentais realizados, eles propuseram a geometria tetraédrica para os ions
destes metais e a estrutura mostrada na Figura 10.
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Figura 10 - Geometria do complexo [Zn(CysGly)(HisGly)].
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Fonte: Reddy, P. R. (2004, p. 224).

No trabalho de Gelinsky e Vahrenkamp®®, complexos de zinco contendo 22

peptideos na forma helicoidal foram obtidos em meio ndo polar. O tratamento com

sais de zinco produziram dois complexos moleculares, [(P22)ZnCly] e [(P22)Znly],

que foram os primeiros complexos metalicos contendo peptideos de tamanhos

meédios a serem isolados em um estado analiticamente puro e identificados por

espectrometria de massa. A forma helicoidal do peptideo livre e de seus complexos

foi confirmada por espectroscopia vibracional no infravermelho e dicroismo circular,

bem como por calculos de mecéanica molecular. As estruturas propostas para estes

compostos de zinco, assim como para o peptideo livre, estdo apresentadas na

Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura computadorizada do peptideo P22 (a esquerda) e seu complexo de
zinco (a direita).

Fonte: Gelinsky, M. e Vahrenkamp, H. (2002, p. 2460).

Estes complexos sdo modelos viaveis para mimetizar as ligagdes do zinco

nas proteinas do tipo dedos de zinco, conforme mostra a Figura 12.

Figura 12 - Representacdes do zinco coordenado tetraédricamente nas trés espécies
nativas das proteinas do tipo dedos de zinco: (A) Cys,, (B) CyssHis, (C) Cys.His;.

'S S. S S, S S,
A g b B ¥ b C D
8 L 5 L § L
K ¥ K Yy K y
(;: ...... :!.‘" QHI'( G I'.(
E-Cis" s—: C-Q E-C s »=: IH-Q E-C:-s N H-Q
Zn | _Zn' : |- Zn . R
P-C -s . .8— C-T P-C s S=-: f-T/ pP-C:-s N H-T/
Ni-P-Y-K T-G-conu,  Nu-P-Y-K T-G-conn,  NH-P-Y-K T-G-conn,
ccee CCHC CCHH

Fonte: Doug D. Carlton Jr e Kevin A. Schug, (2011, p. 26).
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1.6 O soro do leite

1.6.1 O leite e sua composicao

O leite é uma emulsao liquida em que a fase continua é formada por 4gua e
substancias hidrossoluveis, enquanto que a fase interna ou descontinua € formada,
principalmente, por micelas de caseina e globulos de gordura. O leite € composto de
87,3% de agua e 12,7% de solidos totais, assim distribuidos: proteinas totais (3,3-
3,5%); gordura (3,5-3,8%); lactose (4,9%); além de minerais (0,7%) e vitaminas.*’

As proteinas do leite podem ser classificadas em quatro grupos, de acordo
com suas propriedades fisico-quimicas e estruturais: a) caseinas; b) proteinas do
soro; c) proteinas das membranas dos glébulos de gordura; d) enzimas e fatores de
crescimento.

Do ponto de vista nutricional e industrial, as caseinas s&o as proteinas de
mais ampla aplicacdo e valor econémico, utilizadas para a producédo de queijos e
seus derivados pelas industrias de laticinios.*’

1.6.2 Principais proteinas do soro do leite e seu valor nutricional

Segundo Kosikowski*®, o soro do leite, porgdo aquosa do leite que durante a
fabricacdo convencional de queijos ou da caseina se separa, € responsavel por
cerca de 85-95% do volume do leite, retendo 55% dos seus nutrientes.

As proteinas remanescentes no soro do leite sdo: B-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, albumina sérica bovina, imunoglobulinas, lactoferrina e lisozima que
apresentam excelente composicdo em aminoacidos, alta digestabilidade e
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, portanto elevado valor nutritivo.%’

A B-lactoglobulina é a proteina mais abundante no soro de leite bovino; no
entanto, todas as proteinas presentes no soro do leite sdo alergénicas, podendo
causar alergias em segmentos mais sensiveis da populagdo, principalmente
criancas.®’

As concentracdes em g-L™ e as porcentagens médias das proteinas no soro
do leite estdo compiladas na Tabela 2.3
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Tabela 2 - Concentracéo e porcentagens das principais proteinas do soro do leite.

p Porcentagens médias

Proteinas do soro gL

(%)
B-lactoglobulina 3,2 45 - 57
a-lactalbumina 1,2 15-25
Albumina sérica bovina (BSA) 0,4 10
Imunoglobulinas 0,7 -
Lactoferrina 0,1 -
Lisozima Desprezivel -

Fonte: Sgarbieri, V. C. (2005, p. 49).

1.6.3 Soro do leite: uma questao ambiental

No processo de fabricacdo de queijos sdo produzidos mundialmente cerca de
100 bilhdes de litros de soro ao ano*® e quase metade desta producdo era
descartada nos rios sem nenhum tratamento prévio. Contudo, felizmente, essa
questao ja avangou consideravelmente, fazendo com que a legislacdo ambiental se
tornasse mais restritiva. O soro de leite, quando descartado como residuo liquido
industrial e despejado junto com os outros residuos liquidos das industrias de
laticinios, pode significar a duplicagdo do sistema de tratamento, pois possui DBO
entre 25.000 e 80.000 mg O /L.*!

O seu alto grau de poluigdo compromete a estrutura fisico-quimica dos solos,
polui as 4guas, além de destruir a flora e a fauna®. Tal indice é aproximadamente
100 vezes maior que o de um esgoto doméstico e, considerando uma producao
média de 10.000 L de soro por dia, esta teria o poder poluente equivalente ao de
uma populagao de 5.000 habitantes.*®

Buscar alternativas para um aproveitamento adequado do soro de leite é de
fundamental importancia em fung@o de sua qualidade nutricional, do seu volume e
de seu poder poluente.*' Cada vez mais, portanto, a legislagdo ambiental exige das
industrias de laticinios um plano de tratamento ou reaproveitamento deste soro.®

Portanto, na tentativa de aproveitar esse material de alto valor biol6gico bem
como contribuir para a diminuicdo do problema ambiental causado pelo descarte
indevido desse residuo, hoje em dia o soro do leite é coletado e utilizado em muitos
produtos de altissimo valor agregado como biscoitos, suplementos alimentares ou

medicamentos.*
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1.6.4 Soro do leite — fonte natural de ligantes

Pacheco et al.** realizaram a hidrélise das proteinas do soro do leite
utilizando pancreatina. As proteinas do soro do leite, hidrolisadas pelo sistema
pancreatina num grau de hidrélise de 20%, apresentam, aproximadamente, 90% do
seu conteudo constituido por peptideos com peso molecular inferior a 1kDa.

A composicao completa dos aminoacidos contidos no hidrolisado do soro do
leite encontra-se na Tabela 3. Verifica-se que os quatro aminoacidos preponderantes

foram o acido aspartico, acido glutdmico, leucina e lisina.

Tabela 3 - Composicao em aminoacidos do hidrolisado do soro do leite.

. Quantidade presente no soro hidrolisado
Aminoacidos

(9/100g de proteina)

Asp 10,50
Thr 6,88
Ser 5,53
Glu 17,81
Pro 5,97
Gly 1,79
Ala 4,75
Cys 2,45
Val 5,42
Met 2,46
lle 5,69
Leu 10,55
Tyr 3,14
Phe 3,44
Lys 9,97
His 2,54
Arg 1,56

Fonte: Pacheco, M. T. B. (2006, p. 51).

A ideia do trabalho seria, entao, realizar a hidrélise enzimatica das proteinas
presentes no soro do leite e, que dependendo do tipo de enzimas e condicdes
adotadas na hidrolise obtém hidrolisado proteico diferentes com alta capacidade
coordenante frente a centros metalicos bioativos. Como o hidrolisado proteico é uma
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mistura de aminoacidos e pequenos peptideos logo diversos compostos de
coordenacao podem ser obtidos e sua caracterizagdo completa € portanto dificil de
ser alcancada.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos principais:

Realizar a hidrélise enzimatica das proteinas do soro do leite para a obtencao de

ligantes de origem natural;

Investigar a interacdo dos ions metalicos Co(ll) e Zn(ll) com os aminoé&cidos e
pequenos peptideos provenientes da hidrélise das proteinas do soro do leite,
visando preparar quelatos metalicos a serem utilizados posteriormente como

suplementacgao alimentar.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes (p.a.) foram utilizados sem purificagdo prévia. Os solventes
(p.a.) empregados nas reagbes foram tratados com peneira molecular e
armazenados em frascos de vidro escuro e estéo listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Reagentes e solventes utilizados.

PROCEDENCIA NOMES REAGENTES E SOLVENTES
Aldrich Dimetilsulféxido, nitrato de cobalto(ll) hexahidratado
Amersham Biociences GE. Kit com marcadores de massa molecular

Cooperativa de Laticinios

Leite B
Sao Carlos
Estrela Renina comercial de Aspergillus Niger
Hoester Membranas de dialise
Nitrato de zinco hexaidratato, sulfato de
Indukern .
cobalto(ll)heptahidratado
J.T.Backer Acido cloridrico e acido nitrico
Acetato de ambnio, acido ascoérbico, acrilamida,
bisacrilamida, carbonato de sédio, cloreto de célcio,
cloreto de cobalto(ll) hexahidratado, cloreto de zinco,
Merck dimetilformamida (DMF), etanol
hidréxido de aménio, hidroxido de sddio, pepsina,
persulfato de amonio, tetra-hidrofurano, EDTA (acido
etilenodiaminotetracetico) e alaranjado de xilenol.
Novo Nordisk Carboxipeptidase, tripsina
Nuijol Oleo mineral

Reagen Caulin
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Riedel Lactose

Comassie brilhant blue, DMSO, dodecil sulfato de
sédio (SDS), quimotripsina, resinas para cromatografia
Sigma de troca i6bnica DEAE-Trysacril e de separacao
Sephadex G -25, soro albumina bovina, tartarato de

sédio-potassio, temed.

Acido 3-5"dinitrosalicilico (DNS), &cido tricloroacético,
Sigma-Aldrich carbonato de sodio, extrato biliar, folin-ciocalteau,

pancreatina

Synth Acido acético, metanol.
Tedia Metanol
Vetec Tris-HCI

Fonte: Elaborada pelo autor.”

3.2 Equipamentos

Centrifuga refrigerada (Eppendorf); Ponto de Fus&o (Microquimica MQAPF-301);
ELEMENTAR ANALYZER CHN (Perkin-Elmer 2400); TA-Instruments (SDT Q600);
Centrifuga (Fanem Excelsa Baby Il Modelo 206-R); Difratdbmetro Siemns D-5000;
Banho Maria, com agitagdo e aquecimento Dubnoff (Marconi); pHmetro (Micronal B-
374); Espectrofotémetro (Nicolet Impact 400) e Coletor de Fracdes LKB- FRAC-200
(Amersham Biociences GE); Bomba de Vacuo adaptada pelo Cemeg-Unesp; Cuba
para eletroforese em acrilico com eletrodos adaptados (Sigma-Aldrich); Fonte de
eletroforese 0-500 volts e de 0-250 mA (Amersham Biociences GE) e Cromatdgrafo
(Varian ProStar), composto por duas bombas modelo 210, injetor automatico ProStar
400, detector UV/ Visivel modelo ProStar 320 e integrador Star, controlado por uma
Workstation para manipulacéo e tratamento dos dados, Liofilizador L101 da marca
Liotop; Sistema HPLC Shimadzu LC-10A/C-47 A, equipado com trés bombas LC
10AT, injetor automatico SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia RF
10A; Potenciostato - AUTOLAB Type lll; Estufa de esterilizagdo e secagem com
circulacao e renovacao de ar (MSM 512/80/RP) da marca MS MISTURA.

* As tabelas de 4 a 45 foram elaboradas pelo autor.
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3.3 Soro do leite

3.3.1 Obtencao do soro do leite hidrolisado.*

O fluxograma a seguir representa todas as etapas desenvolvidas para a
obtencédo do soro do leite hidrolisado enzimaticamente (SHEnNz).

1 litro de Leite Integral Pasteurizado — Tipo B

6 mL Renina e CaCl, (0,5molL™") — banho Maria sem agitacéo (1h a 35°C)

-

Formacéo do coagulo

Cortar em pequenos pedacgos para liberagdo do soro

soro do leite integral + massa (caseina)

Filtracao

600 mL a 700 mL de soro do leite

Dialise (extracao da lactose) + Caulin (extragado de gorduras) + Filtragao

soro do leite — (Dosados: Lactose, Gordura e Proteina) ||

Ac. Ascorbico 20% em 10 mL de soro até pH = 3 / banho Maria até 50°C

Soro do leite a 50°C e pH =3

Solucao pepsina (0,666 mL por 20 min) + NH,OH até pH = 9,5

Soro do leite com pepsina e pH = 9,5

0,666 mL de solugéo tripsina com tempo de agé&o 10 min.

o o oo o

0,666 mL de solugé&o quimotripsina com tempo de agdo 10 min.
0,666 mL de solugéo carboxipeptidase com tempo de agédo 10 min.

li 70 minutos agindo (totalizando 120 minutos de hidrolise)

|| Soro do leite hidrolisado enzimaticamente (SHEnz) ||

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3.2 Liofilizacao do soro do leite hidrolisado

Ap6s a obtencdo do soro do leite hidrolisado, optou-se por fazer a sua
liofilizagdo para que fosse obtido no estado solido (SLHEnz). Para tal fim, foi
utilizado o Liofilizador L101 da marca Liotop, a uma temperatura de - 30 °C, obtendo
o SLHENz sélido conforme mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Liofilizador L101 e Soro do leite liofilizado e hidrolisado enzimaticamente.

Fonte: Elaborada pelo autor’.

Optou-se nesse trabalho pela producdo do SLHEnz, mas o mesmo poderia
ter sido comprado sob a forma de isolado proteico do soro do leite. O aspecto
amarelado do SLHEnNnz obtido nesse trabalho se deve provavelmente a reagdo de
Maillard ocorrida com a lactose residual ainda presente no SLHEnz. O isolado

proteico comercial, por outro lado, apresenta um aspecto tendendo ao branco.

3.3.3 Analises

No soro do leite foram realizadas dosagens de proteinas**“

, lactose® e
gorduras®, enquanto que no soro do leite hidrolisado enzimaticamente foram obtidos
aminogramas*® e efetuadas eletroforeses SDS-PAGE>® em gel de poliacrilamida
(concentracao 12%) para avaliar a extensao da hidrélise. Detalhamento experimental
a seguir nos itens Métodos Instrumentais, Resultados e Discusséo.

* As figuras de 14 a 45 foram elaboradas pelo autor.
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3.4 Sintese das amostras de cobalto e zinco

3.4.1 Precursores

Na realizagdo das sinteses foram utilizados cinco precursores, sendo estes:
cloreto de cobalto(ll) hexaidratado (CoCl2-6H20), nitrato de cobalto(ll) hexahidratado
(Co(NOs)2:6H20) e sulfato de cobalto(ll) heptahidratado (CoSO47H20), cloreto de
zinco(ZnCly) e nitrato de zinco hexahidratado (Zn(NOj3)2-6H20).

3.4.2 Rotas de sintese
Foram adotadas duas rotas de sintese para a obtencdo das amostras, uma
delas a pressao ambiente chamada de convencional e a outra sintese hidrotérmica.
Na rota de sintese convencional, a mistura reacional contendo o0 soro
liofilizado e hidrolisado enzimaticamente (SLHEnz) mais o precursor na temperatura
e pH desejados, sdo mantidos sobre agitagdo magnética dentro de um béquer,
conforme mostraa Figura 14.

Na sintese hidrotérmica, a mistura reacional € mantida dentro um copo de teflon
que é inserido em um reator metélico e colocado no interior de uma estufa de
esterilizagdo e secagem com circulacdo e renovagdo de ar onde permanece por
tempo e temperatura controlados (  Figura 15). Com o término da reagéo, o meio
reacional é retirado e filtrado a vacuo. Se algum sélido é formado, este é lavado com
um solvente adequado e seco ao ar. Quanto ao filtrado, o mesmo é recolhido e

mantido em repouso sobre a bancada na tentativa de crescimento de monocristais.

Figura 14 - Esquema da rota de sintese convencional.

NaOH (5M)

Precursor

SLHEnz

o
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Figura 15 - Copo de teflon e reator metalico utilizado na sintese hidrotérmica.

3.4.3 Amostras Sintetizadas

3.4.3.1 Amostras de Cobalto
3.4.3.1.1 Amostra A

A amostra A, de cor rosa claro, foi obtida através de oito sinteses diferentes,
sendo estas, quatro pela rota de sintese convencional (sinteses C4, Csg, N1, N2) €
quatro pela sintese hidrotérmica (HT-C4, HT-C2, HT-C3 e HT-C,).

A sintese Cq foi realizada adotando o seguinte procedimento: a um volume
de 10 mL de uma solugdo aquosa de cor amarela contendo 0,282 g do soro
hidrolisado enzimaticamente e liofilizado (SLHEnz), foi adicionada uma solugcao
aquosa de hidréxido de sédio 5 mol L™ até pH 11. Em seguida, a solugéo resultante
foi gotejada sobre 5 mL de uma solugdo aquosa contendo 0,152 g de cloreto de
cobalto(ll) hexaidratado (CoCl,-6H20), a temperatura ambiente (25 °C). A mistura de
cor vermelha obtida, que foi mantida sob agitacdo magnética por 30 minutos, levou a
amostra A de cor rosa, que foi isolado por filtragdo a vacuo, lavado com 4gua e
etanol gelado e posteriormente seco ao ar na temperatura ambiente. A Tabela 5
representa as condicdes reacionais adotadas na sintese Cs.

Tabela 5 - Condigbes reacionais adotadas pela sintese C;.

Sintese Precursor Metal(g) SLHEnz(g) pH T(¢C) Solvente

C; CoCl6H,O 0,152 0,282 11 25 Agua




53

Parte Experimental

As sinteses Csg, N1 € N2> seguiram o mesmo principio adotado pela sintese
C., alterando-se o precursor, propor¢ao metal:ligante e solventes. As condicdes que
foram adotadas nestas sinteses estdo compiladas na Tabela 6.

A amostra A advindo da sintese Csg s6 foi obtida depois de varios dias em
que o sobrenadante estava em repouso sobre a bancada, onde o mesmo foi filtrado

a vacuo, lavado com etanol gelado e seco ao ar na temperatura ambiente.

Tabela 6 - Condicoes reacionais adotadas pelas sinteses Csg, N1 € Na.

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz(g) pH T(°C) Solvente

Css CoCl»6H.0 0,714 0,132 11 25  EtOH/DMF
N, Co(NOy)»6H,0 0,582 0,147 12 25  EtOH/DMF
N, Co(NOs)»6H,0 0,873 0,199 10 25 4gua

A sintese HT-C, foi realizada adotando o seguinte procedimento: em um
béquer de 50 mL colocou-se 0,147 g de soro hidrolisado enzimaticamente e
liofilizado (SLHENz) e adicionou-se uma solu¢do aquosa de hidréxido de s6dio 5 mol
L' até pH 12,0 e 0,714 g de cloreto de cobalto(ll) hexahidratado (CoCls-6H20),
previamente dissolvido em 16 mL de agua. A mistura reacional obtida foi, entdo,
transferida para o reator, e submetida a tratamento solvotérmico por 24 h a 90 °C.
Apoés esse tempo, a mesma foi resfriada lentamente até atingir 27 °C a uma taxa de
resfriamento igual a 0,1 °C/min. A suspensao vermelha obtida foi filtrada a vacuo,
separando tracos de um sélido rosa impregnado no papel de filiro, que foi
descartado. O sobrenadante, apos dias de repouso sobre a bancada, foi filtrado a
vacuo, obtendo uma amostra A rosa que foi lavada com etanol gelado e seco ao ar
na temperatura ambiente.

As sinteses HT-C,, HT-C3; e HT-C4 seguiram o mesmo principio adotado pela
sintese HT-C,, alterando-se as condicdes de pH e solventes e as condicdes
adotadas estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Condicdes reacionais adotadas pelas sinteses hidrotérmicas HT-C4, HT-C,, HT-
C3 e HT-C,.

Sintese Precursor Metal(g) SLHEnz(g) pH T(°C) /t(h) Solvente

HT-C, CoCl»6H,0 0,714 0,147 12 90°C/24h Agua
HT-C, CoCl,-6H,0 0,714 0,147 -+ 90°C/24h Agua
HT-C3 CoCl»6H,0 0,714 0,147 12 90°C/24h  EtOH/DMF
HT-C,4 CoCl,-6H,0 0,714 0,147 -+ 90°C/24h  EtOH/DMF

* Sintese realizada sem a adicdo de NaOH.

Os rendimentos das sinteses efetuadas foram determinados e estado
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Rendimento das sinteses realizadas na obtencédo da amostra A.

Sintese Rendimento (%) | Sintese Rendimento (%)
C, 18 HT-C; 25
Css 8 HT-C, 17
N, 12 HT-C, 18
N, 14 HT-C, 14

3.4.3.1.2 Amostra B

A amostra B de cor rosa escuro foi obtida através de duas sinteses advindas
da rota convencional. Estas sinteses foram denominadas C. e Cs e seguiram o
mesmo principio adotado pela sintese C4, alterando-se apenas a temperatura. As
condi¢cdes adotadas estao apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Condigcbes reacionais adotadas pelas sinteses C, e Cs.

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz(g) pH T(¢C) Solvente

C. CoCl,-6H,0 0,714 0,147 11 25 Agua
Cs CoCly-6H,0 0,714 0,147 11 8 Agua

O rendimento das sinteses C, e Csfoi de 32% e 18%, respectivamente.

3.4.3.1.3 Amostra C

A amostra C de cor roxa foi obtida por duas sinteses advindas da rota

convencional. Estas sinteses foram denominadas C4 e Csa que seguiram 0 mesmo
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principio adotado pela sintese C4, alterando-se nesse caso o solvente. As condi¢des

adotadas nestas sinteses estdo apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Condi¢cdes reacionais adotadas pelas sinteses C4 € Csa.

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz(g) pH T(2C) Solvente

C, CoCl»6H,0 0,714 0,132 11 25 DMF
Csa CoCl»6H.0 0,714 0,132 11 25 EtOH/DMF

O rendimento das sinteses Cse Csafoi de 13% e 11%, respectivamente.

3.4.3.1.4 Amostra D

A amostra D de coloracdo marrom foi obtida com 23% de rendimento via
sintese hidrotérmica denominada HT-N.. Esta sintese seguiu 0 mesmo principio
adotado pela rota de sintese HT-C4, cujas condigcbes reacionais estdo apresentadas
na Tabela 11.

Tabela 11 - Condi¢des reacionais adotadas pela sintese hidrotérmica HT-N..

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz (g) pH T(°C)/t(h) Solvente

HT-N.  Co(NOj3),-6H,0 0,457 0,147 -* 90°C/24h EtOH

* Sintese realizada sem a adicdo de NaOH.

3.4.3.1.5. Amostra E

A amostra E de cor rosa salmido foi obtida pela rota convencional
denominada S;. Esta sintese seguiu 0 mesmo principio adotado pela rota de sintese
C1, cujas condigdes reacionais adotadas estao apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Condic¢des reacionais adotadas pela sintese S;.

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz(g) pH T(°C) Solvente

S; C0S047H,0 0,115 0,181 11 6 Agua/EtOH

O rendimento da reagao para a obtencao da amostra E foi de 43%.
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3.4.3.2 Amostras de Zinco

3.4.3.2.1 Amostra F

A amostra F de cor amarela mostarda foi obtida através de quatro sinteses,
sendo estas, duas pela rota de sintese convencional (Zn-Cs e Zn-N4) e duas via
sintese hidrotérmica (HT-Zn-N; e HT-Zn-Ns), cujas condi¢cdes reacionais estao
compiladas na Tabela 13.

Tabela 13 - Condi¢bes reacionais adotadas pelas sinteses Zn-Cs, Zn-N;, HT-Zn-N, e HT-
Zn-N3_

Sintese Precursor Metal (g) SL(I:’I)Enz pH T(C)/t(h) Solvente
Zn-C; ZnCl, 0,409 0,132 12 25°C EtOH/DMF
Zn-N, Zn(NO3)2-6H.0 0,595 0,132 12 25°C EtOH/DMF

HT-Zn-N, Zn(NQO3)2-6H0 0,446 0,147 -* 90°C/24h  EtOH/DMF
HT-Zn-N; Zn(NQg3)2-6H0 0,446 0,147 -* 90 °C / 24h DMF

* Sintese realizada sem a adicdo de NaOH.

Os rendimentos das sinteses estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Rendimento das sinteses realizadas na obtengéo da amostra F.

Sintese Rendimento (%)

Zn-Cs 10
Zn-N, 12
HT-Zn-N, 20
HT-Zn-N, 10

3.4.3.2.2 Amostra G

A amostra G de cor marrom foi obtida pela rota hidrotérmica denominada
HT-Zn-C; que seguiu 0 mesmo principio adotado pela rota de sintese HT-C4, cujas
condicdes reacionais estao apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Condicdes reacionais adotadas pela sintese HT-Zn-C;.

SLHEnz Metal
Precursor Sintese @) @) pH T(C)/it(h) Solvente
J g

ZnCly HT-Zn-C, 0,147 0,409 11 90°C/24h Agua

O rendimento da reacdo da amostra G foi de 18%.
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3.4.3.2.3 Amostra H

A amostra H de cor amarela mostarda foi obtida pela rota hidrotérmica
denominada HT-Zn-N. que seguiu 0 mesmo principio adotado pela rota de sintese
HT-C4, cujas condicbes reacionais estdao apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16 - Condicdes reacionais adotadas pela sintese HT-Zn-N,.

SLHEnz Metal
Precursor Sintese pH T(2C)/t(h) Solvente

(9) (9)

Zn(NOs)2-6H,O  HT-Zn-N; 0,147 0,447 -* 90°C/24h EtOH

* Sintese realizada sem a adicdo de NaOH.

O rendimento da reacdo da amostra H foi de 15%.

3.4.3.2.4 Amostra |

A amostra | de cor amarela mostarda foi obtido pela rota hidrotérmica
denominada HT-Zn-C; que seguiu 0 mesmo principio adotado pela rota de sintese
HT-C4, cujas condigdes reacionais estdo apresentadas na Tabela 17.

Tabela 17 - Condi¢des reacionais adotadas pela sintese HT-Zn-C;.

SLHENz
Sintese Precursor Metal (g) pH T(C)/t(h) Solvente

(9)

HT-Zn-C; ZnCl, 0,447 0,147 - 90°C/24hn DMF
* Sintese realizada sem a adicdo de NaOH.

O rendimento da reagéo para a obtencao da amostra I foi de 13%.

3.4.3.2.5 Amostra J

A amostra J de cor amarela mostarda foi obtido por duas sinteses advindas
da rota convencional denominadas Zn-Cse Zn-Ca.

As sinteses Zn-Cq e Zn-C, seguiram 0 mesmo principio adotado pela sintese
C1, e as condicdes adotadas nestas sinteses estao apresentadas na Tabela 18.

Tabela 18 - Condicdes reacionais adotadas pelas sinteses Zn-C,e Zn-C..

Sintese Precursor Metal (g) SLHEnz(g) pH T(2C) Solvente

Zn-C, ZnCl, 0,136 0,439 10 25 agua
Zn-C, ZnCl, 0,409 0,147 10 25 agua

O rendimento das sinteses Zn-C,; e Zn-C, foi de 22% e 16%, respectivamente.
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4 METODOS INSTRUMENTAIS

4.1 Dosagem de acucar redutor no soro do leite

A analise do teor de lactose no soro do leite foi realizada no Laboratério de
Enzimologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara,
sob supervisdo do Prof. Dr. Rubens Monti, utilizando o método de Miller.*” Os
acucares redutores foram quantificados por espectroscopia com comprimento de
onda em 570 nm, utilizando-se uma curva padrdo de lactose, cuja concentracao

variou no intervalo de 1 a5 mg.mL™.

4.2 Dosagem de proteinas no soro do leite

A anélise de proteinas no soro do leite foi realizada no Laboratério de
Enzimologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara,
sob supervisado do Prof. Dr. Rubens Monti, utilizando o método Lowry modificado por
Hartree.*® O método colorimétrico para a estimativa quantitativa das proteinas totais
se baseia na mistura de molibdato, tungstato e acido fosférico, que sofre reducéo
das cadeias laterais de alguns aminoacidos (tirosina, histidina, asparagina) quando
reage com as proteinas, na presenca do catalisador (Cu?*), e produz um quelato de

cobre com absor¢cdo maxima em 750 nm.

4.3 Eletroforese SDS-PAGE

A andlise da extensao de hidrélise das proteinas do soro do leite foi realizada
no Laboratério de Enzimologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP
de Araraquara, sob supervisao do Prof. Dr. Rubens Monti, via eletroforese em gel de
poliacrilamida (concentragéo de 12%)

A eletroforese foi efetuada em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE)*
utiizando uma solucdo tamponada para dissolver a amostra conseguindo a
dissociacao das proteinas nas suas sub-unidades polipeptidicas utilizando o SDS. A
amostra foi desnaturada por aquecimento (cerca de 95 °C durante 10 minutos) com
excesso de SDS e reagente tidlico para hidrélise das ligacdes dissulfeto. O SDS liga-
se aos peptideos segundo uma razao de 1,4 g de SDS por 1,0 g de polipeptidio
deixando-os com cargas negativas e desta forma, todos os complexos SDS-
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polipetideo possuem densidades de carga idénticas e migram no gel em fungcédo da

sua massa molar. A revelacao do gel foi feita utilizando Coomassie blue.

4.4 Aminograma do SLHEnz

A analise de aminoacidos realizada para o soro hidrolisado (SLHEnNnz) foi
realizada no Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica do Instituto de
Quimica da UNESP-Araraquara, sob a orientacdo do Prof. Dr. Eduardo Maffud Cilli
via método de derivatizacdo pds-coluna com OPA (orto-ftalaldialdeido) em um
analisador Shimadzu LC-10A/C-47A. O sistema foi periodicamente calibrado com
uma mistura padrdo de aminoacidos, obtendo-se um valor para o tempo de saida de
cada aminoacido, e um fator de conversdo entre a area de cada pico e a
concentracdo de aminoacidos da amostra. A deteccao foi realizada por um detector
de fluorescéncia acoplado ao sistema com comprimento de excitacao de 350 nm e
comprimento de emissao igual a 450 nm.

A hidrélise acida foi feita utilizando 1 mL de &cido cloridrico 6 mol L' e 80 mL
de uma solucéo de 5 % de fenol em agua, durante 72 h a 110°C, apds 1 minuto de
atmosfera inerte (N2). ApOs este periodo, as amostras foram secas utilizando-se um
condensador e uma bomba de vacuo. O material seco foi dissolvido em solucéo
tampao de citrato de sédio 0,2 mol L' em pH 2,2. O volume utilizado foi calculado de
acordo com a massa de SLHEnz (1 mg:1 mL). Esta solucao foi filtrada em uma
unidade filtrante GV Millex — Millipore e posteriormente injetada no analisador de
aminoacidos previamente calibrado com um padrao que permite relacionar as areas
dos picos obtidos e os seus respectivos tempos de retengdo, com a concentragao e
o tipo de aminoacido, respectivamente.

4.5 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regiao do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdmetro Spectrometer Spectrum2000 (4000 — 400 cm™) da Perkin Elmer,
com resolugdo de 4 cm”, usando pastilhas de KBr pertencente ao IQ-UNESP-
Araraquara.

4.6 Analise do Teor de Cobalto e Zinco via Complexometria com EDTA®
Para a andlise do teor de cobalto, foram pesados 5 mg da amostra, em uma
balanca com incerteza de 0,01mg. A amostra foi aberta pela adicdo de cinco gotas
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de solucao aquosa de HNO3 (70 % m/m) a quente. Apés resfriamento, adicionou-se
1mL de solugdo tampdo de acetato de aménio 0,2 mol-L" e, em seguida, um
excesso conhecido de solucdo de EDTA, suficiente para complexar todo o metal
presente na amostra. Seguiu-se o ajuste do pH para 5,0 (x 0,1) e a adicdo do
indicador alaranjado de xilenol, em quantidade suficiente para observar a cor
amarela. Em seguida, a mesma foi titulada com solugdo de ZnCl, 0,01 mol-L™,
previamente padronizada com EDTA. A viragem é observada pelo aparecimento de
cor rosa.

O teor de metal é calculado pela seguinte formula (1):

(CEDTA' VEDT;‘\ - CZHCLZ'VZHClZJ
metal* m 100

composto”

T M

metal —

(1)
onde:
Tmeta = porcentagem de metal na amostra; Mmetas = massa molar do metal; Cepta =
concentracdo do EDTA utilizado; Vepta = volume de EDTA utilizado; Cznce=
concentracédo do cloreto de zinco utilizado; Vzacio= volume de cloreto de zinco gasto

na titulagdo; Mamostra = Massa medida da amostra utilizada na titulagéo.

4.7 Analise Elementar

As analises quantitativas de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram efetuadas
pela Central Analitica do IQ/USP-SP usando um ELEMENTAR ANALYZER CHN
2400 da Perkin-Elmer.

4.8 Determinacao do Intervalo de Decomposicao.

As medidas do intervalo de decomposicado das amostras foram realizadas no
Departamento de Quimica Geral e Inorganica do Instituto de Quimica da UNESP-
Araraquara, utilizando o aparelho MAPFQ-301 da Microquimica.

4.9 Termogravimetria (TG) — Analise Térmica Diferencial (DTA)
As curvas TG-DTA foram realizadas na UNIFAL / Alfenas — MG, pelo Prof. Dr.
Eduardo Tonon de Almeida, usando o equipamento da TA-Instruments modelo SDT

Q600 em cadinhos de a-alumina, a uma razao de aquecimento de 20 °C.min"', sob
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atmosfera dinamica de ar sintético com vazio de 100 mL.min™" utilizando-se de 10 a

20 mg de amostra.

4.10 Difratometria de Raios-X: método do Pé

Os difratogramas de raios-X foram obtidos em um difratdmetro Siemens D-
5000, pertencente ao IQ-UNESP, utilizando a radiacdo Cu Ka (A = 1,5406 A). As
amostras foram colocadas em suportes de vidro proprios do equipamento e
submetidas a radiacéo (5° < 26 < 70°). A identificacao foi feita por comparacao com
base de dados da ASTM.
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5 ENSAIO BIOLOGICO

5.1 Determinacao da Atividade Biolégica frente ao Mycobacterium
tuberculosis in vitro

A determinagéo da atividade bioldgica dos complexos de Co(ll) e Zn(ll) frente
ao Mycobacterium tuberculosis foi realizada pela Prof?. Dr2. Clarice Queico Fujimura
Leite, no Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP Araraquara.

A CIM (Concentracado Inibitéria Minima) foi determinada empregando a
metodologia padronizada por Palomino utilizando o revelador de crescimento
bacteriano resazurina. Todas as amostras de cobalto e zinco bem como a isoniazida
foram diluidas em DMSO para obter-se solu¢gées de 10000 pug/mL. Posteriormente
foram realizadas diluicdes destas solu¢cées no caldo 7H9 (Middlebrook 7H9) de
maneira a se obter concentragcdes variaveis de isoniazida (de 1 a 0,01 pg/mL) e das
demais substancias (de 25 pg/mL a 0,09 pg/mL) — na prépria placa. A cepa de MTB
Hs7Rv— ATCC 27294 congelada foi diluida até atingir a concentragdo de
10° UFC/mL para que no final do experimento se obtivesse a populagdo de
10" UFC/mL. A seguir, 100 pL da diluicdo de 10°> UFC/mL foi inoculada em cada um
dos orificios contendo as solu¢des de isoniazida, das amostras destes metais e seus
coordenantes e no controle positivo. A microplaca foi selada com parafilme e
incubada a 37°C. Apos sete dias de incubacgéao, foi adicionado 30 pL da resazurina
diluida em agua estéril por toda placa. A microplaca foi reincubada a 37°C por 24
horas. Apds este periodo, realizou-se a leitura visual e a medida da luminescéncia
no SpectraFluor Plus (TECAN®).

A CIM foi definida como a menor concentragdo da substancia capaz de inibir
o crescimento de 90% da cepa de MTB, ou seja, a menor concentracdo da amostra
de cobalto e zinco e seus coordenantes capaz de impedir a mudanga de cor de azul
para rosa. Cada amostra foi testada em duplicata e o0 mesmo teste foi repetido trés
vezes em semanas consecutivas. A determinacao da CIM frente ao MTB Hs7Rv
(ATCC 27294) foi realizada em diferentes condi¢des ambientais: normais; pH 6,0;
4% de albumina e 10% de soro fetal bovino
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Dosagem de acucar redutor no soro do leite >

Para a dosagem de aclcar redutor, utilizou-se o método de Miller.*” A curva
de calibracao utilizada, para posterior determinacdo da concentracdo de acgucar
redutor no soro do leite, foi de lactose como apresentada na Figura 16. Foi
determinado um coeficiente de extingdo molar para a lactose, a partir da curva, igual
a 290-(mol/L)". A Tabela 19 apresenta os valores obtidos nas dosagens.

Figura 16 - Curva padrdo da lactose para determinagdo de agucar redutor no soro do
leite.
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Tabela 19 - Determinacdo da quantidade (média de dosagens) de agucar redutor (lactose)
no soro do leite.

Amostras de soro mol-L™’
Soro produzido em laborat6rio puro (sem tratamento) 1,910%
Soro industrial sem tratamento 2,710%
Soro produzido em laboratério (dialisado) 2,5-10°

Soro produzido em laborat6rio (dialisado e filtrado) 8,0-10*
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As leis de Lambert-Beer sdao o fundamento da espectroscopia. Elas sao
tratadas simultaneamente, de maneira que, a quantidade de luz absorvida ou
transmitida por uma determinada solugao depende da concentragao do soluto e da
espessura da solucéo (caminho éptico).

A reta obtida entre os limites de concentracdo de cada uma das solucdes
utilizadas, representando uma relacéo de proporcionalidade entre as absorbancias e
as concentracdes das mesmas, obedecendo assim, as Leis de Lambert Beer; além
disso, a porgao linear englobou a maioria dos pontos, 0 que garante um bom limite
de sensibilidade do método.

Cabe ressaltar que os valores de concentracdo do agucar redutor para o soro
de leite puro produzido no laboratério podem apresentar diferencas devido a fatores
como tipo de leite utilizado, raca do animal, estagio de lactacdo ou tipo de
tratamento sofrido pelo leite. Ainda de acordo com a Tabela 19 pode-se notar que
apos tratamentos de dialise e filtracdo, os valores encontrados de acucar redutor
foram bem inferiores, o que significa que 0s processos de tratamento realizados
auxiliaram na retirada de agucar redutor que € um interferente no método de dosagm
de proteinas.

6.2 Dosagem das proteinas®

O método de dosagem de proteinas utilizado neste trabalho, para estimar o
conteudo proteico do soro do leite produzido em laboratério nas varias etapas de
processamento (soro puro, soro dialisado e soro dialisado e filtrado), foi o método
Lowry modificado por Hartree.** A Figura 17 mostra a curva de calibragcdo da
Albumina do Soro Bovino (SBA) utilizada para os calculos da concentracdo de
proteina. Determinou-se de acordo com a curva, o valor de 1,799 (g proteina/ L)
para o coeficiente de extincao.
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Figura 17 - Curva de calibracdo de SBA para determinacao de proteinas no soro do leite.
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A Tabela 20 apresenta os resultados obtidos com as dosagens de proteina no

soro do leite nas trés etapas de processamento.

Tabela 20 - Determinacao de proteina no soro do leite nas trés etapas de processamento.

Amostras de soro gL’
Soro produzido em laboratério (dialisado) 6,99
Soro produzido em laboratério (dialisado / filtrado) 6,18
Soro industrial 6,15

A partir da Tabela 20 notam-se diferencas existentes entre as dosagens de

proteinas no soro dialisado e dialisadoffiltrado. A quantidade do acucar redutor foi

diminuida apdés a realizacdo dos tratamentos de dialise e filtracdo, colaborando

dessa forma para a dosagem real da quantidade de proteinas no soro tratado. Além

disso, o processo de filtragdo em Caulim promoveu a retirada de provaveis micelas

de caseina nao precipitadas que poderiam causar alteragdes no resultado da

dosagem de proteinas.
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6.3 Eletroforese do produto de hidrolise enzimatica obtido do soro de leite
como substrato®?

Os resultados obtidos com a eletroforese (Figura 18) revelam que o tempo do
ensaio enzimatico e as diferentes combinagcbes enzimaticas determinam as
proteinas a serem hidrolisadas e o grau de hidrélise. A combinacédo enzimatica que
permitiu uma maior hidrélise das proteinas do soro do leite foi realizada pelas quatro
enzimas em conjunto (pepsina, tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina).

Figura 18 - SDS-PAGE do produto de hidrélise da pepsina, tripsina, carboxipeptidase e
quimotripsina utilizando soro do leite como substrato.

Coluna 1: Marcador de massa molecular; coluna 2: tempo zero; coluna 3: 20 minutos; coluna
4: 30 minutos; coluna 5: 40 minutos; coluna 6: 50 minutos; coluna 7: 120 minutos de reacao

A eletroforese foi executada em gel de poliacrilamida (concentracao 12%) e
sua atuacao é semelhante a de uma peneira molecular, tornando lenta a migragao
de proteinas na proporcao de sua razao entre carga e massa. Tal migracao também
pode ser afetada pela forma e tamanho das mesmas. A forca que move a
macromolécula € o potencial elétrico.

Amostras de soro sofrendo a acdo enzimatica foram retiradas em intervalos
de tempo regulares para serem misturadas ao SDS e em seguida transferidas uma a
uma para os diversos pocos de gel.

A eletroforese empregada foi capaz de separar os polipeptideos quase que

exclusivamente com base em suas massas moleculares, com 0os menores migrando
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mais rapidamente. * Vale ressaltar que as principais proteinas do soro do leite sdo a
B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e albumina sérica bovina (BSA) que apresentam
massas molares iguais a 18 kDa, 14 kDa e 69 kDa, respectivamente.

O corante azul Coomasssie adicionado ao processo € capaz de interagir
especificamente com as proteinas ndo sendo sensivel para aminoacidos e também a
peptideos menores que 3 kDa, o que torna possivel o0 seu monitoramento. A
diminuicdo das bandas visualizadas no gel ao longo do tempo evidencia a
efetividade da hidrélise enzimatica das proteinas do soro do leite.

As bandas visualizadas no tempo zero confirmam a presenca das proteinas j3-
lactoglobulina e a-lactoalbumina (14-20 kDa), BSA em 68 kDa, bem como as outras
proteinas presentes no soro. A permanéncia da banda em 20 kDA na banda relativa
ao tempo de 30 minutos pode ser atribuida a presenca da proteina B-lactoglobulina
(18 kDa) que é resistente a acao da pepsina.

A interacao entre as proteinas de elevado peso molecular e o corante provoca
o deslocamento do equilibrio deste para a forma aniénica, que absorve fortemente
em 595 nm. Tal absorbancia é proporcional a quantidade de corante ligado e
consequentemente & concentragdo dos maiores peptideos da amostra®.

O desaparecimento das bandas no tempo de 120 minutos indicou a

ocorréncia da hidrélise das proteinas presente no soro do leite.

6.4 Aminograma do SLHEnNnz

O aminograma do soro hidrolisado enzimaticamente esta representado na
Figura 19 enquanto que o aminograma padrao segue representado na Figura 20.

A derivatizacdo é um procedimento quimico onde os grupos carboxilicos e
aminos pertencentes aos aminoacidos reagem com OPA para formar isoindoles
altamente fluorescentes.*

Em geral, juntamente com OPA séao utilizadas substéncias que possuem em
sua estrutura o componente sulfidril como, por exemplo, o 2-ME, o 3-MPA ou sulfito
de sbdio, os quais favorecem a formagdo de adutos hidrofébicos do OPA com
aminoacidos primarios.®® Apés a formacdo de derivativos, a separagdo dos

aminodacidos ocorre através de uma coluna de fase reversa
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De acordo com os aminogramas, conclui-se que a amostra SLHEnz contém
aminodcidos livres, tais como o Asp, Pro, Tyr, Phe, Leu, lle, His, Lys e Arg

confirmados pelos seus respectivos picos em comparagao ao aminograma padrao.

Figura 19 - Aminograma obtido do soro hidrolisado enzimaticamente.

10 10
o
z
] E ]
5 5
0 5 10 15 20 25 k| 35 40 45 50 55 60
Minutes
Fluorescéncia
(Ex:350nm. Em:450nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD Response Factor
concentration
| 6.400 2471613 0.000 0.00
2 Thr 8.975 718000 6.067 118330.78
3 13,641 2635774 0.000 0,00
4 Ile 28.000 521137 4149 123608.50
3 Len 28.570 876765 12,012 72988 47
6 36.193 3203363 0.000 0,00
7 37.042 3049236 0,000 0,00
8 39.034 582154 0,000 0,00
9 His 44317 2051631 20,170 101719.08
10 NH3 49792 32762573 0,000 76355.20
11 60.153 2847321 0.000 0,00
Totals

51719586 42,398
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Figura 20 - Aminograma padréo.
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Fluorescéncia
(Ex:350nm, Em-450nm)
Pk# Name Retention Time Area ESTD Response Factor
concentration
1 Asp 6,429 14704751 100,000 CAL 147047 52
2 Thr 7.678 3437882 100,000 CAL 84378 82
3 Ser 8,195 7814321 100,000 CAL 7814320
< Glu 8,754 5293263 100,000 CAL 5293263
5 Pro 9,976 1124551 100,000 CAL 1124551
6 Gly 12,805 12872902 100,000 CAL 12872902
7 Ala 13,610 6335698 100,000 CAL 6335698
8 Val 17.324 7993267 100,000 CAL 79932 67
9 Met 20,955 6032474 100,000 CAL 60324.73
10 Ile 26,259 3044110 100,000 CAL 8044110
11 Leu 26,928 5243119 100,000 CAL 5243119
12 Tyr 28,368 4920109 100,000 CAL 49201.09
13 Phe 29,532 6408116 100,000 CAL 64081.16
14 His 42,005 6966616 100,000 CAL 69666,16
15 Lys 44 983 1457863 100,000 CAL 1457863
16 NH3 49588 1304087 100,000 CAL 13040.87
17 Arg 50,980 10386975 100,000 CAL 103869.75
Totals
115340104 1700,000 CAL




70

Resultados e Discussdo

Na realizacdo da hidrélise das proteinas do soro do leite foram utilizadas
quatro enzimas (pepsina, tripsina, quimotripsina e carboxipeptidase) que agiram
durante um tempo de hidrélise de 120 min. Verificamos que nas condicdes adotadas
a hidrélise das proteinas do soro do leite ocorreu pois os resultados da eletroforese
SDS-PAGE e aminogramas nos indica tal fenémeno. De acordo com Biasutti®,
varios hidrolisados enzimaticos do soro do leite podem ser preparados com baixo
custo e com alto teor de oligopeptideos empregando-se a pancreatina e alguns
parametros hidroliticos como o tempo de reacdo 5, 10 e 15h. Varios autores tém
demonstrado que formulagdes contendo elevado teor de oligopeptideos,
especialmente de di e tripeptideos, sédo utilizadas mais efetivamente do que uma
mistura equivalente de aminodcidos livres, apresentando, assim, maior valor
nutritivo.>®

Outra ideia seria utilizarmos as enzimas alcalase juntamente com a
flavourzima®, ou até mesmo , utilizar a pancreatina com o intuito de melhorarmos o
grau de hidrélise. A alcalase é uma endoprotease que quando utilizada em
associacao com a flavourzima que € uma exo/endoprotease aumenta em muito o
grau de hidrélise. Estas duas enzimas sdo proteases microbianas empregadas pelas
industrias alimenticia para melhorar as propriedades funcionais e nutricionais das

preparagdes proteicas.®

6.5 Espectroscopia vibracional na regiao no infravermelho

Para descrever o hidrolisado proteico e posteriormente suas correlagdes
com as propriedades funcionais, nao € necessario elucidar sua composicao exata, ja
que se trata de uma mistura de aminoacidos e pequenos peptideos.

De qualquer modo, a espectroscopia vibracional no infravermelho®' tem sido
aplicada para o estudo desse tipo de sistema, uma vez que essa técnica além de
fornecer informagdes relativas a estrutura secundaria da proteina (tanto no estado

)62—65

solido quanto em solugao permite principalmente conhecer os grupos funcionais

presentes (e provaveis sitios de coordenacdo nos espectros no IV dos complexos

formados a partir dos hidrolisados).®%®
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6.5.1 Infravermelho das proteinas do soro do leite sem sofrer hidrélise e do
soro do leite liofilizado e hidrolisado enzimaticamente (SLHEnz)
A Figura 21 apresenta dois espectros vibracionais no IV (cm”), onde o
primeiro refere-se as proteinas do soro do leite sem sofrer hidrélise enzimatica e o
segundo, refere-se ao soro do leite liofilizado e hidrolisado enzimaticamente

(SLHENZ) cujas frequéncias e atribui¢cdes estdo na Tabela 21.

Figura 21. Espectros vibracionais no IV do soro do leite antes (Proteina) e depois da
hidrolise (SLHEnNz).
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Tabela 21 - Principais frequéncias vibracionais no IV (cm™) do soro antes (Proteina) e
depois da hidrélise (SLHENz) e suas respectivas atribuicdes.

Proteina
3423 F, |
3261 om
2969 om

1638 F
1551 f

1404 f

1317 f
1116 f
1077 f
1034 f

592 F, |
498 F, |

SLHENz
3360 F, |
3202 F, |
2950 om
1721 m
1594 F,/
1401 F, |

1320 om
1140 m+1115m
1067 m+ 1042 m

974 mf
875 mf - 830 mf
757 f
728 f
665 f
605 f -583 f
490 f
427 f

Atribuicao

vOH
vNH
vCH

vC=0

Amida |

Amida ll+ vasCOO™ + d5sNH2
vsCOO

vCC
vC-O
vC-O +vCN + 8C-H
vCC + vCN
6C-H
vCC
pCH>
pOH
dCOO
aOH + «CH;
d0CCC

No espectro vibracional do soro in natura (Proteina) observa-se a presenca

das duas principais bandas referentes a presenca de ligacées amida: amida | (1638

cm™) e amida Il (1551 cm™). A regido do espectro compreendida entre 1800 e 800

cm' é muito importante para a anélise de materiais proteicos, uma vez que é neste

intervalo que se observam as absorcdes do grupo amida (CONH)®' presente nas

ligacdes peptidicas das proteinas e as amida | e amida Il sdo os dois modos de

vibracbes mais importantes do grupo amida. A absorcdo referente ao modo

vibracional amida | é observada, em geral, no intervalo de 1655-1644 cm™ que

apresenta contribuicao principalmente do modo de estiramento da ligacdo C=0,
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enquanto que o modo de vibragdo amida Il € esperado no intervalo de 1591-1530
cm associado aos movimentos de deformagdo N-H e estiramento C-N. E sabido
que as frequéncias exatas em que estas ligacbes amidas absorvem dependerdo da
estrutura secundaria das proteinas ou peptideos.®’ A observacdo destas bandas no
espectro no IV do soro in natura confirma, entdo, a presenca de polipeptideos

(proteinas) no soro do leite. O esquema a seguir resume essas consideragoes.

grupo carboxilo grupo amina

. 18 B 1 i
N N
*H—N—2C—c—a *H—N—fC+—c—a
w’ [ W’
R R

Amida I: 1640-1650 cm-1

ligagao peplidica
H 0 H
. LT J _
"H—N—tC =g — N—=C— —0 Amida II: 1480-1570 cm-1
W H
R R

Amida 11l: 1230-1300 cm-1

—=)

a

Por outro lado, a analise do espectro vibracional do hidrolisado do soro nesta
mesma regido possibilitou a identificacdo das bandas em 1721, 1594, 1401 e 1140-
1067 cm™' associadas, respectivamente, aos modos vibracionais vC=0, v,sCOO",

vsCOO e vC-O (ver esquema a seguir).

ol

(‘Hﬁ_(“‘.

N IO T v€=0:1700 - 1720 cm-1
2=C,___ 2

| O | vasCOO-: 1595 - 1618 cm-1
LITH-NHE <»|‘H-?*~H3+ vsCOO-:1356-1401 cm-1

Aspartate Glutamate @ 50C0: 580-600 cm-1

A modificagao observada no espectro do soro hidrolisado (SLHENnz), quando
comparado aquele registrado para o soro in natura, pode ser atribuida a presenca de
aminoacidos livres no hidrolisado proteico indicando que realmente a hidrélise
enzimatica das proteinas no soro do leite ocorreu.

Analisando as bandas no espectro vibracional do hidrolisado do soro
(SLHENz) em regido de alta energia observa-se a presenca de uma banda forte e

larga na regido de 3700 cm™ a 2700 cm™' onde estdo compreendidas as absor¢des
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referentes aos movimentos vibracionais vOH (3360 cm™), vNH (3202 cm™) e o
estiramento vCH em 2950 cm™ pode se atribuido ao grupo —CHs, -CH2 e —CH que
vai depender de cada aminoacido. O fato dela se apresentar alargada deve-se muito
provavelmente a formacéo de ligagdes de hidrogénio do tipo O...H-N.

E importante ressaltar que a hidrélise enziméatica das proteinas é dependente
de umas séries de fatores, tais como fonte de proteina, tipo de enzima utilizada (por
exemplo, uma enzima acida com a pepsina ou basica como a alcalase), pH, etc.

tornando assim muito dificil a identificagdo dos produtos finais da hidrdlise.

6.5.2 Infravermelho dos Precursores
A Figura 22 apresenta os espectros vibracionais no IV dos precursores de
cobalto(ll) usados nesta etapa do trabalho, a saber, CoCl>-6H20O, Co(NOs3)2:6H20 e

CoS04-7H20 cujas frequéncias e atribuigcdes estdo na Tabela 22.

Figura 22 - Espectros vibracionais no IV dos precursores de cobalto.
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Tabela 22 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referentes aos precursores CoCly-6H0,
Co(NO;).-6H.0 e CoSO,-7H,0 e suas respectivas atribuicdes.

CoCl,-6H,0 Co(NO;),-6H,0 Co0S0,4-7H,0 Atribuicao
3364 F, | 3418 F, | 3401 F,1-32380om  vOH
1623 F, | 1633 F, | 1633 m 8H,0
- 1383 F - VasNOg'
- - 1157om, 1100 F VasSO,Z
- 827f - SNOg
646 m, / 623 m, / - oH,0O
- - 629 m-614 m 8H,0 + 85O~

O espectro vibracional no IV do precursor CoCl»>-6H,O apresenta uma banda
forte e larga centrada em 3364 cm’' atribuida ao movimento vibracional de
estiramento vOH das moléculas de 4gua, e as bandas em 1623 cm™ e 646 cm™' sdo
atribuidas a movimentos de deformacao angular da H2O.

Para o precursor Co(NOg3)2-6H20, verifica-se a presenca de uma banda forte e
larga em 3418 cm atribuida ao movimento vibracional de estiramento vOH das
moléculas de agua, assim como as bandas em 1633 cm™' e 623 cm, atribuidas a
modos de deformacgdo. Importante destacar aqui a presenca de uma banda intensa
em 1383 cm™' atribuida a0 modo de estiramento assimétrico do fon nitrato (vasNO3)
assim como outra banda de baixa intensidade em 827 cm™* associada ao movimento
de deformacao do ion nitrato (SNO3).897°

O precursor CoSO47H20 apresenta uma banda forte e larga na regiao de
3700 cm™a 2900 cm™ atribuida a0 movimento vibracional de estiramento vOH das
moléculas de agua assim como as bandas em 1633 cm™ e 623 cm™, atribuidas a
modos de deformacdo. As bandas de alta intensidade observadas em 1157 e 1100
cm' sdo atribuidas ao modo de estiramento assimétrico S—O do ion sulfato (vasS—0)
enquanto que a banda em 614 cm™ é atribuida ao movimento de deformagdo S—-O

do ion sulfato (8S—0).”%7":72
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6.5.3 Infravermelho das Amostras sintetizadas
6.5.3.1 Amostras de cobalto

6.5.3.1.1 Amostra A

A Figura 23 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra A e do

hidrolisado proteico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicées estao na Tabela 23.

Figura 23 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra A.
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Tabela 23 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra A e

suas respectivas atribuicoes.

Amostras

SLHEnz 9 Atribuicao

3360 F, / 3376, F, | vOH

3202 F, | - vNH

2950 om 2927 om vCH

1721 m - vC=0

1594 F, | 1645 F, | SH20 + vasCOO + 8,5sNH;

1401 F, | 1360 m vsCOO

1320 om 1316 F vCC

- 1261 mf - 1232 mf 6C-H

1140 m—1115m - vC-O

1067 m-1042 m

vC-O + vCN + 8C-H

974 mf - vCC + vCN
875 mf - 830 mf 818 m 8C-H
757 f 752 om vCC
728 f - pCH;
665 f - pOH
605 f— 583 f 588 m, | dCOO
490 f 492 m aOH + aCH,
427 f - dCCC

Comparando as frequéncias vibracionais no IV do amostra A com a do

hidrolisado proteico na regido 3380-3000 cm™, observa-se que em A, além de ter
havido um deslocamento da banda vNH, esta aparece consideravelmente mais fina,
significando, portanto, que o atomo de nitrogénio agora ndo participa mais das
ligacdes de hidrogénio e sim da coordenacado com o cobalto. Logo, é possivel inferir
para essa amostra, coordenag¢ao do metal pelo sitio NHa.

Nesta amostra, o grupo carboxilato também é outro sitio de coordenacao do
hidrolisado proteico ao centro metalico. Evidencias claras de coordenagédo sao
observadas no espectro de A pela auséncia das bandas associadas aos modos de
estiramento C=0 (1721 cm™") e C-O (1140-1067 cm™"), assim como pelo surgimento
da banda v,,COO em 1645 cm™ e deslocamento da v,COO (1401 no hidrolisado livre
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para 1360 cm™'). Todas essas evidéncias espectrais ainda permitem inferir modo de
coordenacéao bidentado para o grupo carboxilato nessa amostra.

De acordo com a Tabela 7, para as sinteses hidrotérmicas, as alteragdes no
pH e no solvente ndo influenciam na sintese da amostra A. Analisando as condi¢cdes
reacionais das sinteses convencionais compiladas pelas Tabela 5 e 6, inferimos que
para as sinteses onde foram utilizadas o precursor CoCl»-6H20O, as alteragdes na
proporcao metal:ligante e troca de solvente ndo afetam a sintese desta amostra. Ja
para as sinteses onde foram utilizadas o precursor Co(NQOs3)2-6H20, pode-se concluir
que as alteragdes na proporcao metal:ligante, pH e solvente sao fatores que também

nao influenciam na sintese desta amostra.

6.5.3.1.2 Amostra B
A Figura 24 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra B e a do
hidrolisado proteico (SLHENz), cujas frequéncias e atribuicdes estdo na Tabela 24.

Figura 24 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra B.
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Tabela 24 - Frequéncias vibracionais no IV (cm”) do SLHEnz e amostra B e suas
respectivas atribuigdes.

Amostras
e 5 Atribuicao
3360 F, / 3378, F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2942 om vCH
1721 m - vC=0
1594 F, | 1618 F, /- dH20 + vasCOO + 8,5NH;
1401 F, / 1356 m vsCOO
1320 om 1318 m vCC
1140 m—-1115m 1153 f—1111 f vC-O
1067 m-1042 m 1050 f vC-O + vCN + 8C-H
974 mf - vCC + vCN
875 mf - 830 mf 873 mf-804 f 8C-H
757 f 766 om vCC
728 f - pCH;
665 f 666 f pOH
605 f— 583 f 600 om dCOO
490 f 492 m @OH + «CH,
427 f - dCCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV do hidrolisado proteico
(SLHENz) e da amostra B, observa-se também nesse caso uma alteragdo na banda
préxima a 3300 cm™, podendo ser indicio de que o atomo de nitrogénio do grupo
amino deva estar envolvido na coordenacao ao ion cobalto.

No entanto, a analise na regido do grupo funcional COO", permite inferir que
trata-se de uma amostra diferente do sélido A, uma vez que agora esse grupo se
coordena ao metal de um modo distinto. Isso pode ser atestado pelo surgimento das
bandas vCO em 1153 - 1050 c¢cm™, além do deslocamento das bandas v.sCOO
(1618 cm™) e veCOO (1356 cm™).

De acordo com a Tabela 9, verificamos que para a sintese convencional,
fixando-se o precursor CoCl,-6H20, a proporcao metal:ligante, o pH e o solvente e,
alterando-se apenas a temperatura, concluimos que a mudanca de temperatura nao

influencia na sintese desta amostra.
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6.5.3.1.3 Amostra C
A Figura 25 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra C e a do
hidrolisado proteico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicoes estao na Tabela 25.

Figura 25 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra C.
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Tabela 25 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra C e
suas respectivas atribuicoes.

Amostras
e o Atribuicao
3360 F, / 3392, F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2966 om vCH
1721 m - vC=0
1594 F, | 1619 F, / dH20 + vasCOO + 8,5NH;
1401 F, / 1384 m vsCOO
1320 om 1315 m vCC
1140 m—-1115m 1154 f—1111 f vC-O
1067 m-1042 m 1077 f vC-O + vCN + 8C-H
974 mf - vCC + vCN
875 mf - 830 mf 870 mf-799 f 8C-H
757 f 744 om vCC
728 f - pCH;
665 f 678 f pOH
605 f— 583 f 560 om dCOO
490 f 487 m @OH + «CH,
427 f - dCCC

Nesse caso, ainda que os espectros vibracionais de B e C guardem algumas
semelhangas entre si, devem tratar-se de amostras diferentes, uma vez que
apresentam cores distintas (rosa e roxo, respectivamente), teores de cobalto
diferentes (conforme sera apresentado no item 6.6) e as curvas TG/DTA também
nao apresentam similaridade (conforme sera apresentado a seguir no item 6.7.1.2 e
6.7.1.3).

Verificamos de acordo com a Tabela 10, que para a sintese da amostra C,
mantendo-se 0 mesmo precursor, proporcdo metal:ligante, pH e temperatura e
variando apenas o solvente, concluimos que a mudancga de solvente nao influencia
na sintese desta amostra.
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6.5.3.1.4 Amostra D
A Figura 26 apresenta os espectros vibracionais no |V da amostra D e a do
hidrolisado protéico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicoes estao na Tabela 26.

Figura 26 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra D.
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Tabela 26 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra D e
suas respectivas atribuicoes.

Amostras
e = Atribuicao
3360 F, / 3384, F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2964 om vCH
1721 m - vC=0
1594 F, | 1616 F dH20 + vasCOO + 8,5NH;
1401 F, / 1384 F VsCOO™ + vosNO3
1320 om 1316 m vCC
1140 m-1115m 1110 f—1086 om vC-O
1067 m-1042 m - vC-O + vCN + 8C-H
974 mf 923 mf u-perdxido
875 mf - 830 mf 825 f 8C-H + dNO;3’
757 f 770 om vCC
728 f - pCH;
665 f 666 om pOH
605 f— 583 f 593 mf dCOO
490 f 489 m «OH + «CH;
427 f - d8CCC

A amostra D de cor marrom é constituido por Co (lll) conforme os dados
apresentados pelos autores Neville?” e Jezowska.'® Trabalhos vém demonstrando
que o ion Co(lll) apresenta a possibilidade de formacado de espécies diméricas
octaédricas, interconectadas por pontes do tipo p-peroxo, formadas a partir da
interacdo do nitrato de cobalto(ll) com ligantes nitrogenados na presenca de
oxigénio, fatos estes devem estar acontecendo também na amostra D.

O IV foi uma técnica muito importante para diagnosticar a presenca dessas
pontes, uma vez que no espectro da amostra D pode ser observada como uma
banda em 923 cm™', na mesma regido que a reportada por outros trabalhos da
literatura.”

A coordenacgao do hidrolisado proteico também ocorreu nessa amostra via
grupo funcional carboxilato, ja que nao foi observada a banda referente ao modo
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vC=0 (1721 cm™), além das bandas associadas aos movimentos v,COO e vCO
terem sido deslocadas quando comparadas com aquelas presentes no espectro do
hidrolisado livre. Foi observada, ainda, a presenca do grupo nitrato na amostra, cujas
frequéncias sao praticamente as mesmas que aquelas observadas no espectro
vibracional do material de partida (1383 e 827 cm’', ver Tabela 22) permitindo inferir
que esse grupo na amostra D deve estar atuando apenas como um contra-ion.
Cabe destacar ainda que, a banda associada a um dos movimentos do grupo nitrato
(vasNO3) ocorre na mesma regido que aquela referente ao modo vsCOO™ do grupo
carboxilato (1382 e 1376 cm’', respectivamente), o que dificultou a identificagéo
desse modo nessa amostra. De qualquer modo, a observacédo da banda atribuida ao
modo de deformacao angular do carboxilato (6COQ") e a diversos modos da cadeia
organica (ver Tabela 26) permitem concluir que ambos os grupos NH; e COO" sao
pontos de coordenacao do hidrolisado proteico ao ion cobalto.

6.5.3.1.5 Amostra E
A Figura 27 apresenta os espectros vibracionais no |V da amostra E e do

hidrolisado proteico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicées estdo na Tabela 27.

Figura 27 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra E.
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Tabela 27 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra E e
suas respectivas atribuicoes.

Amostras
e E Atribuicao
3360 F, / 3407 F, | vOH
3202 F, | 3234 om vNH
2950 om 2857 om vCH
1721 m - vC=0
1594 F, | 1625 F, | SH20 + v,sCOO + 8,5NH;
1401 F, | 1429 f- 1405 f vsCOO
1320 om 1315 f vCC
1140 m-1115m  11450m, 1103 F vC-O + vSO~
1067 m-1042 m 1096 F, / vC-O + vCN + 8C-H
974 mf 983 f vCC + vCN
875 mf - 830 mf 881 om-817 f 8C-H
757 f 744 om vCC
728 f - pCH,
665 f 626 om pOH
605 f—583 f 613 m- 570 om 3CO0 +8S0,*
490 f 459 om «OH + a«CH,
427 f - 3CCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV do hidrolisado proteico
(SLHENZz) e da amostra E, verificamos a presenga do ion sulfato na sua composic¢ao,
uma vez que foram observadas as bandas referentes ao modo vibracional de
estiramento desse anion (1103 cm™) bem como a de deformagdo em 613 cm™, cujas
frequéncias sao praticamente as mesmas que aquelas observadas no espectro
vibracional do material de partida (1100 e 614 cm™', ver Tabela 22) permitindo inferir
que o sulfato na amostra E deve estar atuando apenas como um contra-ion.
Comparando as frequéncias vibracionais no IV da amostra E com a do
hidrolisado proteico, observamos uma banda na regido de 3800 a 2800 cm™ onde é
possivel atribuirmos os movimentos vibracionais de estiramentos vOH, vNH e vCH
que quando comparadas, observamos que na amostra E, esta banda encontra-se
mais fina e deslocada em comparacéao ao hidrolisado proteico, significando, portanto,

que o atomo de nitrogénio nao participa mais das ligacdes de hidrogénio e sim da
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coordenacdo com o ion cobalto, permitindo assim, inferir coordenacao do sitio NH,
ao metal.

As bandas do grupo carboxilato associada ao movimento vibracional de
estiramento assimétrico (vasCOQO’) e simétrico (vsCOQO’) junto com o movimento
vibracional de deformacédo do grupo carboxilato (6COQO’) bem como a auséncia da
banda atribuida ao modo de estiramento vC=0 (1721 cm™") evidenciam que o atomo
de oxigénio do grupo carboxilato (COQO") é outro sitio provavel de coordenacao do
hidrolisado proteico ao centro metalico. Foi observado, ainda, que o movimento
vibracional de deformacédo de estiramento simétrico se desdobrou em dois picos
sendo estes em 1429 e 1405 cm’ respectivamente. De qualquer modo, a
observacdo da banda atribuida ao modo de deformagédo angular do carboxilato
(0COO’) bem com os modos da cadeia organica (ver Tabela 27) permitem concluir
que os grupos NHz, COO" sao pontos de coordenacao do hidrolisado proteico ao ion

cobalto.



87

Resultados e Discussdo

6.5.3.2 Amostras de Zinco
Tanto as amostras de zinco quanto as amostras de cobalto foram sintetizados
a partir do mesmo hidrolisado proteico (SLHENz).

6.5.3.2.1 Amostra F

A Figura 28 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra F e a do
hidrolisado protéico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicées estao na Tabela 28.

Figura 28 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra F.
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Tabela 28 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra F e
suas respectivas atribuicoes.

Amostras
e E Atribuicao
3360 F, / 3427 F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2936 m-2882 m vCH
1721 m 1701 F vC=0
- 1654 F, /-1628 F, | Amida |
1594 F, | 1587 F Amida Il + vosCOO + 8,sNH>
1401 F, / 1384 F, |- 1344 F vsCOO
1320 om 1316 m vCC
- 1244 m Amida Il
1140 m—1115m 1180 F, / vC-O
1067 m-1042 m 1099 F, /-1069 m vC-O + vCN + 6C-H
974 mf 969 f vCC + vCN
875 mf - 830 mf 825 f 8C-H
757 f 791 F—767 m vCC
728 f 717 m pCH,
665 f 674 m—667 m pOH
605 f— 583 f 544 f dCOO
490 f 446 m «OH + «CH,
427 f 417 m dCCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV da amostra F com a do
hidrolisado proteico, observamos uma banda na regido de 3600 a 3000 cm™ onde é
possivel atribuirmos os movimentos vibracionais de estiramentos vOH, vNH e vCH
que quando comparadas, observamos que na amostra F, esta banda encontra-se
mais fina e deslocada em comparagdo a do hidrolisado proteico, significando,
portanto, que o atomo de nitrogénio ndo participa mais das liga¢des de hidrogénio e
sim da coordenacao com o ion zinco, permitindo assim, inferir coordenacao do sitio
NH2 ao metal.

O hidrolisado proteico também se coordena ao ion zinco via atomo de

oxigénio do grupo carboxilato, pois se observam as bandas associada aos
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estiramentos vC=0 em 1700 cm” e vC-O em 1100 cm’ revelando que parte da
amostra formada, o hidrolisado proteico esta coordenado de modo monodentado.
Por outro lado, o pH em que a sintese foi realizada, faz com que parte do
aminoacido fique desprotonado, como no caso do glutamato, que pode estar se
coordenando também por esta regido, verificados pelas bandas em 1654, 1587 e
1384 cm’.

As bandas atribuidas as ligacbes amidas aparecem na amostra F,
especialmente a banda em 1244 cm” conhecidas como amida lll, trata-se de
vibracdes do esqueleto proteico, (principalmente envolvendo ligacées C-C e C-N)
que, da mesma forma que as bandas amida | e amida Il, sdo sensiveis a
conformacéo da molécula, neste caso, B-folha + random coil.”*

Duas amostras cristalinas adivindas das rotas de sintese HT-ZN-N; e Zn-Cs
foram obtidas ap6s dias de repouso do sobrenadante sobre a bancada, cuja
cristalinidade foi confimada pela técnica de difratometria de raios-X. O proximo
passo foi encaminha-las para andlise cristalografica em Sao Carlos com o Prof.
Javier A. Ellena, cujos resultados ainda néo foram divulgados por ele.

Concluimos que para a rota de sintese convencional, as altera¢cdes nos
precursores e propor¢cdo metal: ligante sdo fatores que n&o influenciam na sintese
da amostra F e, para a rota de sintese hidrotérmica, a alteragcdo do solvente néo

influencia na sintese desta amostra.

6.5.3.2.2 Amostra G
A Figura 29 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra G e a do
hidrolisado proteico (SLHENZz) cujas frequéncias e atribuicoes estao na Tabela 29.
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Figura 29 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra G.
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Tabela 29 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra G e

suas respectivas atribuigoes.

Amostras
e - Atribuicao
3360 F, / 3410 F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2964 m—2927 m vCH
1721 m - vC=0
1594 F, | 1596 F—1506 F  Amida [1+8H20 + "+ 8,sNH;
1401 F, | 1384 F, | vsCOO
1320 om 1365 F vCC
1140 m—1115m 1137 F vC-O
1067 m-1042 m 1044 m vC-O + vCN + 8C-H
974 mf 943 m vCC + vCN
875 mf - 830 mf 831 m 8C-H
757 f 773 m vCC
728 f 705 m pCH,
665 f 694 m—668 m pOH
605 f— 583 f 514 m dCOO
490 f 469 m «OH + «CH;
427 f - dCCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV do SLHEnz e a da amostra G,

inferimos que o hidrolisado proteico deva estar coordenado ao zinco através do

atomo de oxigénio do grupo carboxilato (COO’) de modo bidentado (ponte ou

quelante), pois nao foi observada a banda associada ao estiramento vC=0 em 1721

cm’' que comprovaria coordenagdo monodentada e, a auséncia da banda associada

ao modo de estiramento assimétrico do grupo carboxilato (vsCOQO") colabora para tal

proposicao, e a Amida Il é confirmada nesta amostra pela presenca da banda em

1596 cm’™.
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6.5.3.2.3 Amostra H

A Figura 30 apresenta os espectros vibracionais no IV da amostra H e a do
hidrolisado proteico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicées estao na Tabela 30.

Figura 30 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra H.
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Tabela 30 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra H e

suas respectivas atribuicoes.

Amostras
T . Atribuicao
3360 F, / 3430 F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2945 om vCH
1721 m - vC=0
- 1617 F VasCOO
1594 F, | - SH20 + "+ 3,sNH>
1401 F, / 1384 F vsCOO" + v,NOy
1320 om 1316 m vCC
- 1244 m Amida Il
1140 m—-1115m 1152 f—1122 m vC-O
1067 m-1042 m 1044 m—-1065 m vC-O + vCN + 8C-H
974 mf - vCC + vCN
875 mf - 830 mf 821 f 8C-H + 3NO5
757 f 790 m vCC
728 f 705 m pCH,
665 f 687 m—674 m pOH
605 f— 583 f 579 f dCOO
490 f 478 m aOH + aCH,
427 f - dCCC

Comparando as frequéncias vibracionais no IV da amostra H com a do

hidrolisado proteico, observamos a banda na regido de 3600 a 3000 cm™ onde é
possivel atribuirmos os movimentos vibracionais de estiramentos vOH, vNH e vCH
encontra-se mais fina e deslocada na amostra H em comparacéo a do hidrolisado
protéico, significando, portanto, que o 4&tomo de nitrogénio néo participa mais das
ligagdes de hidrogénio e sim da coordenagdo com o ion zinco, permitindo assim,
inferir coordenacéao do sitio NH> ao metal.

O hidrolisado proteico deva estar coordenado ao zinco através do atomo de
oxigénio do grupo carboxilato (COO’) de modo bidentado (ponte ou quelante), pois

nao foi observada a banda associada ao estiramento vC=0 em 1721 cm” que
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comprovaria coordenacdo monodentada, e a banda em 1244 cm referente & amida
[l aparece semelhante a amostra F.

A amostra H apresenta nitrato na sua composicdao, uma vez que foram
observadas em seu espectro as bandas referentes aos modos vibracionais desse
anion (825 e 1384 cm™). Pelo fato delas se encontrarem praticamente na mesma
regido que as observadas para esse grupo em compostos idnicos, sugere-se que 0

grupo NOs nessa amostra deve estar atuando como contra-ion.

6.5.3.2.4 Amostra |
A Figura 31 apresenta os espectros vibracionais no |V da amostra | e a do
hidrolisado protéico (SLHENz) cujas frequéncias e atribuicées estao na Tabela 31.

Figura 31 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra |.
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Tabela 31 - Frequencias vibracionais no IV (cm™) referente ao SLHEnz e a amostra | e
suas respectivas atribuigoes.

Amostras -
e | Atribuicao
3360 F, / 3431 F, | vOH
3202 F, | - vNH
2950 om 2936 m—2884 m vCH
1721 m 1701 f vC=0
- 1654 F, |- 1625 F, | Amida | + v,sCOO
1594 F, | 1592 F Amida Il + 8Ho0 + 8,sNH;
1401 F, / 1384 F—-1343 F vsCOO
1320 om 1317 m vCC
- 1270 m—1254 m Amida Il
1140 m—1115m 1174 F, /-1106 F, | vC-O
1067 m-1042 m 1052 m vC-O + vCN + 8C-H
974 mf 987 f vCC + vCN
875 mf - 830 mf 864 f 8C-H
757 f 788 F—766 m vCC
728 f 713 m pCH;
665 f 668 m pOH
605 f— 583 f 592 f dCOO
490 f 431 m aOH + aCH,
427 f 417 m dCCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV da amostra | com a do
hidrolisado proteico, verificamos que parte do hidrolisado proteico deva estar
coordenado ao zinco através do atomo de oxigénio do grupo carboxilato (COQO") de
modo monodentado, pois se observam as bandas associadas ao estiramento vC=0
e vC-O em 1701 cm™ e 1106 cm™ respectivamente. Por outro lado, o pH em que a
sintese foi realizada, faz com que parte do hidrolisado proteico fique desprotonado,
como no caso do aminoacido glutamato, que pode estar se coordenando também
por esta regido, verificados pelas bandas em 1654, 1592 e 1384 cm’
respectivamente. As bandas relativas as trés amidas aparecem na amostra | em
1625, 1592 e 1254 cm indicando a preferéncia do zinco de se coordenar ao
hidrolisado proteico diferentemente do cobalto.
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6.5.3.2.5 Amostra J

A Figura 32 apresenta os espectros vibracionais do IV das amostras J e
SLHENz cujas frequéncias e atribuicbes estao na Tabela 32.

Figura 32 - Espectros vibracionais no IV do SLHEnz e da amostra J.
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Tabela 32 - Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referentes ao SLHEnz e a amostra J e
suas respectivas atribuicoes.

Amostras -
T I Atribuicao
3360 F, / 3499 F, | vOH
3202 F, | 3449 F, | vNH
2950 om 2945 om vCH
1721 m 1710 f vC=0
1594 F, | 1604 F, | dH20 + 8,sNH; + v,sCOO
1401 F, | 1384 F—- 1374 F vsCOO
1320 om 1317 m vCC
- 1238 f Amida IlI
1140 m—-1115m 1160 m—-1115m vC-O
1067 m-1042 m 1068 m— 1037 m vC-O + vCN + oC-H
974 mf 904 f vCC + vCN
875 mf - 830 mf 864 f 8C-H
757 f 788 F—766 m vCC
728 f 720 m pCH,
665 f 674 m—-667 m pOH
605 f—583 f 520 f 3COO
490 f 446 m @OH + «CH,
427 f 434 m 3CCC

Analisando as frequéncias vibracionais no IV do SLHEnz e a amostra J,
observamos que a banda na regido de 3800 a 2800 cm” encontra-se desdobrada
em dois picos e encontra-se mais fina e deslocada na amostra J em comparacéao a
do hidrolisado proteico, significando, portanto, que o atomo de nitrogénio nao
participa mais das ligagdes de hidrogénio e sim da coordenagdo com o ion zinco,
permitindo assim, inferir a coordenacgéao do sitio NH, ao metal.

O atomo de oxigénio do grupo carboxilato (COQ’) é outro sitio provavel de
coordenacdo dos aminoacidos ao centro metalico observados pela banda de
estiramento assimétrico (v.s) em 1604 cm™ e a outra, referente ao modo vibracional

estiramento simétrico (vs) desdobradas em 1384 e 1374 cm™.
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A banda atribuida a ligagdo amida aparece na amostra J em 1238 cm’
conhecida como amida lll, que trata-se de vibragbes do esqueleto proteico,
(principalmente envolvendo ligagdes C-C e C-N).

Acrescenta-se ainda, que o0 deslocamento observado para a banda de
deformagao do carboxilato em relagéo ao hidrolisado livre (583 cm™) bem como as
alteracbes substanciais na energia e intensidade da banda vNH, vCC e vCN permite
concluir que ambos os grupos NH; e COO" sao pontos de coordenagdo ao zinco
nestas amostras.

Concluimos que a alteracdo na proporcdo metal: ligante para a rota de

sintese convencional nao influencia na sintese desta amostra.

6.6 Complexometria com EDTA, Analise Elementar e Intervalo de

Decomposicao

O hidrolisado do soro do leite € uma mistura de diversos aminoacidos e
pequenos peptideos com alta capacidade de coordenacgéo ao centro metalico, e por
essa razdo, torna-se impossivel identificar a presenca de aminoacidos ou peptideos
especificos. Contudo, para descrever o hidrolisado e seus complexos aqui obtidos,
bem como estudar suas propriedades funcionais, ndo é necessario elucidar a
composicao exata dessas espécies. Por essa razdo, os dados analiticos obtidos,
que estdo apresentados na Tabela 33, devem ser analisados com o devido cuidado,

imaginando tratar-se de uma “composi¢cao media” do material formado.

Tabela 33 - Cores, dados analiticos e intervalos de decomposicdo das amostras
sintetizadas.

Complexometria Analise Elementar
Amostra Cor dec.(°C)
Co(ll) % Zn(ll) % C% H% N%
A Rosa Claro 25,57 13,46 3,15 2,28 194 - 198
B Rosa Escuro 20,48 15,86 3,71 0,53 192 - 196
C Roxo 22,44 * * * 186 - 190
D Marrom 25,22 17,44 3,38 3,41 182 - 188
E Rosa Salmao 23,34 11,63 4,06 3,31 196 - 200
F Amarelo Mostarda 18,08 23,01 3,76 4,78 175-179
G Marrom 19,30 12,03 3,53 0,83 185 - 190
H Amarelo Mostarda 17,33 20,53 3,63 1,84 181- 186
| Amarelo Mostarda 17,70 26,23 417 3,44 101 -195
J Amarelo Mostarda 19,85 19,37 4,01 1,64 183 - 189

*aguardando resultados
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E sabido que o metal quando complexado com amino&cidos, dipeptideos ou
tripeptideos apresenta alta estabilidade e, tende a ser absorvido no intestino de
forma semelhante a um dipeptideo ou tripeptideo que normalmente apresentam
altos coeficientes de absorcdo, conferindo assim um aumento da absorcédo pelo
organismo, tornando-o mais biodisponivel e menos toxico.

Por essa razao, utilizando os minerais quelatados na suplementagcado animal,
estes substituem as fontes minerais inorganicas em niveis mais baixos, mantendo ou
até mesmo aumentando a sua absorcao.

As amostras sintetizadas neste trabalho, que envolvem a coordenacédo dos
ions Co(ll) e Zn(ll) com os aminoécidos ou dipeptideos presentes no hidrolisado
proteico do soro do leite, apresentam teores de metal na faixa de aproximadamente
17 a 25%.

A DEG é uma das maiores importadoras de insumos farmacéuticos e
cosméticos do Brasil. Sua linha de produtos j& ultrapassa a casa dos 1000. Dentro
de sua linha de produtos para suplementacédo alimentar, existe o quelato de zinco,
que é um produto comercializado na forma quelatada com aminoacidos. Outra
empresa de destaque na suplementacdo humana, veterinaria e agricola é a
Orgolabs Orgéanicos LTDA da cidade de Descalvado - SP, que comercializa varios
quelatos, dentre estes, os quelatos de zinco a 20%. As amostras de zinco
sintetizadas neste trabalho encontram-se na mesma ordem dos encontramos hoje
no mercado e dentro dessa perspectiva, o préximo passo do trabalho sera efetuar
ensaios para avaliar a potencialidade de utilizacdo das amostras obtidas neste
trabalho como minerais quelatados para suplementacéao animal.

O fato das amostras sintetizadas apresentarem baixo teor de carbono pode
ser atribuido ao fato de estarem com muita agua na sua composicao, evidenciados
pelos espectros no IV e pelas curvas TG-DTA, ou até mesmo, pode estar formando
uma amostra polimérica, como por exemplo, no caso da amostra D, que se
apresenta na forma p-peroxido em ponte.
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6.7 Analise térmica (TG/DTA) das amostras de cobalto e zinco

6.7.1 Amostras de Cobalto

6.7.1.1 Amostra A
As curvas termogravimétricas (TG) e de analise térmica diferencial (DTA)
referentes a decomposicao térmica da amostra A estdo representadas na Figura 33,

cujos resultados encontram-se na Tabela 34.

Figura 33 - Curvas TG e DTA da amostra A.
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Tabela 34 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra A.
Comp.  Miiia  Etapas Intervalode T Am (%) DTA/(°C)

(mq) (°C) Endo Exo
1 0-84,76 -4,17 85
2 84,76 —209,4 -1596 207
A 8,0170 3 209,4 — 304 -3,05 -
4 304 - 331,8 -36,5 330
5 908 — 926 -3,92 926

A decomposicao da amostra A ocorre em cinco etapas consecutivas. A
primeira etapa caracteriza-se pela eliminagdao da agua de rede (pico endotérmico em
85 °C); na segunda, terceira e quarta etapas ocorre a eliminacdo da agua de
coordenacdo e a decomposicdo térmica do hidrolisado proteico que estava
coordenado, evidenciados pelos picos em 207 °C e 330 °C, respectivamente. Na
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ultima etapa observa-se provavelmente a formacao de CoO (pico endotérmico em

926 °C) que sera confirmado posteriormente por DRX de p6 do residuo obtido.

6.7.1.2 Amostra B
As curvas termogravimétricas (TG) e de andlise térmica diferencial (DTA)
referentes a decomposicao térmica da amostra B estao representadas pela Figura

34 cujos resultados encontram-se na Tabela 35.

Figura 34 - Curvas TG e DTA da amostra B.
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Tabela 35 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra B.
Comp.  Miiia  Etapas Intervalode T Am (%) DTA/(°C)

(mg) (°C) Endo  Exo
1 0-316 -2423 85
B 10,8220 2 316 — 371 -29,53 337
3 209,4 — 304 -2,57 927

A decomposicao da amostra B ocorreu em trés etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminacdo da agua de rede (pico endotérmico em 85 °C); a
segunda pela decomposicdo térmica do hidrolisado proteico coordenado ao ion
cobalto junto com a eliminacdo da agua de coordenacdo (evidenciados pelo pico
exotérmico em 337 °C) e na terceira etapa houve provavelmente a formagao de CoO

(pico em 927 °C) que sera confirmado posteriormente por DRX de p6.
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6.7.1.3 Amostra C
As curvas termogravimétricas (TG) e de andlise térmica diferencial (DTA)
referentes a decomposicao térmica da amostra C estao representadas pela Figura

35 cujos resultados encontram-se na Tabela 36.

Figura 35 - Curvas TG e DTA da amostra C.
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Tabela 36 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra C.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mq) (°C) Endo Exo

1 0 - 361 -31,52 113
C 13,4840 2 361 -419 -24,46 407
3 419 — 567 -7,52 454

4 907 — 955 -1,98 926

A decomposicdo da amostra C ocorreu em quatro etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminacdo da agua de rede (pico endotérmico em 113 °C); a
segunda e a terceira, pela decomposic¢ao térmica do hidrolisado proteico juntamente
com a eliminagdo da agua de coordenacédo e a quarta pela provavel formagao de
CoO que sera confirmado posteriormente por difratometria de raios-X.

Importante destacar que esses resultados mostram um processo de queima
totalmente diferente para esse composto, uma vez que foram observados dois picos
exotérmicos (407 °C e 454 °C) revelando que o ion metalico deva estar coordenado

a dois ligantes (peptideos) diferentes nesse caso.
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6.7.1.4 AmostraD
As curvas termogravimétricas (TG) e de andlise térmica diferencial (DTA)

referentes a decomposicao térmica da amostra D estao representadas pela Figura

36 cujos resultados encontram-se na Tabela 37.

Figura 36 - Curvas TG e DTA da amostra D.
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Tabela 37 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra D.
Comp.  Miia  Etapas Intervalode T Am (%) DTA/(°C)

(mq) (°C) Endo  Exo

1 0-173 -13,9 108

D 10,7760 2 173 — 286 -14,09 202
3 286 — 340 -32,61 330

4 907 — 955 2,42 926

A decomposicdo da amostra D ocorreu em quatro etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminacdo da agua de rede (pico endotérmico em 108 °C); a
segunda caracterizada pela eliminacdo da agua de coordenacao (pico endotérmico
em 202 °C) e a terceira pela decomposicdo térmica do material orgénico,
evidenciado pelo pico exotérmico em 330 °C confirmando a coordenagdo do
hidrolisado proteico ao ion cobalto. A quarta etapa deve estar associada a provavel
formacao de CoO (pico endotérmico em 926 °C) que sera confirmado posteriormente
por DRX.
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6.7.1.5 Amostra E
As curvas termogravimétricas (TG) e de andlise térmica diferencial (DTA)
referentes a decomposicao térmica da amostra E estdo representadas pela Figura

37 cujos resultados encontram-se na Tabela 38.

Figura 37 - Curvas TG e DTA da amostra E.
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Tabela 38 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra E.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mg) (°C) Endo Exo

1 0-133 -259 118
E 6,9720 2 133 — 399 -19,8 366
3 399 -840 -23,22 508

4 840 - 913 -1,68 820

5 913 - 929 -1,8 926

Verificamos pela decomposicao da amostra E que a mesma aconteceu em
cinco etapas, sendo a primeira caracterizada pela eliminacao da agua de rede (pico
endotérmico em 118 °C) enquanto que as demais etapas evidenciam as eliminacdes
das aguas de coordenacdo e a provavel formacdo do CoO que sera confirmado
posteriormente por DRX do P4. Importante notar que no termograma da amostra E
nao se evidencia a clara eliminacdo do hidrolisado proteico (queima do hidrolisado)
como observado nas amostras anteriores, inferindo assim, que a amostra E possa
se tratar apenas do precursor sulfato de cobalto. Novas curvas serao refeitas nesse

Ccaso.
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6.7.2 Amostras de Zinco

6.7.2.1 Amostra F
As curvas termogravimétricas (TG) e de analise térmica diferencial (DTA)

referentes a decomposicao térmica da amostra F estdo representadas na Figura 38,

cujos resultados encontram-se na Tabela 39.

Figura 38 - Curvas TG e DTA da amostra F.
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Tabela 39 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra F.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mq) (°C) Endo Exo

1 0-250 -19,71 114
F 13,1250 2 250 — 342 -22,28 323
3 342 — 448 -19,83 385

A decomposicdo da amostra F ocorreu em trés etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminagdo da agua de rede (pico endotérmico em 114 °C). A
decomposicao térmica da matéria organica ocorre nesse caso em duas
temperaturas diferentes (323 °C e 385 °C), evidenciando que o ion Zn(ll) nessa

amostra deva estar coordenado a dois ligantes diferentes.

6.7.2.2 Amostra G
As curvas termogravimétricas (TG) e de analise térmica diferencial (DTA)

referentes a decomposicao térmica da amostra G estao representadas na Figura 39,

cujos resultados encontram-se na Tabela 40.
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Figura 39 - Curvas TG e DTA da amostra G.
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Tabela 40 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra G.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mg) (°C) Endo  Exo
1 0-253 143 118
G 1083380 , 253-600  -33,7 375-400

A decomposicao da amostra G ocorreu em duas etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminagdo da agua de rede (pico endotérmico em 118 °C) e a
segunda evidenciada pelos dois picos exotérmicos em 375 °C e 400°C referente a
decomposicao térmica do hidrolisado proteico. A amostra G parece conter também
dois ligantes diferentes coordenados ao ion metalico zinco. No entanto, as curvas
TG e DTA deverao ser refeitas nesse caso, pois durante a realizagdo da mesma

ocorreu uma queda de energia.

6.7.2.3 Amostra H
As curvas termogravimétricas (TG) e de analise térmica diferencial (DTA)
referentes a decomposicao térmica da amostra H estao representadas pela Figura

40 cujos resultados encontram-se na Tabela 41.
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Figura 40 - Curvas TG e DTA da amostra H.

120 1.5
100
1.0
(=)
E
e
807 9
& g
; 0.5 E)
=) -
2 2
]
60 §
[0
Q.
1S
(0]
'_
0.0
40+
20 T T T T T -0.5
0 200 400 600 800 1000 1200
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.7A TA Instrument

Tabela 41 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra H.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mq) (°C) Endo Exo

1 0-225 -14,6 108
H 7,1470 2 225 - 360 -18,83 342
3 360 — 453 -25,27 390

A decomposicdo da amostra H ocorreu em trés etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminacido da agua de rede (pico endotérmico em 108 °C).
Outras duas etapas foram observadas, através dos picos exotérmicos em 342 °C e
390 °C, e estdo associadas a decomposicao térmica do material organico. Dois
ligantes diferentes devem estar presentes também na esfera de coordenacao dessa

espécie.

6.7.2.4 Amostra |
As curvas termogravimétricas (TG) e de analise térmica diferencial (DTA)

referentes a decomposicao térmica da amostra | estdo representadas pela Figura 41

cujos resultados encontram-se na Tabela 42.
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Figura 41 - Curvas TG e DTA da amostra I.
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Tabela 42 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra I.
Comp. Minicial Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mg) (°C) Endo Exo

1 0a150 -8,6 85
| 8,8470 2 150 a 275 -10,9 294
3 275 a 885 -38,62 390-553

A primeira etapa de decomposicao térmica da amostra | pode ser observada
através do pico endotérmico em 85 °C e associada a perda de moléculas de agua de
rede. Puderam ser observadas, em temperaturas mais altas, trés etapas associadas
a decomposicao térmica do hidrolisado proteico (294, 390, 553 °C), que permitem

inferir a existéncia de trés espécies organicas diferentes coordenadas ao ion zinco.

6.7.2.5 Amostra J
As curvas termogravimétricas (TG) e de andlise térmica diferencial (DTA)

referentes a decomposicao térmica da amostra J estéo representadas pela Figura 42

cujos resultados encontram-se na Tabela 43.
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Figura 42 - Curvas TG e DTA da amostra J.
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Tabela 43 - Principais dados termoanaliticos das curvas TG e DTA da amostra J.
Comp.  Miia  Etapas Intervalode T Am (%) DTA/ (°C)

(mq) (°C) Endo Exo

1 0a210 -11,1 86
J 8,6580 2 210 a 416 -30,6 410
3 416 a 900 -16,6 530

A decomposicao da amostra J ocorreu em trés etapas, sendo a primeira
caracterizada pela eliminacdo da agua de rede evidenciada pelo pico endotérmico
em 86 °C; a segunda e a terceira pela decomposicao térmica do hidrolisado proteico,
evidenciados pelos picos exotérmicos em 410 °C e 530 °C. A presenca dos dois
picos exotérmicos evidencia a presenga de dois fragmentos organicos coordenados

ao ion zinco.
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6.8 DRX pelo método do p6 para as amostras Zn-Cs e HT-Zn-N;

Foram obtidos os difratogramas de raios-X das amostras de Zn(ll) preparadas
através das rotas de sintese Zn-Cs; e HT-Zn-N4, cujos difratogramas estao
representados nas Figuras 43 e 44, respectivamente.

Intensidade (%)

Figura 43 - Difratograma de raios-X da amostra Zn-Cs.
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Figura 44 - Difratograma de raios-X da amostra HT-Zn-N;.
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Os difratogramas mostram tratar-se de espécies diferentes e que apresentam
um consideravel grau de cristalinidade, o que nao foi observado para as espécies de
cobalto. Parece que as condigdes reacionais favoraveis para que isso aconteca
envolvem o uso de uma proporgao molar de metal maior que a de ligante, bem como
de uma mistura de solventes EtOH/DMF 50/50 v/v.
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6.9 Ensaio Bioldgico

6.9.1 Determinacao da Atividade Biolégica frente ao Mycobacterium
tuberculosis in vitro.

Para a determinacdo da atividade biolégica das amostras de Co(ll) e Zn(ll)
frente a cepa de MTB Hz7Ry — ATCC 27294 era necessario que as amostras fossem
soluveis em DMSO ou em agua e, o fato foi que, todos as amostras obtidas foram
praticamente insolUveis nestes solventes, impossibilitando a sua determinacgéo.

O teste para a determinacdo da atividade biolégica chegou a ser realizado,
considerando-se que pouca quantidade da amostra estivesse se dissolvido no
solvente e, para todas as amostras submetidas a esta condi¢do, os resultados
deram todos negativos.

O préximo passo sera descobrir em quais solventes ou mistura de solventes
estas amostras se solubilizam, para depois realizar novos testes de atividade
bioldgica.
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7 CONCLUSOES

Podemos separar o trabalho realizado em duas fases. A primeira, referente a
obtencéo, hidrélise e analise do hidrolisado proteico obtido a partir do soro do leite,
revelou que as condicdes de hidrélise usadas (enzima, tempo, pH, temperatura,
relacdo enzima : substrato) possibilitaram a obtencdo de aminodacidos livres e
possivelmente pequenos peptideos.

Na segunda fase, foram obtidos dez amostras inéditos, a partir da interacao
entre sais de Co(ll) e Zn(ll) com o hidrolisado proteico obtido a partir do soro do leite.
Dois deles acreditamos terem sido obtidos na forma de monocristais, que seréao
analisados no IFUSP de Séo Carlos pelo Prof. Dr. Javier A Ellena. As condigdes
experimentais adotadas nas duas rotas sintéticas usadas (material de partida,
solvente, pH, temperatura e relagdo molar metal : hidrolisado) foram
sistematicamente controladas para que esses resultados pudessem ser alcangados.
O fato de, a partir de um mesmo hidrolisado proteico e os dois ions de metais de
transicdo, terem sido obtidos essa gama de amostras deveu-se ao fato de estarmos
utilizando um sistema polifuncional com grande capacidade de coordenacdo aos
centros metalicos. Por este motivo, temos a convicgdo de que novos e importantes
amostras serdo obtidas de maneira a compor uma lista multimineral a ser testada em
sistemas biolégicos e que podera apresentar grande viabilidade comercial num
futuro préximo.

O préximo passo contemplara a realizacdo de ensaios visando a aplicacao
das amostras obtidas como substancias nutracéuticas e também, se for o caso,
metalofdrmacos.
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8 PERSPECTIVAS

A luz das consideragdes supracitadas, este trabalho abre uma série de
perspectivas, dentre as quais podemos propor:

(A) Recorrer as seguintes técnicas para um melhor entendimento da natureza dos
hidrolisados e dos complexos formados:

e Espectrometria de Massas;

¢ Ressonancia Magnética Nuclear para as amostras de zinco;

e Susceptibilidade Magnética para as amostras de cobalto;

e Estudos de magnetismo a baixa temperatura para as amostras de cobalto;

e Dicroismo Circular;

e TG e DTA do SLHENz e dos precursores metalicos;

e Espectroscopia Raman;

e Espectroscopia eletrénica no ultravioleta visivel (UV/Vis);

(B) Analisar os resultados da cristalografia das duas amostras encaminhados ao
Prof. Javier A. Ellena;

(C)Testar métodos de purificacdo dos solidos obtidos (recristalizacdo, uso de
colunas cromatograficas, etc.);

(D) Testar novos solventes para a solubilizagdo das amostras;

(E) Alteracao das condigbes experimentais da hidrélise enzimatica do soro do leite,
por exemplo, o tempo e a utilizagdo de outras enzimas; trabalho que ja esta
sendo realizado no ITAL e UNICAMP, sob a coordenacao das Prof?2 Maria Teresa
Bertoldo Pacheco e Prof? Dr2 Flavia Maria Netto;

(F) Realizagdo de novas sinteses pela rota convencional variando: precursores, a
proporgcao metal:ligante; condigdes reacionais como abaixamento de temperatura
e na auséncia de NaOH;

(G)Realizacdo de novas sinteses hidrotérmicas variando: precursores, proporcao
metal:ligante, tempo e temperatura na tentativa de obter-se monocristais
adequados a resolugao estrutural via difragao de raios X;

(H) Investigar a amostra D, que é marrom e deve conter ligantes peréxido em ponte a

dois centros de Co(lll), como modelo mimético para transporte de oxigénio;
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(I) Avaliar a biodisponibilidade das amostras de Co e Zn obtidas nesse trabalho, a
partir de estudos de dissolugcao/ permeacao dos complexos obtidos em cultura de
células Caco-2;

(J) Avaliar a possibilidade de utilizacdo das amostras obtidas como suplemento

alimentar de cobalto e zinco em ragao animal.
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APENDICE

Trabalhos recentes demonstram que metais podem se coordenar as

proteinas, como é o caso do ferro coordenado na ovotransferrina,”

Figura 45.

mostrado na

Figura 45 - Coordenacao do ferro na ovotransferrina.

Fonte: Wu, (2012, p. 481).

De acordo com Mizutani e colaboradores’®, aminoécidos podem se coordenar
a centros metdlicos, e o aluminio pode se coordenar a quatro residuos de

aminoacidos, conforme ilustrado na Figura 46.

Figura 46 - Coordenacéo do aluminio a 4 aminoacidos.

: “;_‘ ;,
Fonte: Mizutani, (2005, p. 1641).

Mediante aos fatos supracitados, acredita-se que algo bem parecido deva
estar acontecendo também nas amostras sintetizadas nesse trabalho e, uma

possivel férmula minima para a amostra D € [{Co(Pept)(aminoacido)2}O2]NO:s.



