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RESUMO

A idéia central deste trabalho consiste em preparar e testar atividade biol6gica
de compostos de cobre contendo hidrolisados do soro do leite bovino, que € uma
importante fonte protéica e tem sido via de regra descartado pela indastria de
laticinios. A primeira parte deste trabalho envolveu, entdo, a obten¢cdo do soro do
leite, seguida de dialise, tratamento para extracdo de gordura e hidrolise tendo sido
realizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.
Foram verificadas e propostas formas de hidrolise por vias enzimatica e acida do
soro do leite e seus resultados analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Quanto aos processos de hidrolise empregados, mesmo embora ainda néao
tenhamos conseguido as condicdes “ideais” (natureza e concentragdo das enzimas,
tempo de reagdo) para uma hidrélise enzimética completa — 0 que acarretou na
presenca de pequenos peptideos junto com os aminoacidos livres -, a idéia continua
sendo a de evitar 0 uso da hidrolise acida, porque além de poluir, vai fornecer os
aminoacidos que ja sdo conhecidos da literatura. A segunda parte do trabalho foi
realizada neste Instituto e esta relacionada aos aspectos de sintese dos compostos
de coordenacgédo contendo cobre como centro metélico. Verificamos inicialmente que
tanto o método da precipitacdo quanto o da liofilizacdo foram eficientes para a
obtencédo do hidrolisado no estado sélido, além de terem conduzido essencialmente
ao mesmo material de trabalho. Em seguida, foram obtidos com sucesso trés
compostos distintos e inéditos de cobre, de diferentes valéncias, a partir da interacéao
entre precursores de cobre(ll) e o soro hidrolisado enzimaticamente. As alteracbes
nas rotas sintéticas propostas bem como nas condi¢cdes experimentais (material de
partida, solvente, pH) foram cruciais para que esses resultados pudessem ser
alcancados. Tal comportamento deve-se a utilizacdo de um sistema polifuncional
gue assume grande capacidade de coordenacédo a centros metalicos e assim sendo,
temos a convicgao de que novos e importantes compostos serdo obtidos de maneira
a compor uma lista multimineral a ser testada como metalofarmacos ou substancias
nutracéuticas. Além disso, demos inicio recentemente aos estudos envolvendo a

potencialidade de aplicacdo biolégica desses sistemas.



ABSTRACT

The central idea of this work consists in synthesize, characterize and
evaluate the biological activities of copper compounds containing hydrolyzed whey
protein since an important protein source and has been disposed by the industry.
First, the bovine serum was obtained, dialyzed and treated to remove the fatty acids,
and then hydrolyzed at the Faculty of Pharmaceutical Sciences of UNESP -
Araraquara. Enzymatic and acid hydrolysis were prepared and the results were
obtained by high performance liquid chromatography (HPLC). The second part of this
work was performed in this Institute and concerns about aspects of synthesis and
characterization of coordination compounds containing copper as the metallic center.
It was initially verified that precipitation as well lyophilization methods were efficient to
the preparation of hydrolyzed material in the solid state, besides having conducted
essentially to the same material. Then three novel and distinct compounds of copper,
in different valences, were successfully obtained from the interaction between
copper(ll) salts and the enzymatically hydrolyzed whey. Modifications in the synthetic
routes as well as in experimental conditions (the starting material, solvent, pH, etc.)
were essencial for the obtainment of the final results. This behavior is associated to
the use of a polyfunctional system that exhibit a great coordination capacity and
therefore we expect that new and important compounds could be obtained in order to
compose a multimineral shortlist that can be used for pharmaceutical or nutritional
purposes. In addition, we have recently begun studies involving the potential

biological application of these systems.
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1  INTRODUCAO

1.1 Importancia biolégica do cobre

A presenca de cobre é essencial no organismo dos seres vivos. A
importancia deste metal foi primeiramente reconhecida em 1920 quando Hart et al *.
Realizando experimentos com ratos nutridos essencialmente com regime lacteo,
evidenciaram gue o cobre era necessario para o combate da anemia ferropriva (80%
dessas apresentam, concomitantemente, deficiéncia de cobre e zinco), sendo este
integrante no metabolismo do ferro e na sintese da hemoglobina, sendo necessario
na incorporacéo do ferro ao grupamento heme. A partir desta descoberta, seguiu-se
o reconhecimento do cobre como elemento-traco para o desempenho de certas
funcdes bioldgicas, sendo este um cofator que participa como centro ativo para
muitas enzimas como a citocromo oxidase. Biomoléculas que contém esse metal
séo responsaveis por fungdes primordiais nos organismos vivos como transporte de
elétrons, metabolismo de oxigénio e oxida¢ao de substratos.

A importancia do cobre é evidenciada pela sua quantidade no organismo
humano, sendo esse o terceiro elemento de transicdo em maior abundéancia, sendo

antecedido apenas por ferro e zinco 2, conforme podemos observar na Tabela 1.

Tabelal. Composicao elementar média de um adulto de 70 kg de peso.

Elemento g/ 70 kg de peso
Fe 4,2
Elementos-tragos Zn 2,3
Cu 0,1

Clinicamente, os baixos niveis de cobre estdo associados a varios tipos de
distlrbios como retardo no crescimento, caréncia proteica, lesdes cardiovasculares,
aterosclerose, sintese fosfolipidica imperfeita, dermatoses, diminuicdo da producao
de melanina, desmineralizacdo, fraturas e deformacdes nos 0Ssos,
hipercolesterolemia, altera¢cdes no metabolismo da tiredide, dores articulares e baixa

imunidade 1.
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O reconhecimento das atividades biolégicas do cobre estimula, entédo, o
desenvolvimento de compostos de coordenacédo envolvendo este metal e uma série
de ligantes, dentre os quais aqueles biologicamente ativos.

Shoukry et al 3, com base no fato de que cobre (Il) é o centro ativo de
algumas enzimas, sintetizaram complexos bindrios e ternarios deste metal
envolvendo a N,N,N",N"-tetrametiletilenodiamina (Mestmen) e os seguintes ligantes:
acidos dicarboxilicos, aminoacidos, peptideos e unidades componentes do DNA. O
objetivo dos autores era usar o impedimento estérico causado pela etilenodiamina
para estabilizar o centro metalico, controlando, assim, a reatividade destes
compostos para sua posterior utilizacdo em processos cataliticos e bioldgicos. Os
resultados mostraram a  formacdo de  complexos  com aminoacidos e
acidos dicarboxilicos de estrutura [Cu(Mesen)(L)], enquanto que com peptideos, as
correspondentes espécies desprotonadas [Cu(Measen) (LH1)] foram obtidas.

A hepcidina € um horménio peptidico cuja funcdo € regular o metabolismo
do ferro em humanos e outros mamiferos, e sua importancia biologica influenciou os
estudos de Tselepis et al . O hormOnio possui cinco cadeias N-terminais de
aminodcidos, e evidéncias recentes sugerem que estes sdo de grande importancia
para a existéncia da funcdo biolégica. Os autores estudaram, entdo, a possibilidade
desta regido ligar-se a ions divalentes; um desses ions foi o cobre(ll). O estudo
mostrou que a hepcidina-25 forma complexos com cobre(ll) quando algumas
condicdes sdo satisfeitas, resultando em compostos cuja relevancia biologica é
grande devido a possibilidade da hepcidina vincular cobre in vivo.

Além das funcdes biolégicas do cobre acima citadas, a atividade
antibacteriana deste metal complexado tem sido também reportada, como nho
trabalho realizado por Singh et al ®, onde foram comparados os resultados da acéo
do mesmo sobre as cepas Staphylococcus aureus (MTCC 96), Bacillus subtilis
(MTCC121), Escherichia coli (MTCC 1652), Pseudomonas aeruginosa (MTCC741)
com o antibiotico padrdo ciprofloxacina. Utilizando a rea¢édo de condensacéo da 2,6-
diaminopiridina com isatina na presenca de metais divalentes, os autores obtiveram
nove compostos com a formula geral [M(C2sH16Ns)X2] onde M= Cu(ll), Co(ll), Cd(ll),
Ni(ll) e Zn(Il) e X= CI, NOs" e CH3COO" (Figura 1).
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Figural. Estrutura proposta para o complexo [M(CzsH1sNs)X2] .

N

T

£ N

N

Dos complexos obtidos, o composto [Cu(C2sH16Ns)OAc:], foi 0 mais ativo na

acdo inibitéria destes microorganismos °.

1.2 Quelatos de metais de transicéao

Sdo denominados quelatos os compostos formados por ions metélicos
coordenados a moléculas que possuam mais do que um atomo doador, como
aminoacidos, peptideos ou complexos polissacarideos. A palavra "quelatos” vem do
grego "chele" que significa "garra”, um termo adequado para descrever a maneira na
gual os ions metélicos polivalentes se coordenam a essa classe de ligantes. A
formacao desses anéis quelatos proporciona, em geral, alta disponibilidade biol6gica
aos ions metalicos, além de estabilidade e solubilidade bastante favorecidas.

Recentemente, estudos com minerais organicos ou quelatados sao
desenvolvidos com a finalidade de garantir a absor¢céo do mineral no trato intestinal,
sem entrar no processo de competicdo ibnica (presséao ibnica da mucosa intestinal),
normalmente determinada pela presenca de maior concentracéo dos ions minerais °.

A quelacdo mineral € muito importante nos sistemas bioldégicos. Como
exemplo podemos citar o0 EDTA (acido etilenodiaminotetraacético), apresentado na
Figura 2, que € um ligante hexadentado utilizado para a remocao de metais pesados

em tecidos animais ’.
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Figura2. EDTA coordenado a um centro metalico hexa-coordenado.

1.2.1 Aminoéacidos como ligantes quelantes

Pelo fato dos aminoacidos serem bioquimicamente importantes, podendo
formar, também, complexos com anéis de cinco ou seis membros quando
coordenados a centros metélicos, eles podem ser utilizados como ligantes quelantes
para metais, pois estes contém grupos terminais amina e carboxilicos que favorecem
a formacéao do quelato 8.

Uma possivel estrutura de quelato metalico € apresentado na Figura 3.

Figura 3. Estrutura do complexo anidnico [Cu(Glu).]* (Glu=glutamato).

Em geral, elementos minerais quelatados apresentam biodisponibilidade
maior ou comparavel aquelas na forma de sulfato ou éxido °.

Visando controlar a anemia ferropriva em adolescentes, o CELANEM em
parceria com a Universidade de S&o Paulo desenvolveu estudos para a producéo de
guelatos de ferro a serem incorporados na alimentagdo, como é o caso do arroz

fortificado, controlando o desenvolvimento da patologia. Sendo assim, a
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administracdo do arroz fortificado com ferro bis-glicina quelato em duas creches do
Estado de S&o Paulo apresentou resultados satisfatorios, sendo que a anemia

ferropriva foi reduzida em aproximadamente 40% °.

1.2.2 Levantamento bibliogréfico: aminoacidos quelatados contendo cobre.

A Tabela 2 apresenta levantamento bibliografico para aminoacidos
guelatados contendo cobre, o tipo de andalise empregada e alguns itens
considerados relevantes como procedimentos experimentais, interpretacdes no 1V,

EPR e propriedades quimicas de quelatos de cobre com aminoé&cidos.

Tabela 2. Levantamento bibliografico para compostos de cobre com aminoacidos
coordenados.

ngan_tes Tipo dg estudo Destaques Ref.
envolvidos realizado
Parte experimental: Uso de NaOH 30% nas
Andlise elementar, sinteses para obter condi¢Bes de ionizacao
Metionina, TG, DTG, absor¢éo | dos aminoacidos. Proporcéo 2 Ligante :
Fenilalanina | atdmica, IV, UV-Vis | 1Metal. H,O usada como solvente. 10
e Triptofano | e espectroscopia de | Possibilidade de comparacéo entre
EPR. resultados obtidos nas diversas técnicas de
caracterizacao dos complexos de
aminoacidos.
Relato da sintese
. de seis novos Para os compostos relatados no artigo
Alanina, N
Fenilalanina compostos de _ podemo§ ot_)servar 0s ammoaa_do; como 0s
Glicina e ’ Cu§|_|), com posterior responsaveis pela natureza polimérica da 11
outros anallse N especie de Cu(ll), visto que coordenz_:\m—se
ligantes cristalogréafica e via modo_s q_uelante e ponte entre dois
estudos atomos distintos de cobre(ll).
magnéticos.
O artigo cita as dificuldades de se trabalhar
com misturas de aminoacidos em reacdes
de complexagéo.
Compostos binarios e ternarios de cobre(ll)
Acido Analise elementarr, com &cido aspatrtico, serina e valina foram
aspartico, titulacOes, além de | preparados por processos eletroquimicos e 12
Serina e dados de TG e IV. guimicos (na proporc¢dol:1:1). De acordo
Valina com os espectros no IV, todos os complexos
contém um anel quelatado de cinco
membros em que o &tomo de Cu (Il) é ligado
com o atomo de oxigénio do grupo carboxila
e 0 &tomo de nitrogénio do grupo amino.
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Sintese e

As medidas de susceptibilidade magnética e
espectros eletrdnicos foram utilizadas para

Alanina, caracterizacéo por . .
g . inferir que as estruturas dos complexos de
Lisina, analise elementar, - o
C Cu(ll) séo tetraédricas.
Metionina, IV, espectros Utilizando espectros de EPR inferiu-se que 13
misturas de | eletrénicos P q
ligantes e de | susceptibilidade os complexos de cobre apresentam estado
; - fundamental dy2.y» cOm pequenos valores de
metais magnetica indicando uma forte interacdo entre os
espectros de EPR. | O p ¢
ligantes e os ions de metal.
A formacéo dos complexos ternarios com
Complexos . g
termnarios metais bivalentes-nucleotideos e
utilizando Analise elementar, aminoacidos como tirosina, histidina além de
Metionina e IV, voltametria outros aminoacidos com cadeias laterais
. ciclica, espectros de | aromaticas é favorecida pelas interagées - 14
nucleotideos . )
e com EPR. . Muitas tentativas resultaram em
) complexos binarios do tipo: M-aminoécido.
Triptofano e A1 . . x
. Andlise comparativa da interpretacéo dos
nucleotideos
resultados relatados.
Acidos
hidroxamicos : L . .
, As estruturas mais provaveis das espécies
(ligantes . ~
o Estudo mistas sdo propostas com base nas
primarios) e S ~
oS potenciométrico e constantes de formacéo calculadas nas
aminoacidos espectrofotométrico | estabilizagcdes correspondentes, bem como 15
. de complexos nos espectros de absorcéo no visivel.
glicina e ; ~ .
histidina mistos de Cu(ll). Neste trabalho sédo estabelecidos passos
. para a realizacdo das andlises.
(ligantes
secundarios)
Nos aminoacidos e em seus quelatos, as
frequéncias do estiramento assimétrico da
carboxila sdo muito préximas das
frequéncias de deformac@o NHs" e NHz. A
fim de evitar quaisquer atribuicbes errdbneas
Glicina, e erros de frequéncia devido a sobreposicao
Alanina, dessas bandas, as frequéncias do
Valina, estiramento da carboxila foram obtidas a
Isoleucina, partir de solidos recristalizados. E feita a
o \ o . 16
Metil Glicina, distincdo da banda referente ao estiramento
Fenil Glicina, simétrico da carboxila que se estende pela
Dimetil deformacdo degenerada da vibragdo CHs.
Glicina O trabalho estabelece a relacdo entre as

frequéncias dos estiramentos da carboxila e
a forca da interacdo metal oxigénio.
Ressalta-se que as freqliéncias também sao
sensiveis aos efeitos das ligacdes
hidrogénio sobre os grupos carboxila.
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A complexacao de peptideos representa
O ligante uma possiblidade dentro da quelacdo dos
utilizado é o componentes do soro do leite, pois podem
tnpep"udeo Espectro UV-Vis, haver residuos no processo de hidrolise
glutationa total. Neste trabalho ressalta-se que a
- EPR, pH para ~
(constituido definir composico formacgéo de complexos de cobre (II) com
de trés posic glutationa oxidada difere consideravelmente | 17
.~ .| econstantes de . . . o X
aminoacidos: f ~ dos di e tri peptideos ordinarios, pois 0s
. ormagéo dos i~ ~ .
acido COMDIEX0S ultimos séo coordenados ao Cu (ll) através
glutamico, P ’ do peptideo desprotonado. A forma reduzida
cisteina e dimerizada da glutationa € ligada ao ion
glicina) metalico resultando um tipo de bis-
aminodcido quelato.
Os resultados do trabalho indicam
gue mesmo para moléculas relativamente
pequenas, existe um diferencial no
Acido IV, voltametria e_ncapsulamento do ion metallco para 0s
A P ~ diferentes complexos obtidos. Isto enfatiza o
Glutamico e | ciclica em solugao importante papel que uma superestrutura 18
outros de DMF, EPR e pA . papelq P )
X o organica pode ter (mesmo em quantidades
ligantes analise elementar. .
relativamente pequenas) para proteger e
modificar as propriedades dos ions
metalicos dentro de metaloproteinas e
enzimas.
O acido aspartico € um ligante quelante
tridentado, desta forma, coordena-se ao ion
: ~ metalico que ficara blindado e
i Titulagbes para . g .y ~
Acido . impossibilitado de participar de reacfes de
A medida de pH e o
glutamico e : ; substituicdo.
> posterior calculos » 19
acido Em relacdo aos complexos de glutamato,
L das constantes de , ; 24 2
aspartico . o~ frisa-se que o ion Cu®* é capaz de
dissociagéo. . n AR
apresentar interagcfes adicionais com esta
espécie. Isto leva a constru¢do de macro-
guelato.
Cita-se que o cobre(ll) apresenta grande
estabilidade na coordenac¢do com nitrogénio
Revisédo dos e gue a histidina pode atuar como ligante
estudos de difracdo | monodentado ou bidentado.
de raios X e EXAFS | O tipo de coordenagéo é determinado por
Histidina e para complexos: fatores como a proporcéo de metal e o pH 20
glicina complexos de da solucéo, pois este interfere no grau de
Cobre-Histamina e | protonacao dos atomos de coordenacao.
Cobre-histamina Este trabalho inova nos aspectos
glicina relacionados a determinagéo dos sitios de
ligacdo metal-ligante em meio semelhante a
dos liquidos fisioldgicos.
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Referéncia a fraca capacidade das cadeias
laterais dos amino&cidos em se coordenar
ao cobre(ll).
Confirmacéo da técnica de EPR como
Estudos . ~ . ~
. meétodo de obtencédo de informacgbes
. comparativos de
Treonina e espectros de EPR detalhadas sobre a natureza da esfera de 21
derivados b ~ coordenacdo de cobre (Il) e 0 nimero de
em fungdo do pH e espécies em solucdo
temperatura. P \ §ao.
O EPR confirma, segundo exposto, que uma
série de compostos cobre(ll) -aminoacidos
apresentam isbmeros cis e trans na esfera
de coordenacéo do cobre (II).
Este artigo inova na maneira de propor a
coordenacgdo entre metal e aminoacido:
N valentement ligan 40 ancorar
Tirosina, covalentemente os ligantes sédo ancorarados
o em um
histidina e . L P
oUtros \Y apoio (poliestireno) e na sequéncia sao 22
X prepararados os complexos pela adicdo de
ligantes v 1 . P
ions metalicos. Posteriormente é adicionado
excesso de aminoacidos para a modificacédo
dos polimeros alvo.
Glicina,
Alanina, Uso de calorimetro
Valina, para determinacéo ~ , , ~
. Sao descritos procedimentos de preparacao
Leucina, dos calores de M 23
; ~ de complexos metal aminoacidos.
Isoleucina, formacéao dos
Fenilglicina, | complexos obtidos.
Fenilalanina

1.3 Soro do leite bovino como fonte natural de ligantes

Com o aumento da producéo de queijos pelas industrias de laticinios, torna-
se necessario 0 aproveitamento do subproduto desse processo isto €, do soro
liquido também conhecido como soro de queijo ou soro de leite 24,

Este soro vem sendo utilizado hd muito anos na alimentacdo animal ou
descartado em corpos d’agua, causando a destruicdo da flora e da fauna devido ao
seu alto valor de DBO, que é cerca de 30.000 a 50.000 mg-L=%. Tal indice é
aproximadamente 100 vezes maior que o de um esgoto domeéstico e, considerando
uma producdo média de 10.000 L de soro por dia, esta teria o poder poluente
equivalente ao de uma populacéo de 5.000 habitantes 2°. Cada vez mais, portanto, a
legislagdo ambiental exige das industrias de laticinios um plano de tratamento ou
reaproveitamento deste soro 26.

A composicao do soro varia em funcéo do queijo produzido, mas, em media,

€ constituido basicamente de 93% de agua e somente 7% de matéria seca (parte
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sélida), sendo que, deste total, 70% é lactose, 10% proteina bruta (PB), 9% gordura
e 11% sais minerais ?’.

O soro do queijo € uma mistura de diversas proteinas que contém uma larga
classe de propriedades quimicas, fisicas e funcionais.

A Tabela 3 compila informagdes quantitativas acerca do soro do leite

propostas por Sgarbieri e Haraguchi 2 2°,

Tabela 3. DistribuicAo das principais proteinas no soro do leite bovino,
concentracdes em g-L! e percentagens médias.

Percentagens médias

Proteinas do soro gLt

(%)
B -lactoglobulina 3,2 45 - 57
@ -lactalbumina 12 15-25
Albumina sérica bovina (BSA) 0,4 10
Imunoglobulinas 0,7 -
Lactoferrina 0,1 -
Lisozima Desprezivel -

Procedimentos de hidrélise permitem a obtencdo dos aminoacidos
constituintes destas proteinas para que possam ser aproveitados posteriormente e é
dentro desse contexto que se insere a idéia deste projeto, que visa a utilizacdo
destes como ligantes em compostos de coordenacao contendo elementos metalicos
bioativos. A dificuldade, no entanto, esta no estudo dos complexos obtidos, uma vez
gue a variedade de aminoacidos no soro € grande.

Pacheco et al. 2, apés realizarem a hidrélise do soro de leite, obtiveram a
composicdo de aminoacidos e 0s que se apresentam em maior concentracao Sao:

Asp, Glu, Leu e Lis, cujas formulas estruturais estédo ilustradas na Figura 4.
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bovino.

Figura4. Principais aminoacidos presentes no hidrolisado do soro de leite

A composicao completa do hidrolisado do soro esta compilada na Tabela 4.

Tabela4. Composicdo em aminodcidos do hidrolisado do soro de leite bovino .

Aminoacidos

Quantidade presente no soro hidrolisado

(g/100g de proteina)

Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Cys
Val
Met
lle
Leu
Tyr
Phe
Lys
His
Arg

10,57
6,88
5,57

17,81
5,97
1,79
4,75
2,45
5,42
2,46
5,69

10,55
3,14
3,44
9,97
2,54
1,56
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Sendo assim, 0 presente estudo apresenta, também, uma vertente desta
linha de pesquisa de suplementacdo alimentar, unindo a frente de quelacdo de

metais e a incorporacao de aminoacidos por organismos Vivos.

1.4 Atividade bacteriostaticas de compostos quimicos frente a bactéria

causadora do cancro citrico

Xanthomonas citri subsp. Citri 3!, anteriormente classificada como
Xanthomonas axonopodis pv. citri ou Xcc, € a bactéria responsavel pelo cancro
citrico no Brasil e em todo o mundo, juntamente com outras espécies do género e
tem sido objeto de crescente interesse devido a sua acao fitopatogénica em culturas
economicamente importantes. Tendo em vista 0s prejuizos econbmicos causados
por Xcc em culturas de citros, a conclusdo do sequenciamento do seu genoma 32
representou uma contribuicdo importante para a agricultura de varios paises, entre
eles o Brasil, pois vem possibilitando um grande avan¢co no conhecimento do
microrganismo e das interagdes moleculares com o hospedeiro.

A identificagdo da sequéncia do genoma da bactéria Xcc abriu a possibilidade
de investigar os mecanismos celulares basicos desta espécie. Os genes
identificados por anotacdo do genoma, CopA e CopB, codificam homélogos de
proteinas envolvidas na resisténcia ao cobre. Um ensaio de expressdao de genes
(transferéncia de Northern) revelou que a CopA e CopB sédo expressas como um
anico transcrito especificamente induzido por cobre. A sintese dos produtos do gene
também foi induzida por cobre, atingindo nivel maximo quatro horas apos a adicao
de cobre ao meio de cultura.

CopA é uma proteina citosOlica e CopB foi detectada na membrana
citoplasmatica. O gene que codifica a CopA foi interrompido pela insercdo de um
transposédo (ou transpdson, sdo sequéncias de acido desoxirribonucleico capazes de
se movimentar de uma regido para outra num genoma de uma célula), levando a
conclusdo de que as estirpes mutantes eram incapazes de crescer em meio de
cultura contendo cobre, mesmo com a menor concentracdo de CuSOs testada (0,25
mM), enquanto que a estirpe do tipo selvagem foi capaz de crescer na presenca de
1 mM de cobre. As suspensdes de células das estirpes de tipo selvagem e mutante
em diferentes concentracdes de cobre foram inoculadas em folhas de liméo para

analisar a sua capacidade para induzir os sintomas de cancro citrico. Células de
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estirpes mutantes apresentaram maior sensibilidade do que a estirpe do tipo
selvagem, na presenca de cobre, isto €, elas ndo foram capazes de induzir sintomas
de cancro citrico em concentracdes elevadas de cobre e exibiu um crescimento mais
retardado em plantas 3.

Da mesma forma que compostos de cobre foram testados em bactérias
responsaveis pelo cancro citrico, os materiais resultantes das sinteses realizadas
neste trabalho também os foram, na tentativa de avaliar a acao inibitéria no

crescimento das mesmas.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos principais:

o Sintese e estudo de compostos de ions cobre contendo hidrolisados
protéicos do soro do leite bovino;

o Avaliacdo da atividade antimicobacteriana em Xanthomonas
axonopodis pv. citri ou Xcc, que é a bactéria responsavel pelo cancro citrico

no Brasil e em todo o mundo.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 SORO DO LEITE BOVINO

3.1.1 Equipamentos

Centrifuga refrigerada (Eppendorf) Centrifuga analitica (Fanem Excelsa
Baby Il Modelo 206-R); Banho Maria, com agitacdo e aquecimento Dubnoff
(Marconi); pHmetro (Micronal B-374); Espectrofotébmetro (Utrospec 1000) e Coletor
de Fragbes LKB- FRAC-200 (Amersham Biociences GE); Bomba de Vacuo adaptada
pelo Cemeq-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 Cromatégrafo (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 manipulagcdo 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. Microscépio de alta resolu¢do (TOPCON
SM-300) operando entre 10 e 20 kV.

3.1.2 Reagentes e solventes utilizados

Os reagentes (p.a.) foram utilizados sem purificagdo prévia. Os solventes
(p-a.) empregados nas reagOes foram tratados com peneira molecular e

armazenados em frascos de vidro escuro e estdo catalogados na Tabela 5.
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Reagentes e solventes utilizados.

Reagentes e Solventes Procedéncia
Acetato de aménio Merck
Acido 3-5 dinitrosalicilico Sigma-Aldrich
(DNS)
Acido acético Synth
Acido Ascorbico Merck
Acido Cloridrico J.T. Backer
Acido tricloroacético Sigma-Aldrich
Acrilamida Merck
Bisacrilamida Merck
Carbonato de sadio Merck
Carbonato de sodio Sigma-Aldrich
Carboxipeptidase MNovo Mordisk
Caulin Reagen
Cloreto de cobre dihidratado Riedel-de-Haen
Comassie Brilhant Blue Sigma
Dimetilsulfoxido Aldrich
Dimetilformamida Merck
Dodecil sulfato de sodio Sigma
(3DS)
Etanol Merck
Extrato biliar Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteau Sigma-Aldrich
Glicina Sigma
Hidroxido de aménio Merck
Hidroxido de sodio Merck

Kit com marcadores de
massa molecular

Lactose

Leite C

Membranas
Metanaol
Nitrato de Cobre(ll)

Oleo Mineral
Metanol
Pancreatina
Pepsina

Persulfato de aménio
Quimotripsina

Renina comercial de
Aspergillus Niger

Resinas para cromatografia
de troca ionica DEAE-
Trysacril e de separacdo
Sephadex G -25

Soro albumina bovina

Sulfato de cobre
pentahidratado
Tartarato de sodio-potassio

Temed

Tetra-hidrofurano
Tirosina
Tripsina
Tris-HCI

Amersham Biociences GE.

Riedel

Cooperativa de Laticinios Sdo
Carlos

Hoester

Tedia
Merck

Nujol

Synth
Sigma-Aldrich
Merck

Merck
Sigma
Estrela.

Sigma

Sigma
Synth

Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Movo Nordisk
Vetec
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3.1.3 Obtencéo do soro 3*

Para cada litro de leite pasteurizado foram necessarios 6,0 mL de renina
(coalho comercial) e 10 mL de cloreto de célcio (CaClz) 0,5 mol-L1. Apés a adicédo do
coagulante e do sal ao leite, homogeneizou-se o sistema obtido em banho-maria (35
°C). Decorrido o tempo de coagulacéo, cortou-se a massa em cubos pequenos para
a liberacdo do soro. Separou-se 0 soro da massa (caseina) em um funil recoberto
por gaze de modo que ndo houvesse particulas visiveis de caseina no soro filtrado.
Para cada litro de leite obtém-se de 600 a 700 mL de soro. O soro utilizado para a
hidrélise enzimatica teve a lactose e a gordura extraidas a niveis de né&o
interferéncia na quantificacdo e/ou separacdo das proteinas, conforme descrito no

item 3.1.6 a sequir.

3.1.4 Didlise para extracado da lactose

As membranas de didlise passam por tratamento prévio para a retirada da
glicerina. Em um recipiente grande de inox foram colocadas agua e 1,00g de EDTA.
As membranas foram fervidas por 10 minutos e em seguida colocadas por 30
minutos em alcool 50%. Em um béquer de quatro litros, adicionou-se agua destilada
com 2,009 de bicarbonato de sédio e 1,00 g de EDTA, mantendo-se em repouso por
uma noite para posterior lavagem com agua destilada (interior e exterior). Finaliza-se
0 processo armazenando-as em agua destilada com 1 mmol de azida sédica em
frasco de vidro tampado, sob refrigeracdo. As membranas antes do uso foram
lavadas em agua corrente (interior e exterior) para retirada da azida, em seguida,
efetuou-se a dialise para retirada de lactose. Com auxilio de um funil, as membranas
foram, entéo, preenchidas com o soro e amarradas pela ponta para remocéo do ar
(ver Figura 5 a). A didlise é realizada em agua destilada, sob refrigeracdo e
constante agitacdo por um periodo de dois dias com trés trocas de agua diarias
(Figura 5 (b) - 5 (e)). Ao final do processo, séo retiradas amostras para a dosagem

de lactose e proteinas (ver Figura 5f).

36



Figura5. Dialise para retirada de lactose.

3.1.5 Tratamento com caulim 34

O Caulim é utilizado apés a dialise para a retirada de gordura. Sendo
constituido por um grupo de silicatos de aluminio hidratados, possui entre outras
funcbes a de adsorcao. No caso do soro é utilizado para adsor¢cao da gordura na
proporcao de 0,6 g de caulim/ 30 mL de soro. O tratamento deve ser realizado logo
apos a didlise e as proporcdes verificadas. O sistema deve ser homogeneizado e
mantido sob refrigeracdo por 24 horas. A filtragcéo é realizada para retirar o caulim e
concomitantemente a gordura, para isso é utilizado funil de Blichner e papel de filtro.
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3.1.6 Anéalises

Foram dosadas a proteina 3% 36, a lactose °’ e gordura 38, segundo as

descri¢cdes a sequir.

Método de Lowry - Proteinas totais 3% 36

O principio do método baseia-se numa mistura contendo molibdato, tungstato
e acido fosforico, (reagente Folin-Ciocalteau), que sofre reducdo ao reagir com
proteinas, na presenca do catalisador cobre (Il), e produz um composto com
absorcdo maxima em 750 nm.

O mecanismo de reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau por proteinas,
peptideos ou aminoacidos ocorre diretamente através das cadeias laterais de alguns
aminoacidos (tirosina, triptofano, cisteina, asparagina e histidina), que contribuem
com quatro elétrons, ou através da retirada de dois elétrons de cada unidade
tetrapeptidica dos peptideos e proteinas, que é facilitada pela formacao do quelato
entre o cobre (1) e peptideos/proteinas.

Este método utiliza como reagentes as seguintes solugoes:

e Solucao A: carbonato de sédio 2% em hidroxido de sédio 0,1mol-L*

e Solucédo B: tartarato de sddio e potassio 1% em agua destilada

e Solucao C: sulfato de cobre 1% em agua destilada

No momento do uso, as solu¢des foram misturadas na proporcao de 50 mL de
solucéo A; 0,5 mL de B e 0,5mL de C.

Para a dosagem das proteinas do soro, foram realizadas diluicdes do soro em
agua destilada, para um volume final de 0,5 mL. A estas diluicdes foram adicionados
2,5 mL da mistura das solucdes A, B e C citadas acima. As misturas resultantes
foram fortemente agitadas e mantidas em repouso por quinze minutos, sendo
adicionadas a 0,25 mL de Folin- Ciocalteau 1mol-L-1. Ap6s trinta minutos, foram
realizadas leituras a 540 nm. Para a determinacao quantitativa foi utilizada curva de

calibracdo com soro albumina bovina (Sigma) como padréo.

Determinacdo da concentracéo de lactose 3.
A concentragdo de acucar redutor (lactose) foi determinada pelo método de
Miller 37 que consiste em uma reacao colorimétrica de oxirreducdo do &cido 3,5-

dinitrossalicilico (DNS) na presenca de acucares redutores, ocorrendo mudanca de
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cor, com leitura em A=540 nm. Em meio alcalino, o agucar redutor reduz o DNS a
acido 3-amino-5-nitrossalicilico, enquanto que o grupamento aldeido é oxidado a
acido aldénico. O acido 3-amino-5-nitrossalicilico € um produto de cor laranja. Foi
construida também uma curva de calibracdo de lactose para determinacdo do
coeficiente de extingdo molar.

As dosagens partiram de diluicdes do soro em agua destilada para um volume
final de 0,25 mL, seguida da adi¢do de 0,25 mL do reagente DNS. Essa mistura foi
aguecida em banho fervente por cinco minutos. Apés o resfriamento a temperatura
ambiente, foram adicionados mais 2,5 mL de &gua destilada a mistura, que foi
agitada vigorosamente para homogeneizagdo da cor. A leitura foi efetuada a 540
nm. A curva de calibracéo foi realizada com lactose (Riedel) como padréo.

O reagente DNS foi preparado da seguinte maneira:

e Solucédo A: 10g de DNS em 200 mL de agua destilada. Misturar e agitar sob
aquecimento a 37°C, por vinte minutos.

e Solucdo B: 300g de tartarato de sodio- potassico em 300 mL de hidréxido de
sodio 2 mol-L* . Misturar e agitar sob aqguecimento a 37°C, durante vinte
minutos.

A solucéo A é entdo adicionada a B suavemente, para evitar a precipitacdo do

acido, e estocada em frasco ambar.

Determinacéo do teor de gorduras pelo método de Gerber 3

O método mais empregado para a determinacdo de gordura no leite é o de
Gerber, que se baseia na quebra da emulsao do leite pela adicdo de acido sulfurico
e alcool isoamilico, na centrifugacdo e posterior determinacdo da gordura

diretamente em lactobutirbmetro.
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3.1.7 Hidrélise Enzimatica do soro do leite

Preparo de solucdes

Acido ascorbico 20%; Solucdo de pepsina (5 mg/10 mL de agua MilliQ);
tripsina (12,5 mg/25 mL de agua MilliQ); quimotripsina (12,5 mg/25 mL de agua
MilliQ); carboxipeptidase (0,625 uL/25 mL de agua MilliQ).

Procedimento

Adicionou-se acido ascorbico 20% em 10 mL de soro até a solucao atingir
pH=3. Apds acidificagdo, foi colocado em banho-maria para que o0 soro
permanecesse a 50°C.

Em seguida, 0,666 mL da solucdo de pepsina foi adicionada ao sistema (0
tempo de acéo da enzima foi de 20 min.). O pH foi ajustado para 9,5 com hidroxido
de amonio para em seguida ser adicionado 0,666 mL da solug&o de tripsina. Apos
10 minutos de acdo da tripsina, 0,666 mL de solucdo de quimotripsina foram
adicionadas (tempo de acdo 10 min). Para encerrar 0 processo, 0,666 mL de
solucédo de carboxipeptidase foi acrescentada (tempo de acdo de 10 min.). Deixou-
se agir por mais 70 minutos, totalizando 120 minutos de hidrdlise.

Decidiu-se que 0s ensaios enzimaticos deveriam ser realizados em pH 9,0 e a
temperatura de 50°C, pois num Unico ensaio seriam adicionadas varias enzimas.

Esta temperatura e pH foram definidos em analises preliminares e adotados
para evitar a desnaturacdo ou diminuicdo da atividade das enzimas envolvidas

favorecendo assim, a hidrolise das proteinas do soro do leite.

3.1.8 Determinacéo de peptideos pequenos e aminoacidos *°

Em tubos de centrifuga devidamente identificados com os tempos de
retirada das amostras, adicionou-se 0,5 mL de TCA 40% e 0,5 mL de amostra.
Agitou-se suavemente e posteriormente submeteu-se a refrigeracdo por uma noite.
No dia posterior, centrifugou-se por 10 minutos em centrifuga analitica Fanem Baby
I, na velocidade de 3160 rpm. Retirou-se o sobrenadante e armazenou-se em tubo
de microcentrifuga no refrigerador até o momento da analise. Ao hidrolisado foram
adicionados os reagentes de Lowry e na sequéncia fixado o pH proximo de 10 para
desenvolvimento da cor. As leituras de absorbancia foram realizadas a 700 nm. A
curva de calibragdo foi realizada utilizando-se tirosina da Riedel-de-Haén como

padréo.
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3.1.9 Eletroforese (SDS-PAGE) para separac¢do de proteinas 4°

Em porta-amostras (eppendorfs) devidamente identificados com os tempos
de hidrdlise, adicionou-se 150uL de tampdo de ruptura e em seguida 150uL de
amostra, homogeneizou-se e em seguida congelou-se. O SDS liga-se a maioria das
proteinas provavelmente por interacdo hidrofébica em quantidades grosseiramente
proporcionais ao peso molecular de cada proteina. O detergente adiciona cargas a
molécula de proteina, tornando despreziveis as cargas da mesma. O
acompanhamento da separacdo das proteinas foi realizado por SDS-PAGE em gel
12% e corado com Coomassie Brilliant Blue (ver Figura 6).

Amostras diferentes sdo colocadas nos pocos do gel de poliacrilamida. As
proteinas movem-se para o interior do gel quando é aplicado um campo elétrico —
ver Figura 6 (a). O gel é retirado e passa por tratamento com azul de Comassie
Brilhant Blue, que se une as proteinas— ver Figura 6 (b). Os pequenos e médios
peptideos migram para extremidade inferior do gel

A massa molecular aparente foi determinada utilizando-se um kit Amersham
Biosciences composto por fosforilase b (97 kDa), soro albumina bovina (66 kDa),

ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (31 kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa) e

@ — lactoalbumina (14,4 kDa).

41



Figura 6. Eletroforese. (a) amostras do soro em diferentes tempos de hidrolise
séo carregadas nos pocos do PAGE. As proteinas movem-se para o interior do gel quando é
aplicado um campo elétrico; (b) As proteinas podem ser visualizadas apés a eletroforese por
tratamento do gel com Comassie Brilhant Blue. Peptideos pequenos migram para a
extremidade inferior do gel.

(a) (b)

3.1.10 Hidrélise Enzimatica — Uma nova tentativa

Em virtude dos resultados inicialmente obtidos, foi realizada uma nova
tentativa de hidrolise enzimatica (NTH), porém em condi¢des diferentes da proposta
inicial. Para isso, selecionamos uma amostra de soro dialisado e sem gordura.
Diluiu-se 5 mL de soro em 95 mL de H20 de Milli Q, ajustou-se o pH para 2,0 com
solucdo de acido cloridrico 6 mol-L* e, em seguida, adicionou-se 0,48 mg de
pepsina dissolvida em 3 mL de HCI 0,1 mol-L-t. Submeteu-se, entédo, o sistema a
aguecimento em banho-maria para que o soro permanecesse a 37°C. O mesmo foi
mantido sob agitacao constante por 2 horas. Resfriou-se o sistema e elevou-se o pH
com NaHCOs 0,5 mol-L%, até 7,5. Em seguida, 0,1 g de pancreatina e 0,625 g de
extrato biliar foram adicionados a 20 mL de NaHCO3 0,1 mol-L e posteriormente
reunidos ao material diluido. Submeteu-se o sistema, novamente, a banho-maria
para que o0 soro permanecesse a 37 °C, temperatura Otima para atuacdo da
pancreatina e do extrato biliar, segundo analises prévias realizadas. Manteve-se 0
mesmo sob agitacdo constante durante 2 horas. Para finalizar, o mesmo foi fervido

para inativar as enzimas presentes.
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3.1.11 Hidrdlise &cida do soro do leite

Fountoulakis & Lahm, em um artigo de revisao sobre hidrélise e analise de
composicao de proteinas, propdem uma metodologia para a realizacao de hidrdlise
acida 4. Considerando tais condicdes, propusemos uma metodologia que relne
algumas semelhancas. Foram pesados em balanca analitica 520,0 mg de soro
previamente hidrolisado enzimaticamente, em seguida foram tomados 104 mL de
acido cloridrico 6 mol-L* (proporcdo 5 mg: 1 mL). Ambos foram colocados num
frasco de trés bocas (capacidade de 250 mL) para permitir o refluxo do material a ser
hidrolisado e a entrada de nitrogénio para assegurar atmosfera inerte, evitando
assim possivel oxidacdo do material e saida de acido cloridrico pelo condensador
que foi aberto apos 72 horas. A Figura 7 apresenta os componentes do sistema

utilizado.

Figura7. Hidrolise acida. (a) erlenmeyer para recolhimento de HCI; (b) e (c)
condensadores para liberacdo de acido e refluxo do material submetido a hidrélise &cida,
respectivamente; (d) baldo de trés bocas; (e) entrada de N2; (f) manta térmica e agitador
magnético; (g) escape de No.

O sistema foi aquecido durante 72 horas na temperatura de 110°C, sendo
retiradas aliquotas de 1 mL de 12 em 12 horas. As amostras foram analisadas por

cromatografia de troca ibnica.
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3.1.12 Liofilizacdo do soro hidrolisado do leite bovino

Os primeiros resultados deste trabalho apontaram para a conveniéncia da
obtencdo do material hidrolisado no estado solido, antes da realizacdo das sinteses
dos compostos metdlicos. Portanto, naquela ocasido, adaptou-se um método
descrito na literatura 42, para que houvesse a precipitacdo do hidrolisado presente no

soro do leite bovino, conforme Figura 8.

Figura8. Fluxograma ilustrativo do procedimento de precipitacdo do hidrolisado
a partir de hidrolisado de soro de leite bovino.

Em etapa posterior do trabalho, optou-se por obter a mistura sélida de

hidrolisado a partir da liofilizagdo do soro hidrolisado do leite bovino, tal amostra foi
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denominada AA2 (Figura 9). Para esse fim, foi utilizado o Liofilizador L101 da marca
Liotop, a uma temperatura de -30°C.

Figura 9.  Material liofilizado

3.2 COMPOSTOS DE COBRE CONTENDO HIDROLISADO DE SORO DE
LEITE

3.21 Sinteses

3.2.1.1 Rota Sintética A

Em um béquer de aproximadamente 100 mL, solubilizou-se 0,2046 g
de soro hidrolisado enzimaticamente e liofilizado (AA2) em 30 mL de etanol com
auxilio do ultrassom. Para efeitos de calculo da razdo molar metalligante,
consideramos tal massa correspondente a 1,54 mmol de hidrolisado. Isso leva em
consideracdo as propor¢des dos componentes do soro segundo dados da literatura®°
e baseia-se na média ponderada em relacdo as massas dos aminoacidos presentes
no soro hidrolisado (Tabela 4) e as massas molares de cada um desses ligantes

presentes no meio reacional:

. . L ¥ (maossa molar aminodcido x massa do aminodcido no soro)
Massa Molar Média =

massa total dos aminodcidos no soroe hidrolisado

O valor encontrado é de 132,90 g-mol. Como a quantidade de matéria do
precursor de cobre foi igual a 0,695 mmol (ver a seguir) tem-se nesse caso, para
essa rota a proporcao 1 metal : 2,2 ligante.

Ajustou-se o pH para 9,6 através da adicdo de hidroxido de amonio

concentrado. Manteve-se a solucdo sob agitacdo e aquecimento (proximo de 50 °C)
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e adicionou-se uma solucdo aquosa contendo 0,695 mmol (0,1734 g) de
CuS04-5H20. Apb6s a adicdo das primeiras gotas da solucéo salina, observou-se a
mudanca de cor da solucdo para azul, seguida da formacdo de um sélido azul
escuro. A mistura permaneceu sob agitacao por 1 hora, finda a qual, realizou-se uma
filtracdo a vacuo, que separou o sélido azul obtido e a solugdo. A etapa seguinte
consistiu em varias lavagens do sélido obtido com etanol frio. O precipitado da

sintese resultou em uma massa de 0,1910 g e foi rotulado como amostra CuSAA2.

3.2.1.2 Rota Sintética B

Em um béquer de aproximadamente 100 mL, solubilizou-se 64,92 mmol
(8,6279 g) de AA2 em 20 mL de agua com auxilio do ultrassom (sendo considerada
a média ponderada dos ligantes). Ajustou-se o pH para 12,0 através da adicao de
hidroxido de sodio e transferiu-se para um frasco Schlenk. Em seguida, sob
atmosfera de N2, adicionou-se lentamente solugdo aquosa salina contendo 29,32
mmol (7,0849 g) de Cu(NOs)2. Observou-se a mudancga de cor da solugéo para
verde, seguida da formac&do de solido amarelo que foi rotulado como amostra
CuNAA2. O tempo total de sintese foi de 30 minutos, apds a qual, realizou-se uma
filtracdo sob atmosfera inerte (Figura 10 a) para separar o solido amarelo obtido da
solucdo de cor verde. Na etapa seguinte, foram efetuadas lavagens consecutivas
com etanol, 4gua e acetona gelados e desaerados. Por ser bastante instavel ao
oxigénio atmosférico, o solido foi armazenado em ampola de vidro selada a vacuo

(Figura 10 b). Para esta rota a razdo metal ligante foi igual a 1metal: 2,2 ligante.
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Figura 10. (a) Filtracdo em atmosfera de nitrogénio; (b) composto selado a vacuo
em ampola de vidro.

(a) (b)

3.2.1.3 Rota Sintética C — método de difuséo

Em um béquer de 100 mL, foram solubilizados 0,5 mmol (0,1248 g) de
CuS04-5H20 em 10 mL de DMF. Em seguida, sobre a superficie da solugéo foram
gotejados 4 mL de metanol. A etapa final consistiu em adicionar, gota a gota, uma
suspensao constituida de 15 mL de metanol, 5 mL de agua, 1,1 mmol de AA2
(calculo referente a média ponderada), 1,2 mmol de NaOH (0,0480q) e pH= 9,2. O
sistema foi deixado em geladeira por 15 dias. Durante esse periodo observou-se a
formacao de sélido de coloracao verde-agua. Este foi filtrado e submetido a diversas
lavagens com etanol e agua frios. Em seguida, foi rotulado como CuSDAA2. Para

esta rota a razdo metal ligante foi igual a 1metal: 2,2 ligante.

3.2.2 Condicdes reacionais

Para calcular a massa de metal necessaria para reagir com o hidrolisado
sélido AA2 considerou-se estequiometria 1M: 2,2L (Rotas A, B e C).

Levando-se em conta que o acido glutamico é o principal aminoacido
presente no soro do leite estabelecemos o pH do meio reacional em valores
superiores a 9,67 para as Rotas A e B. Este aminoacido é doador de trés ions H*

em pH>9,67 conforme ilustra sua curva de titulagdo mostrada na Figura 11. Isso é
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devido a presenca de dois grupos carboxilicos que contribuem para a diminuicdo da
carga liquida da espécie em razdo do aumento dos valores de seus pKae do grupo

@ - amino protonado “3. Esta caracteristica do glutamato assegura sua
potencialidade de coordenacdo ao centro metalico como foi proposto em nossa rota

sintética.

Figura 11. Curva de titulagdo do acido glutamico (pKr = pKa do grupo R) 24,

3.2.3 Estudo dos compostos de cobre

3.2.3.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho
Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdbmetro Nicolet Impact 400 (4000-400 cm), com resolugdo de 4 cm,

usando pastilhas de KBr.

3.2.3.2 Complexometria com EDTA 4 para andlise do teor de cobre nos
compostos

Para a analise do teor de cobre foram pesados 10mg da amostra, em uma
balanca com incerteza de 0,01 mg. A amostra foi aberta pela adicdo de cinco gotas
de solucédo aquosa de HNO3 (70 % m/m) a quente. Apos resfriamento, adicionou-se
1 mL de solugdo tampao de acetato de amédnio 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
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amarela. Em seguida, a mesma foi submetida a titulagdo com solucdo de ZnCl2 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:

(Cenra-Venra — Crncige Vznfiz)
M epmpozegs 100

— 1
Tr';sr:i - "fr';sr:i'

Onde: Tmeta = porcentagem de metal no composto/ Mmetas = massa molar do metal/
Cepta = concentracdo do EDTA utilizado/ Vepra = volume de EDTA utilizado/ Czncr=

concentragdo do cloreto de zinco utilizado/ Vzac2= volume de cloreto de zinco gasto na

titulacéo/ = massa medida do composto.

3.2.3.3 Voltametria Ciclica

As voltametrias ciclicas foram obtidas no Potenciostato - AUTOLAB Type llI
utilizando eletrodos de pasta de carbono. O potencial foi varrido de -1000 a 1000
mV, no qual foi utilizado uma solugdo tampdo fosfato 0,1 mol-L* (pH 7,0) e
velocidade de varredura 50 mV-s. A pasta de carbono foi preparada misturando 45
mg de p6 de grafite, 5 mg do complexo e 0,5 mL de tampdao fosfato 0,1 mol-L* (pH
7,0). O material foi cuidadosamente homogeneizado com uma espatula e a seguir
deixado secar ao ambiente por um periodo de 24 horas para evaporacdo da fase
liguida. Sobre o material seco, adicionou-se 30 pL de agente aglutinante, 6leo
mineral para aformacdo da pasta de carbono. A seguir, a pasta de carbono
preparada foi colocada na cavidade de um eletrodo composto por um tubo de vidro e
um fio de platina incorporado nele que esta em contato com um disco de platina de 4
mm de didmetro e colocado a profundidade de 1 mm de uma das extremidades do
tubo, deixando uma cavidade propria para a incorporacdo da pasta no eletrodo (ver
Figura 12). Finalmente a superficie foi uniformizada com papel sulfite limpo, antes da

realizacdo das medidas.
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Figura 12. Aspecto do eletrodo de trabalho adequado para uso de pasta de
carbono.

3.2.3.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas no
microscopio de alta resolucdo TOPCON SM-300 operando entre 10 e 20 kV. As

amostras foram colocadas em suporte, cobertas com uma fina camada de ouro.

3.2.3.5 Ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboracdo com a Profa. Dra. Ana
Maria Ferreira do Instituto de Quimica da USP de S&o Paulo. Os espectros de EPR
foram obtidos no espectrometro BRUKER, modelo EMX, operando na banda X (9,33
GHz), com poténcia de 20 mW e frequéncia de modulacdo de 100 kHz. Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente, utilizando as amostras no

estado solido.

3.2.3.6 Espectroscopia de luminescéncia (EL)

Atomos no estado excitado podem retornar aos niveis iniciais através de
transicOes radiativas (emissdo espontanea) ou nao-radiativas (perda por energia
vibracional). O monitoramento das transicfes radiativas em um material pela
incidéncia de uma radiagdo eletromagnética resume a técnica de Espectroscopia de

Fotoluminescéncia.
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Os espectros de excitacdo permitem obter a informacdo sobre o A de
excitacdo que efetivamente contribui para um determinado A de emisséo observado.
O espectro de emissdo permite obter informacdo de qual parte do espectro de
absorcéao contribui para a observacdo de uma determinada emissao.

Os experimentos de  fotoluminescéncia  foram  realizados no
espectrofluorimetro Jobin-Yvon Modelo SPEX Fluorolog FL3-22, equipado com
lampada de xendnio de 450W. Todos os espectros foram obtidos a temperatura

ambiente.

3.2.3.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE é uma técnica cromatografica que tem um liquido como fase moével e
fases estacionarias que podem ser liquidas ou solidas, sendo estas mais
comumente utilizadas. Emprega alta pressdo na separacdo dos componentes da
amostra e por isso, é capaz de completar a analise em alguns minutos além de
promover adsorcao de liquidos em particulas extremamente pequenas e uniformes
para promover alta sensibilidade. O equipamento utilizado na CLAE €& caro e
sofisticado, pois é resultado da aplicacdo de alta pressdo, necessaria para operar
colunas extremamente eficientes, recheadas com particulas de diametro muito

pequeno, a uma velocidade de fluxo de poucos mL/min.

3.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA DOS COMPOSTOS DE COBRE

Em colaboracdo com a Prof2. Dra. Maria Célia Bertolini e Dra. Eliane C.
Freitas, do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Quimica
da Unesp de Araraquara, foram realizados ensaios de resisténcia a complexos de
cobre em Xanthomonas citri subsp. Citri. da linhagem FB-04 selvagem, fornecida
como linhagem resistente a cobre, isolada de Corrientes, Argentina, e gentilmente
cedida pelo Dr. Franklin Behlau (FUNDECITRUS, Fundo de Defesa da Citricultura,
Araraquara, SP).
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3.3.1 Metodologia utilizada 33

Para a avaliagdo de resisténcia a cobre, o isolado de Xcc foi rejuvenescido
em meio TSA solido, pré-inoculado em meio Agar Nutriente tamponado (extrato de
carne 0,2%, peptona 0,5% e NaCl 0,5%, pH 6,8) e um volume do pré-inéculo
correspondente a densidade éptica de 0,5 a 550 nm foi transferido para novo meio
Agar Nutriente tamponado, agora na auséncia ou presenca de complexos de Cu. A
avaliacdo do crescimento celular (28°C e 200 rpm) foi realizada por anélises de

turbidimetria, em triplicata, a 550 nm apés 24 horas.

3.3.2 Condicdes de estocagem 32

As células foram estocadas em meio TSA (triptona 1%, sacarose 1% e

glutamato de sédio 0,1%) contendo 16% de glicerol a —80°C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SORO DO LEITE BOVINO

4.1.1 Dosagem de acuUcar redutor no soro do leite hidrolisado via processo
enzimatico %°

Para a dosagem de acUcar redutor, utilizou-se o método de Miller 37. A curva
de calibracdo utilizada, para posterior determinagdo da concentracdo de acgucar
redutor no soro do leite, foi de lactose como apresentada na Figura 13. O coeficiente
de extincdo molar para a lactose, a partir da curva, apresentou valor igual a
290-L-mol* cm,

Figura 13. Curva padréo da lactose para determinacdo de acucar redutor no soro
do leite.

A lei de Lambert-Beer é o fundamento da espectrofotometria, de maneira
que, a quantidade de luz absorvida ou transmitida por uma determinada solucao
depende da concentracdo do soluto e da espessura da solugdo (caminho 6tico).

Tal lei pode ser expressa matematicamente pela relacao:

A=¢glcC

Onde: A = absorbancia real; € = absorbtividade molarou coeficiente de

extingdo molar (capacidade que um mol de substancia tem em absorver luz a um

dado comprimento de onda); | = distancia percorrida pela luz através da substéncia; ¢ =
concentracdo da espeécie.

53



Sendo assim, podemos inferir a partir da observacao da Figura 13, que a reta
foi obtida entre os limites de concentracdo de cada uma das solucdes utilizadas,
representando uma relacdo de proporcionalidade entre as absorbancias e as
concentracfes das mesmas, obedecendo assim, a Lei de Lambert Beer; além disso,
a porcao linear englobou a maioria dos pontos, 0 que garante um bom limite de

sensibilidade do método.

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos nas dosagens.

Tabela 6. Quantidade (média de dosagens) de acUcar redutor (lactose) no soro
do leite.

Amostras de soro mol-L*

Soro produzido em laboratério (puro sem tratamento) 1,9:102

Soro industrial sem tratamento 2,7-102
Soro produzido em laboratério (dialisado) 2,5103
Soro produzido em laboratério (dialisado e filtrado) 8,0-10%

Cabe ressaltar que os valores de concentracdo do acucar 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 6 pode-se notar que
apos tratamentos de didlise e filtracdo, os valores encontrados de acucar redutor
foram bem inferiores, o que significa que os processos de tratamento realizados
auxiliaram na retirada de agucar redutor que € um interferente no método de

dosagem de proteinas.

4.1.2 Dosagem de proteina #°

O método de dosagem de proteinas utilizado neste trabalho, para estimar o
conteudo protéico do soro do leite produzido em laboratério nas varias etapas de
processamento (soro puro, soro dialisado e soro dialisado e filtrado), foi 0 método de

Lowry modificado por Hartree 3¢. A Figura 14 mostra a curva de calibracédo de SBA,
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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 extingcéo.

Figura 14. Curva de calibracdo de SBA para determinacdo de proteinas no soro
do leite.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos com as dosagens de proteina no

soro do leite nas trés etapas de processamento.

Tabela7. Determinagdo de proteina no soro do leite nas trés etapas de
processamento.

Amostras de soro gLt
Soro produzido em laboratdrio (sem tratamento) 14,71
Soro produzido em laborat6rio (dialisado) 6,99
Soro produzido em laboratorio (dialisado e filtrado) 6,18
Soro industrial 6,15

A partir da Tabela 7 notam-se diferencas existentes entre as dosagens de
proteinas que ocorreram no soro puro e nos soros dialisado, dialisado e filtrado. A
lactose presente no soro do leite interfere na analise pelo método de Lowry. Sendo
um acgucar redutor, reduz o cobre presente na solucdo de dosagem de proteina
provocando com isto, um aumento na coloragdo e consequentemente nos valores
superestimados de proteina.

A quantidade do acucar redutor foi diminuida apos a realizacdo dos
tratamentos de didlise e filtracdo do soro, colaborando dessa forma para a dosagem

real da quantidade de proteinas no soro tratado. Além disso, o processo de filtracao
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em Caulim promoveu a retirada de provaveis micelas de caseina nao precipitadas,
gue também poderiam causar altera¢des no resultado da dosagem de proteinas.

De acordo com o resultado da dosagem de proteinas obtido para o soro
tratado, pode-se constatar que os métodos de tratamento foram eficientes, pois, os
valores determinados nas dosagens do soro produzido séo coincidentes aos valores
da literatura 34 46,

Ressalta-se que, foi obtida uma reta entre os limites de concentracdo de cada
uma das solucbes utilizadas, tal reta representa uma relacdo de proporcionalidade
entre as absorbancias e as concentragdes das mesmas, obedecendo assim, a Lei de
Lambert Beer; além disso, a por¢do linear englobou a maioria dos pontos, o que

garante um bom limite de sensibilidade do método.

4.1.3 Eletroforese do produto de hidrélise obtido nos ensaios de diferentes
combinacdes de enzimas e soro de leite como substrato 3*

Os resultados obtidos com as eletroforeses (Figura 15) revelam que o tempo
do ensaio enzimético e as diferentes combinacdes enzimaticas determinam as
proteinas a serem hidrolisadas e o grau de hidrdlise. A combinac¢do enzimatica que
permitiu uma maior hidrélise das proteinas do soro do leite foi realizada pelas quatro
enzimas em conjunto (pepsina, tripsina, carboxipeptidase e quimotripsina).

Figura15. 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 reacéo.
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A eletroforese foi executada em gel de poliacrilamida (concentragéo de 12%)
sua atuacdo é semelhante a de uma peneira molecular, tornando lenta a migracéo
de proteinas na proporcéo de sua razao entre carga e massa. Tal migracao também
pode ser afetada pela forma e tamanho das mesmas. A forga 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 detergente SDS e em seguida
transferidas uma a uma para os diversos pogos de gel (ver Figura 6 (a)).

O detergente mencionado tem a capacidade de ligar-se as proteinas por
meio de interacGes hidrofobicas e contribuir com uma grande carga negativa, que
resulta numa insignificancia de carga dos polipeptideos. Isto assegura uma razao
semelhante entre carga e massa. Concomitantemente, o SDS € capaz de alterar a
conformacdo nativa das proteinas fazendo que a maioria delas adquira formas
semelhantes 3.

A eletroferese empregada foi capaz de separar os polipeptideos quase que
exclusivamente com base em seu peso molecular, com as menores migrando mais
rapidamente. Apds o processo, o azul de Coomassie adicionado interage com as
proteinas favorecendo a monitoracdo, ja que um grande numero de bandas
visualizadas no gel diminuem ao longo do tempo. A hidrélise do soro por via
enzimatica fica assim evidenciada. Cabe ressaltar que o corante é especifico para
proteinas, sendo assim esta técnica ndo € sensivel para aminodacidos.

Podemos observar que no tempo 120 minutos ocorrem desaparecimento de
bandas devido o fato do corante (azul de Coomassie) ligar-se apenas as proteinas
de alto peso molecular que com o passar do tempo sao hidrolisadas pelas enzimas
utilizadas.

A interacdo entre proteinas de elevado peso molecular e o corante provoca o
deslocamento do equilibrio deste para a forma anibnica, que absorve fortemente em
595 nm. Tal absorvancia é proporcional a quantidade de corante ligado e

consequentemente a concentracdo dos maiores peptideos da amostra 4’.

57



4.1.4 Analise de aminoacidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

As andlises de aminoacidos foram efetuadas pelo método de derivatizacdo
pés-coluna com OPA em um analisador Shimadzu LC-10A/C-47A. O sistema foi
periodicamente calibrado com uma mistura padrdo de aminodacidos, obtendo-se um
valor para o tempo de saida de cada aminoacido, e um fator de conversao entre a
area de cada pico e a concentracdo de aminoacidos da amostra. A deteccéo foi
realizada por um detector de fluorescéncia acoplado ao sistema com comprimento
de excitacdo de 350nm e comprimento de emissao igual a 450nm.

A derivatizacdo € um procedimento quimico onde os grupos carboxilicos e
aminos pertencentes aos aminoacidos (Figura 16 a) reagem com OPA (Figura 16 b)
para formar isoindoles (Figura 16 d) altamente fluorescentes e estaveis “.

Em geral, juntamente com OPA sé&o utilizadas substancias que possuem em
sua estrutura o componente sulfidril como, por exemplo, o 2-ME (Figura 16 c), o 3-
MPA ou sulfito de sédio, os quais favorecem a formacao de adutos hidrofébicos do

OPA com aminoacidos primarios °.

Figura 16. Exemplo de reacdo de derivatizacao.

Apos a formacao de derivativos, a separacdo dos aminoacidos ocorre através

de uma coluna de fase reversa.

4.1.5 Hidrélise Enzimética

Apesar da expectativa da possivel hidrélise total do soro, pudemos observar
gue o método enzimatico ndo gerou os aminoacidos em quantidades significativas.
Tal resultado € relatado na Figura 17, onde observamos valores néo satisfatorios

para areas dos picos correspondentes as concentracdes dos aminoacidos
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resultantes da hidrélise enzimatica. O padrdao a ser considerado € apresentado na

Figura 18.

Figural7. Aminograma obtido em CLAE para o soro hidrolisado
enzimaticamente.
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Figura 18. Aminograma padrao (mistura de 16 aminoacidos) obtido em CLAE.

Contudo, sabemos que houve hidrélise do soro, pois os resultados das
eletroforeses nos indicaram tal fenémeno, mas a conclusao é a de que pequenos e

médios peptideos permaneceram intactos no meio reacional.

4.1.6 Uma nova tentativa de hidrélise (NTH)

A NTH também néo se mostrou eficiente. Apesar do uso de novas enzimas
como a pancreatina, do extrato biliar e das alteracdes de pH no meio reacional, o
resultado da analise de aminoacidos realizada por cromatografia de troca ibnica

(Figura 19) revelou que os aminoacidos desejados para a sintese de compostos nao
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foram liberados em proporc¢des satisfatorias. Na Figura 20 é apresentado o padréo
desta analise.

Figura 19. Aminograma obtido em CLAE para amostra NTH.
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Figura 20. Aminograma padrao obtido em CLAE.

4.1.7 Metodologia para obtencdo de aminoacidos via hidrolise acida

Uma alternativa no processo de obtencdo de aminoacidos foi utlizarmos um
sistema contendo refluxo, condensador, atmosfera inerte e como reagente acido

cloridrico 6 mol-Lt. Sua viabilidade pode ser evidenciada pela andlise dos
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aminogramas apresentados nas Figuras 21-24. O padrdo para essas analises foi

apresentado na Figura 20.

Figura 21. Aminograma obtido em CLAE para aliquota retirada em t = 0.

63



Figura22. Aminograma obtido em CLAE para aliquota retirada em t =12 horas.
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Figura 23. Aminograma obtido em CLAE em aliquota retirada em t = 24 horas.
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Figura24. Aminograma obtido em CLAE para aliquota retirada em t = 36 horas.

Foram ent&o considerados: a amostra no tempo zero, no tempo 12 horas e no
tempo 36 horas.

E muito importante, neste momento, mencionar que os principais aminoacidos
presentes no soro do leite apresentaram valores extrapolados em relacdo ao limite

de deteccéo do aparelho utilizado. Sendo assim, a interpretacdo dos dados levou em
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conta somente os aminoacidos Tyr, Phe e His, pois suas bandas permitem aferir os
valores das concentracfes ao longo do tempo.
Para isso levamos em conta a seguinte relacéo:

Cp
Caa = Aa-—
aa a A;}

Onde: Caa = concentracdo do aminoéacido; Aa = area do aminoacido; Cp = concentracao do

padrdo; Ap = area do padrdo. A concentragdo do padrdo é de 100 nmol-mL™

A Tabela 8 mostra os valores referentes as concentracées dos aminoacidos

ao longo do tempo de hidrélise.

Tabela 8. Concentracdo de alguns aminoacidos com areas determinadas em
funcdo do tempo de hidrélise.

Aminoéacido Tempo de hidrélise/ horas Concentragdo/ nmol-mL?
0 21,26
12 155,5
Tyr 24 180,0
36 182,5
0 27,89
12 213,6
Phe 24 270,7
36 288,1
0 56,04
12 99,05
His 24 126,9
36 138,9

Tais aminoacidos foram escolhidos em razdo de apresentarem picos com
aumento gradativo ao longo do procedimento proposto e se apresentarem dentro do
limite de deteccao. A partir da observagao da Tabela 8, infere-se que a partir de 12
horas, os aminoacidos de interesse ja estavam no meio reacional e que o tempo
ideal para a hidrolise nessas condi¢cdes € de 24 horas. Convém dizer ainda que o

procedimento adotado permitiu a reciclagem de parcela de &cido cloridrico utilizado.
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Contudo, o material oriundo da hidrélise acida do soro nao foi utilizado nas
sinteses realizadas nesta Dissertacdo, pois apresenta alguns incovenientes como a
dificuldade de se separar o material obtido e o fato do elevado volume de HCI
exigido representar uma contradicdo no emprego da “Quimica Verde”, ou seja,
procedimentos que ndo impliquem em geracao de residuos toxicos.

Além disso, ha a possibilidade de decomposicao de diversos aminoacidos ao

longo desse procedimento que exige baixo pH e elevadas temperaturas.

42 COMPOSTOS DE COBRE A PARTIR DO SORO DO LEITE BOVINO
HIDROLISADO ENZIMATICAMENTE

4.2.1 Soro hidrolisado: amostras AA e AA2 (materiais hidrolisados)

A Figura 25 apresenta 0s espectros vibracionais na regido do infravermelho
dos compostos AA (material hidrolisado e submetido a precipitacéo) e AA2 (material
hidrolisado e submetido a liofilizagéo), cujas frequéncias e atribuicdes estao contidas

na Tabela 9.
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(KBr).

Figura 25. Espectros vibracionais na regido do IV dos compostos AA2 e AA
AA2
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Tabela 9. Principais frequéncias vibracionais no IV (cm?) referentes aos
compostos AA e AA2 e suas respectivas atribuicdes °°.

AA AA2 Atribuicédo
3693m 3695 m vOH

3623m 3624 f vOH

3467 - 3258 f 3450 - 3206 f H.O

2938MF 2934MF vasNH

2851F 2849F vsNH

1745MF 1744 MF vC=0
1641MF 1646 MF dasNH3*

1544 f 1543 f VvasCOO"
1465m 1464m vsCOO"
1374mf 1374mf OCH:

1322m 1322 m vCC

1157f, 1096f 1157f, 10940m vC-N

1027 MF 1027 MF & NH3*

908 F 915 F v(CC) + v(CN)
756mf 755 mf vCC

694 mf 694 f pOH

540 F 541 F 6COO

470 F 470 F wagging OH + wagging CH
431 f 427 f d6CCC

A andlise dos espectros no infravermelho das amostras de AA e AA2 revelou

que trata-se do mesmo material. Isso porque, as duas amostras apresentam

espectros vibracionais que guardam muitas semelhancas entre si.

4.2.2 Composto CuSAAZ2.

A Figura 26 contempla os espectros vibracionais na regido do infravermelho
do soro hidrolisado liofilizado (AA2) e do quelato de cobre(ll) (amostra CuSAA2),

cujas frequéncias e atribuicbes estdo contidas na Tabela 10.
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Figura 26. Espectros vibracionais no IV dos compostos CuSAA2 e AA2 (em
pastilhas de KBr).
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Tabela 10. Principais frequéncias vibracionais no espectro IV (cm™) referentes
aos compostos CuSAA2 e AA2 e suas respectivas atribuigées % 52,

CuSAA2 AA2 Atribuicéo
3691, 3627f 3695 m, 3624 f vOH
3313m, 3228 m 3450 - 3206 f H.O
2921 mf, 2850 mf 2924 F, 2824 F vNH
1743 mf 1744 F vC=0
1632m br 1646 F SasNH3"
1560mf 1543f vasCOO"
1404 m 1464m vsCOO"
- 1374mf OCH:2
- 1322m vCC
1268 m - VCN + 8NH + 80=C-N
1119MF - S04
- 1157f, 1094 om vCN
1026F 1027MF S NH3*
915m 915F v(CC) + v(CN)
753m 755 mf vCC
696f 694f pOH
618m - S04
538m 541F 6COO
469m 470F wagging OH + wagging CH>
428f 427f 0CCC

Ao compararmos os espectros do material hidrolisado AA2 e do composto
CuSAAZ2 concluimos que o grupo O-H do primeiro ndo coordenou ao metal, pois 0s
valores para os vOH permanecem praticamente idénticos.

Em relacdo ao grupo C=0, observamos a auséncia de variacdo nos valores
comparativos do vC=0 para o composto obtido e o material hidrolisado; além disso,
os valores da 6COO" permanecem préximos a 540 cm, tanto no ligante livre quanto
no complexo.

A coordenacgao ocorre, entdao, pelo grupo —NH2, em virtude da variagao de

intensidade do vNH em relag&o ao ligante livre. Esse deslocamento decorre do fato
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da densidade eletronica encontrar-se em orbitais com tendéncias antiligantes e a
medida que o ligante diminui tal densidade ocorre o aumento da ordem de ligagéo.

Contudo, observamos a presenca de duas bandas bem intensas e
caracteristicas do grupo NHs* (1027 e 1646 cm™) sugerindo que parcela dos grupos
—NH2, presentes no ligante estdo protonados e, portanto, ndao participam da
coordenacao com o cobre.

Ressalta-se também a presenca de sulfato coordenado no composto
CuSAA2. No Apéndice deste trabalho serdo propostas estruturas, com base na

literatura, que corroboram com tal afirmacéo.

4.2.3 Composto CuNAA2

A Figura 27 contempla os espectros vibracionais na regiao do infravermelho
do soro hidrolisado (AA2) e do quelato de cobre(l) (amostra CuNAAZ2), cujas

frequéncias e atribuicbes estdo contidas na Tabela 12.
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Figura 27. Espectros vibracionais no IV dos compostos CuNAA2 e AA2 (em
pastilhas de KBr).
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Tabela 11. Principais frequéncias vibracionais no espectro IV (cm?) referentes
aos compostos CuUNAA2 e AA2 e suas respectivas atribuicoes % 52,

CuNAAZ2 AA2 Atribuicéo
- 3695 m, 3624 f vOH
3391MF, 3206 f 3450-3206 f H.O
2922 m, 2851 m 2934 MF, 2849 F vNH
- 1744 MF vC=0
1660 MF, br 1646 MF dasNH3*
- 1543f vasCOO"
1382 MF 1464m vsCOO"
- 1374mf OCH:
1318 mf 1322 m vCC
1290 mf - vCN + 6NH + 80=C—N
1104 f 1157f, 1094 om vCN
1026 f 1027 MF SNH3*
914 mf 915F v(CC) + v(CN)
799 mf 755 mf vCC
626 F 694f pOH
549 mf 541 F 6COO
470 mf 470m waggingOH + wagging CH>
- 427f 0CCC

A analise do espectro revela que a coordenacdo para o composto CuNAA2
ocorre via grupo —OH e neste caso nota-se a presenca de banda intensa para o vOH
somente nos ligantes livres.

Para o grupo C=0, a presenca do vC=0 em 1744 cm™ somente para o ligante
livre, sugere o que o grupo carboxilato € o sitio de coordenacdo com o cobre.
Corroborando com esse resultado, a banda associada ao modo vibracional 3OCO
muda de 541 cm™ para 549 cm no complexo obtido.

Finalmente, o grupo —-NH2 do hidrolisado ndo apresenta indicios de
coordenacao, pois seus modos vibracionais permanecem idénticos ao do composto

sintetizado. E em concordancia com esse resultado, aparecem as bandas referentes
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ao grupo —NH:2 protonado (1026 e 1660 cm™ ), evidenciando, portanto, que o par de
elétrons sobre o &tomo de nitrogénio ndo pode estar coordenado ao metal.
Salienta-se que o grupo NOs™ ndo coordena ao centro metélico e a reducéo
deste a ion cobre (I), verificada nesta rota sintética adotada, pode ter sido promovida
pelos peptideos e aminoacidos (compostos polifuncionais) presentes no meio

reacional.

4.2.4 Compostos CuSDAA2

A Figura 28 contempla o espectro vibracional na regido do infravermelho do
quelato de cobre(ll) (amostra CuSDAAZ2 ), cujas frequéncias e atribuicbes estdo

contidas na Tabela 13.
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Figura 28.
pastilhas de KBr).
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Tabela 12. Principais frequéncias vibracionais no espectro IV (cm?) referentes
aos compostos CuSDAA2 e AA2 e suas respectivas atribuicdes % 52,

CuSDAA2 AA2 Atribuicéao
- 3695 m, 3624 f vOH
3413F, 3228om 3450-3206 f H.O
2968 mf, 2928 mf 2934 MFF’ 2849 vNH
- 1744 F vC=0
1653 F, broad 1646 F SasNH3"
- 1543f VvasCOO"
1362 m 1464m vsCOO"
- 1374mf OCH>
1323 m 1322 m vCC
1140 MF - SO4>
- 1157f, 1094 om vCN
- 1027 MF SNH3*
- 915F v(CC) + v(CN)
990 mf - ONH
820 m - 60CO
749mf 755 mf vCC
681 mf 694f pOH
627 F - S04*
506m 541 F d0CO
- 470F waggingOH + waggingCH>
- 427f 0CCC

Para o composto CuSDAA2 sugere-se a coordenacdo via grupos —OH,

devido a presenca de banda intensa somente no ligante livre.

J& o carboxilato é sitio de ligacdo em virtude da presenca de sinal somente

para o ligante livre. Além disso, a SOCO tem seu seus valores alterados de 541 cm!

(ligante livre) para 506 cm* (complexo).

A coordenacdo ocorre via N-H e, portanto, ndo aparecem no espectro desse

composto bandas associadas aos grupos N-H protonados a exemplo da banda em

1027 cm?. Salienta-se também, neste caso, a presenca de ions sulfato.
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4.2.5 Complexometriacom EDTA

Pelo fato dos ligantes (oriundos do hidrolisado enzimatico do soro do leite
bovino) serem uma mistura de aminoacidos e pequenos peptideos havera entédo, a
possibilidade de diversas formas de quelacdo entre os diversos constituintes
presentes e conseqientemente formacgao de varios compostos.

Sendo assim, diversas percentagens de Cu(ll) poderiam ser encontradas.
Contudo, para efeito de calculos, consideraremos o glutamato como o principal
constituinte do soro. A partir dai, inferimos com base na complexometria, que para
CuSAAZ2 a porcentagem de Cu(ll) é de 19,46%, para CuNAA2 é de 34,35% e de
CuSDAA2 é de 14,48%.

Cabe mencionar que quelatos comerciais de cobre(ll) contendo aminoacidos,
preparados com o0 mesmo objetivo de suplementagdo alimentar, apresentam
também teor de metal em torno de 10-20% 52, Sendo assim, em breve, os
compostos CuSDAA2 e CuSAA2 obtidos neste trabalho participardo de ensaios

ZOotécnicos.

4.2.6 Ressonancia Paramagnética Eletronica

Compostos CuSAA2

Espectros de EPR podem auxiliar na andlise da geometria de coordenacgéo de
sistemas paramagnéticos e explicar a natureza das distor¢des das simetrias ideais.

Sendo assim, foi obtido o espectro para o compostos CuSAA2 (ver Figura 29)
que permite sugerir a presenca de ions Cu(ll) octaedricamente coordenados, com o
octaedro alongado na direcao axial, uma vez que nenhum dos dois valores de g, em
cada espectro, é igual a g = 2,00 %3, Em outras palavras, como foi obtida a relagéo g||
> gl, conclui-se que deva se tratar de um complexo tetragonal, com o elétron
desemparelhado no estado fundamental dx.y».

Além disso, nenhuma banda correspondente as transicbes AMs = + 2 (em
campo ~1500G) foi observada no espectro, sugerindo que nao haja interacao
Cu-Cu *4,
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Figura 29. Espectro EPR dos compostos de cobre(ll) CUSAA2.
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Cabe dizer, ainda, que o espectro de EPR pode ajudar também a elucidar o
namero de espécies presentes em solugcdo. No entanto, isso nao foi possivel nesse
caso uma vez que a amostra mostrou ser completamente insolUvel nos solventes

metanol ou DMSO, impossibilitando, portanto, seu registro em solucao.

Composto CuNAA2

Para o composto CuNAA2 néo foi observado nenhum sinal em seu espectro
EPR, confirmando mais uma vez tratar-se de material com cobre no estado de

oxidacao 1+.

4.2.7 Voltametria Ciclica

Para ajudar na identificacdo dos estados de oxidacdo dos metais presentes
nos complexos sintetizados, foram realizadas analises voltamétricas utilizando-se:
[CuCI(PPh3)s] — complexo de cobre(l) °°, (Figura 30 (a)) e (b) CuCl2-2H20 (Figura 30
(b)) como padrao, para efeito de comparacdo. As Figuras a e b mostram o perfil

voltamétrico dos centros metalicos Cu(l) e Cu(ll), respectivamente.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos de [Cu'CI(PPhs)s] (a); CuClz-2H20 (b).

@) (b)

Para os complexos obtidos neste trabalho a analise voltamétrica serviu como
forma de definir a presenca do centro metélico nos compostos obtidos, devido a
presenca de picos de oxidacdo caracteristicos com valores de 0,660V para CuSAA2
(Figura 31 (a)) e 0,580V para CuNAA2 (Figura 31 (b)).

Figura 31. Voltamogramas ciclicos para eletrodo de pasta de carbono modificado
com os complexos CuSDAA2 (a) e CUNAA2 (b).

(@) (b)

Assim, observa-se que 0s compostos sintetizados apresentam perfil
voltamétrico semelhantes ao sal de cobre (Il). Isto corrobora a presenca do metal
nesse estado de oxidacdo para os complexos sintetizados.

Contudo, esta analise ndo pode ser conclusiva para os compostos CuNAA2,
pois as condicOes experimentais da voltametria promovem a oxidagao do Cu(l),

como também pode ser demonstrado pela andlise da Figura 32.
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Figura 32. (a) Ampola selada sob atmosfera inerte, CuNAAZ2 apresenta
tonalidade alaranjada. Em (b), o material com tonalidade verde escuro, resultado da
oxidagcdo em sistema aberto.

4.2.8 Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia e tamanho de particula dos compostos CuNAA2 (Figura 33) e
CuSAA2 (Figura 34) foram investigados via MEV.

Figura 33. Imagens MEV de CuNAA2 com ampliacdo de 5.000 vezes (a); 10.000
vezes (b).
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Figura 34. Imagens MEV de CuSAA2 com ampliacdo de 2.000 vezes (a); 5.000
vezes (b).
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Para ambas as amostras, a primeira observacdo importante é que tratam-se
de uma Unica fase, nao tendo sido observada, portanto, a presenca de excesso de
particulas do ligante ou do precursor.

Para o composto de cobre(l) (CuNAA2), observa-se um aglomerado de
particulas com tendéncia a esfericidade e diametro da ordem de 0,5 um.

Ja para o composto CuSAA2, pode-se notar que o0 pé também se apresenta
na forma de aglomerados de particulas uniformes, porém nesse caso de tamanho

bem menor do que aquelas observadas para o composto de cobre(l).

4.2.9 Espectroscopia de Luminescéncia

Como esperado, o sélido de cobre(l) de cor amarela, amostra CuNAA2,
quando excitado na camara de ultravioleta, exibe emissao na cor verde, visualmente
detectada a olho nu. Por essa razéo, resolvemos investigar a propriedade fotofisica
gue o composto apresentava, mesmo sabendo das dificuldades operacionais por se
tratar de um composto muito instavel ao ar.

A Figura 35 apresenta o espectro de excitagdo dos compostos CuNAA2.
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Figura 35. Espectro de excitacdo (Aem = 435,5nm) do composto CuNAA2 (fenda
de excitacdo e emissao, respectivamente, iguais a 1 e 2 nm; incremento de 1 nm/s com
tempo de integracdo de 0,25 s).
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As Figuras 36 e 37 mostram o0s espectros de emissdo dos compostos

CuNAAZ2 e do complexo de cobre(l) obtido por Starosta e colaboradores 6.
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Figura 36. Espectro de emissdo (Aexc = 370 nm) do composto CuNAA2 a
temperatura ambiente (fenda de excitacdo e emissdo respectivamente de 2 e 5 nm,
incremento de 1 nm/s com tempo de integracao de 0,25s).
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Figura 37. Espectro de emissdo (hexc = 360 nm) do complexo de cobre(l) obtido
por Starosta et. al. a temperatura ambiente 6.

Na Figura 37, pode-se observar uma banda larga e intensa centrada em
aproximadamente 370nm quando fixado a leitura de emissdo em 435nm. Decidiu-se,
entdo, fixar a excitacdo nesse comprimento de onda para observar o espectro de
emissdo do composto (ver Figura 36), sendo que este apresentou bandas
caracteristicas de cobre(l), em concordancia com as relatadas por Starosta e
colaboradores para o complexo [Cul(dmp)P(CH2N(CH2CH2)20)s] (dmp = 2,9-dimetil-
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1,10-fenantrolina) Como revelado pela Fig. 34, podem ser observadas duas bandas
de emissédo na regido do azul (417 e 439 nm), atribuidas a estados excitados de
transferéncia de carga metal-ligante, provavelmente 3TCLM, envolvendo orbitais 3d

do cobre e orbitais 7* dos ligantes.

4.3 Hidrolise acida completa dos compostos de cobre: tentativa de

identificacdo da composicao do hidrolisado via analise cromatografica

Segundo Morais e colaboradores °’, hidrolisados de caseina apresentam
perfis cromatograficos que podem ser separados em até quatro fracdes: peptideos
gue contém mais do que sete residuos de aminoacidos, fracdes de 4 a 7 residuos,
fracOes de di- e tripeptideos e, por ultimo, a fragdo de aminoacidos livres.

Dentro desse contexto, efetuou-se, entdo, a hidrélise seguida da andlise
cromatografica dos compostos de cobre obtidos neste trabalho. Como sera
detalhado a seguir, o estudo revelou a presenca de aminoacidos livres como o
glutamato e o aspartato, aléem de fracdes de peptideos que podem variar entre
pequenos e médios. As Figuras 38-40 demonstram a diversidade de ligantes

disponiveis para a formagédo desses complexos.
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Figura 38. Aminograma do produto da hidrélise do composto CuNAA2
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Figura 39. Aminograma do produto da hidrélise do composto CuSDAA2
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Figura 40. Aminograma do produto da hidrélise do composto CuSAA2
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O pico néo identificado, que aparece em 36,9 minutos, possivelmente refere-
se a fracdes de pequenos e meédios peptideos ndo determinados pelo padrdo
utilizado.

A perspectiva a ser considerada € a de que diversos complexos, dentre eles
compostos foram sintetizados a partir dos diferentes aminoacidos e de pequenos e
médios peptideos provenientes da hidrélise do soro do leite bovino. Complexos de
diversas geometrias, com o centro metalico adquirindo diferentes modos de
coordenacdo podem teoricamente ser obtidos em razdo das diferentes condicbes
reacionais empregadas (pH, precursor, razdo molar metal : ligante, atmosfera
reacional, solvente, etc.).

No trabalho de Sgarbieri 28, é apresentada a estrutura primaria da B-
lactoglobulina A, principal proteina presente no soro do leite. A Figura 41 mostra tal

peptideo e suas variantes.

Figura 41. Estrutura primaria da B-lactoglobulina A (diferenciando-se das variantes
BeC)%,
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A partir da andlise da estrutura da principal proteina do soro, podemos

perceber a grande variedade de pequenos e médios peptideos que poderiam

constituir os ligantes de nossas sinteses.

90



Contudo, de maneira sugestiva, no Apéndice deste trabalho esbocamos
algumas possibilidades de coordenacdo levando em consideragdo os dados da

complexometria, dos IV’s e da EL realizados.

4.4 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

4.4.1 Testes bioldgicos preliminares: Avaliacéo de resisténcia a cobre em Xcc

(Xanthomonas citri subsp. citri)

Para a avaliacdo de resisténcia a cobre, o isolado de Xcc FBO4foi
rejuvenescido em meio TSA solido (triptona 1%, sacarose 1% e glutamato de sédio
0,1%), pré-inoculado em meio nutriente tamponado (extrato de carne 0,2%, peptona
0,5% e NaCl 0,5%, pH 6,8) e um volume do pré-inéculo correspondente a densidade
optica de 0,5 a 550 nm foi transferido para novo meio nutriente tamponado, agora na
auséncia ou presenca de complexos de Cu, correspondentes a 410 yg-mL* dos
complexos CuSAA2, a 2820 ug'mL* dos complexos CUNAA2 e a 906 ug-mL* dos
complexos CuSDAA2 em meio de cultura. A avaliacdo do crescimento celular (28°C
e 200 rpm) foi realizada por andlises de turbidimetria, em triplicata, a 550 nm apds
24 horas. A média dos resultados desse crescimento celular, para o isolado de Xcc
FBO4 com os respectivos desvios padréao esta apresentada na Figura 42.

Os diferentes valores de concentracdo se justificam em razdo da facilidade
de solubilizagdo dos materiais analisados nos testes preliminares, e apesar da
variacdo nos valores das concentracoes, ressalta-se o fato de que os dados da
literatura 33 estabelecem que estirpes mutantes séo incapazes de se desenvolver em
meio de cultura contendo cobre, mesmo com a menor concentracdo de CuSOa4
testada (0,25 mM). Desta forma, temos indicios a cerca da potencialidade dos

compostos obtidos em inibir o crescimento dessa bactéria.
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Figura 42. Crescimento celular para a linhagem FB04 de Xcc, em meio Nutriente
Agar tamponado, sem cobre e com 0s compostos CuSAA2, CuNAA2 e CuSDAA2 nas
concentragdes 410, 2820 e 906 ug-mL™.

Em termos comparativos, a Figura 43 mostra o crescimento celular para
linhagens de Xcc, em meio Nutriente tamponado, sem cobre e com CuSO4-5H20
nas concentragées de 62,5; 125,0; 187,5 e 250,0 ug-mL™*. As amostras celulares
foram coletadas apds 24h de crescimento a 28°C sob agitacdo de 200 rpm e o

crescimento avaliado por turbidimetria a 550 nm.
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Figura 43. Crescimento celular para linhagens de Xcc, indicada na figura, em
meio Nutriente tamponado, sem cobre e com CuSO..5H,O nas concentracdes de 62,5;

125,0; 187,5 e 250,0 pg-mL™.
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Observa-se entdo que a linhagem Xcc FB04 apresenta grande resisténcia ao

cobre, e que o composto CuSDAA2 apresenta eficacia frente a mesma ao contrario

dos outros compostos testados.

Futuramente, numa segunda fase de ensaios biologicos, serdo repetidos

experimentos com a linhagem de Xcc FB04 com os complexos de cobre obtidos,

todos adicionados a concentragdo de 1000 yg-mL* (em triplicata), sob condi¢Ges

estéreis. Para isso, os complexos de cobre serdo esterilizados por filtracdo antes da

adicdo ao meio nutriente contendo a linhagem bacteriana de Xcc.
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CONCLUSAO

Este trabalho € pioneiro e contempla uma perspectiva multidisciplinar dentro
dos estudos que vem sendo realizados no Grupo de Quimica de Coordenacao e
Organometdlicos deste Instituto. Sua acdo percorre desde 0s conceitos mais
fundamentais da Quimica de Coordenacdo até o campo da Bioquimica, passando
também pelo contexto ambiental - em relacdo ao soro do leite enquanto produto de
descarte da industria de lacticinios -, além das perspectivas de aplicacdo dos
compostos obtidos como metalofarmacos e/ou substancias nutracéuticas.

Podemos separar o trabalho realizado em duas etapas principais. A primeira,
referente a obtencao, hidrélise e analise do soro do leite bovino, como fonte de
ligantes naturais, enquanto que a segunda esta relacionada aos aspectos de sintese
e estudo de compostos de coordenacdo. Além disso, demos inicio recentemente aos
estudos envolvendo a potencialidade de aplicacdo biologica desses sistemas.

Na primeira parte, entdo, verificamos inicialmente que tanto o método da
precipitacdo quanto o da liofilizacdo foram eficientes para a obtencédo do hidrolisado
no estado sélido, além de terem conduzido essencialmente ao mesmo material de
trabalho. Quanto aos processos de hidrélise empregados, mesmo embora ainda nao
tenhamos conseguido as condi¢des “ideais” (natureza e concentracdo das enzimas,
tempo de reacao, etc.) para uma hidrolise enziméatica completa — o que acarretou na
presenca de pequenos peptideos junto com os aminoacidos livres -, a idéia continua
sendo a de evitar o uso da hidrélise acida porque além de poluir, vai fornecer os
aminoécidos que ja séo conhecidos da literatura.

No campo da Quimica de Coordenacdo, foram obtidos trés novos materiais
de cobre, de diferentes valéncias, a partir da interacao entre precursores de cobre(ll)
e 0 soro hidrolisado enzimaticamente. Portanto, as altera¢cdes nas rotas sintéticas
propostas bem como nas condicbes experimentais (material de partida, solvente,
pH) foram cruciais para que esses resultados pudessem ser alcancados e destacam-
se pelo fato de serem reprodutiveis.

Cabe também frisar que quelatos comerciais de cobre(ll) contendo
aminoacidos, preparados com o objetivo de suplementacdo alimentar, apresentam

teor de metal em torno de 10-20%. Para os compostos CuSDAA2 e CuSAA2 os
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valores encontrados foram de 14,48% e 19,46%, o que demonstra a grande
capacidade desses materiais, frente a testes zootécnicos.

Tal comportamento deve-se a utilizacdo de um sistema polifuncional que
assume grande capacidade de coordenacdo a centros metdlicos e assim sendo,
temos a convicgcao de que novos e importantes compostos serdo obtidos de maneira
a compor uma lista multimineral a ser testada em sistemas bioldgicos e que poderéa
apresentar grande viabilidade comercial num futuro proximo.

Cabe destacar ainda, a responsabilidade ambiental associada a esse tipo de
estudo, no sentido de se evitar o descarte excessivo de soro de leite (subproduto da
industria de laticinios, altamente protéico) sem nenhum tratamento nos rios e
afluentes. Testes de hidrélise acida foram realizados, contudo a via enzimatica foi
adotada, objetivando assim a aplicagdo de uma “Quimica Verde”, sem geragéo de

guantidade excessivas de residuos toxicos ao ambiente.
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PERSPECTIVAS e TRABALHO FUTUROS

(1) Desde 1950, o EDTA tem sido utilizado como um agente complexante
em tratamentos de envenenamento por metais. No entanto, devido a sua baixa
seletividade ele também complexa metais essenciais ao organismo, tornando-se
necessaria a reposigcdo desses sais minerais ap0s sua administracdo. Os a-
aminoacidos tém sido amplamente utilizados como agentes quelantes para esta
finalidade. No entanto, eles sdo muito caros e s6 séo eficazes em forma injetavel 2,
A busca de materiais com elevada capacidade de complexacgao, baixo custo, baixa
toxicidade em agua, sollveis em meio aquoso e seletivos tem sido objeto de estudos
em diferentes areas de conhecimento >°. Em razéo do soro do leite ser considerado
um descarte da industria de lacticinios e constituir um sério problema ao meio
ambiente quando descartado em corpos d’agua, este material apés submetido a
hidrolise pode constituir uma via alternativa ao uso do EDTA.

Nos trabalhos de Santos e colaboradores o potencial de complexacédo das
Substancias Humicas (SH) é avaliado em razdo das mesmas apresentarem grande
namero de grupos funcionais, especialmente os carboxilicos e hidroxilicos. Tais
grupos apresentam a capacidade de agir como agentes complexantes de espécies
metdlicas em situacBes de envenenamento. Sendo assim, da mesma forma que as
SH foram utilizadas por Santos, em um futuro préximo, poderemos estender tais
testes ao soro do leite bovino hidrolisado (SLBH). Segundo a metodologia proposta
por esses autores, um sistema de ultrafiltracdo para determinar a capacidade de
complexacao do soro do leite hidrolisado por via enzimatica poderé ser testado. Para
isso sera utilizado um filtro fechado de Teflon que é capaz de suportar determinada
pressdo. O soro circulara por este filtro com auxilio de uma bomba peristéaltica. Para
obter o filtrado, serd exercida determinada pressdo ao sistema por meio de uma
pinca de Mohr. O filtrado serd recolhido. Possivelmente, o soro hidrolisado n&o
passara pelo filtro, pois a membrana de celulose que sera utilizada devera
apresentar massa de 1 kDa. Restara assim, o filtrado que é constituido dos metais
gue foram adicionados na solug&o que ficara circulando.

Ser4 feita a adicdo de uma quantidade conhecida de metal, deixado em

contato por 10 minutos para complexar e depois pressionando a pin¢ca de Mohr, sera
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recolhido o filtrado. Os metais poderédo ser determinados por absor¢céo atdmica ou
plasma. ApGs a obtencdo dos resultados sera plotado um gréafico de metal livre em
funcédo do metal complexado.

A Figura 44 mostra 0 esquema da abordagem analitica utilizada para
determinar a capacidade de complexacdo do soro hidrolisado enzimaticamente por

metais de interesse.

Figura 44. Abordagem analitica para determinar a capacidade de complexacao
do soro do leite bovino hidrolisado enzimaticamente por metais de interesse

(2) Realizar estudos acerca da viabilidade de testes de suplementacdo em
processos de fermentacdo alcoodlica para microorganismos dependentes de cobre,

utilizando para isso 0s compostos obtidos neste trabalho.

(3) Fazer novas sinteses variando: a razdo molar metal ligante; condicbes
reacionais como abaixamento de temperatura, uma vez que 0 processo € exotérmico
e alguns sais precursores de cobre podem hidrolisar sob aquecimento; finalmente
mudancas de precursores (utilizacdo de cloreto de cobre(ll)), para possivelmente
formarmos compostos do tipo [Cu(AA)z]. Isso porque, como esse trabalho mostrou, a
coordenacao do grupo sulfato ao ion de cobre divalente forca o ligante a adotar

outros modos de coordenacao que néo exclusivamente o N,O-bidentado-quelante.
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(4) Realizar sintese hidrotérmica na tentativa de obter monocristais

adequados a resolucao estrutural via difracéo de raios X.
(5) Quanto ao soro do leite, novas enzimas serao testadas a exemplo da
tripsina imobilizada em fibra de coco, uma vez que a carboxipeptidase é cara e esta

em falta.

(6) Analisar os compostos via HPLC (se aparecerem varios picos, conclui-se

gue sdo varios compostos e podemos entao purificar, isolando os picos).

(7) Analisar os compostos via Espectrometria de Massas para identificar os

ligantes envolvidos na complexacéao.

(8) Analisar os compostos via TG/DTA e UV-Vis

(9) Testar métodos de purificacdo dos sélidos (recristalizacdo, colunas

cromatograficas, etc.).

(10) Realizar experimentos de susceptibilidade magnética a baixa

temperatura.
(11) Avaliar a possibilidade de utilizacdo dos compostos obtidos como
suplemento de cobre em racao animal, uma vez que, mesmo compostos de cobre(l),

nao sao toxicos.

(12) Realizar estudos de dissolucéo/ permeacdo dos complexos obtidos em

cultura de células Caco-2 (extraidas de adenocarcinoma de c6lon humano).
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APENDICE

Pelo fato dos ligantes (oriundos do hidrolisado enzimatico do soro do leite
bovino) serem uma mistura de aminoacidos e pequenos peptideos havera entéo, a
possibilidade de diversas formas de complexacédo entre os diversos constituintes
presentes e conseqientemente formacédo de varios compostos.

Algumas propostas serdo apresentadas nas Figuras 50, 52 e 54, respaldadas
em dados das complexometrias realizadas e nos valores comparados dos espectros
vibracionais na regido do IV dos compostos obtidos. Nas Figuras 45, 46 e 47 o0s
espectros dos compostos sintetizados tiveram porcdes destacadas em virtude das
interpretacdes realizadas (secbes 4.2.2, 4.2.3, 4.2.4) e que se mostraram uteis para
justificar a maneira pela qual os ligantes utilizados estabeleceram coordenacao ao

centro metélico.

Figura 45. Comparativo entre espectros vibracionais na regido do IV do complexo
CuSAAZ2.
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Figura 46. Comparativo entre espectros vibracionais na regido do IV do complexo
CuNAAZ2.

100



Figura 47. Comparativo entre espectros vibracionais na regido do IV do complexo
CuSDAAZ2.

Pelo fato de trataram-se de sistemas complexos, € dificil conhecer a natureza
real da esfera de coordenagdo. Por exemplo, mesmo que houvesse apenas um
Unico aminoacido, poderia haver isomeria cis-trans para cobre(ll) quadrado planar
(Figura 48).
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Figura 48. Isomeria cis-trans para cobre(ll) coordenado a um aminoacido genérico,
com cobre apresentando geometria quadrado planar .
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Sendo assim, apresentamos a seguir proposicfes estruturais para 0s trés
compostos de cobre preparados neste trabalho, levando também em consideragao

os dados analiticos e espectroscopicos ja discutidos nessa Dissertacao.

(a) CuSAA2 - a anélise complexométrica resultou em porcentagem de Cu(ll)
igual a 19,46%, j4 a proporcao teodrica, em razdo de uma provavel formula é de
18,43%. Isto sugere que a proximidade de valores é devido a formacdo de um

complexo com estrutura semelhante a representada na Figura 50.

Figura 49. Férrmula estrutural proposta para o composto CuSAA2, com geometria
ao redor do cobre na forma quadrética plana..
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Tal proposta leva em consideracdo as estruturas mostradas por Singh e
colaboradores %2, onde blocos construtores a base de sulfato de cobre séo

apresentados, representando assim, a possibilidade da espécie idnica sulfato
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coordenar-se ao cobre. A Figura 51 representa essa possibilidade para alguns

COMpostos.

Figura 50. Compostos organometdlicos de cobre com sulfato coordenado ©2.

(4,4"-bipy = 4,4"-bipyridyl)

A valéncia do aminoacido foi considerada como 2- em virtude de aminoacidos
dicarboxilicos apresentarem tal comportamento em elevados valores de pH

conforme dados da Figura 11.

(b) CuNAAZ2 - no que se refere a esse composto, sua cor amarela, ndo usual
para compostos de cobre divalente, bem como sua instabilidade ao oxigénio
atmosférico, jA sugeria a formacdo, nesse caso, de um composto de Cu(l).
Acreditamos que esse fato pode estar associado a substituicdo no meio reacional do
sulfato de cobre pentahidratado pelo precursor nitrato de cobre(ll), favorecendo um
processo de reducdo in situ. Quanto a provavel composicdo para este sélido de
coordenacao, sugere-se a formacdo do composto de férmula minima [CuL], onde L=
aminoacido médio. Pode ser que, neste caso, tenha sido formado um polimero de
coordenacado 1D, a partir da interacdo entre centros de Cu(l) de geometria trigonal
planar e o ligante L coordenado apenas através dos grupos carboxilatos ( como
mostrados pelo resultado do infravermelho), via dois modos distintos, bidentado-
guelante e monodentado, conforme ilustra a Figura 52.

Os dados da andlise complexométrica realizada para esse composto também

corroboram com tal proposi¢cdo, uma vez que a percentagem de cobre esperada
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para a especie [CuL]n é de 32,31%, enquanto o valor obtido experimentalmente foi
igual a 34,35%.

Figura 51. Formula estrutural proposta para o composto CuUNAA2 de composicéo
estequiométrica [Cul]n.
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Nos trabalhos de Khlobysto e colaboradores ¢ é apresentado o composto
{[Ag2(3,3-pytz)3]* n.Sua estrutura € mostrada na Figura 53.

Figura 52. Composto {[Ag2(3,3"-pytz)3]* .

Onde:
M=M
YN s \ ﬁm‘
N\"-—. N= f\.t>—l‘\-—.-""k‘I
4 4'-pytz
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Devido ao fato de Ag(l) e Cu(l) serem sistemas isoeletrénicos provavelmente
ambos apresentardo topologias semelhantes. Dai entdo, a proposta para o
composto de Cu(l).

Cabe destacar ainda, que, um trabalho pioneiro publicado em 1912 % ja
mostrava que a interagdo entre ions cobre(ll) e aminoacidos dibasicos (AA) como o
aspartico e o glutamico, presentes no soro do leite aqui sob investigacdo, conduzia a

formacéo de espécies de formula geral [CUAA].
(c) CuSDAA2 - a porcentagem de metal obtida por complexometria para esse

composto é de 14,48%, enquanto que a tedrica para a formula proposta para este

composto (ver Figura 54) é de 14,35%

Figura 53. Possibilidade estrutural para o composto binuclear CUSDAAZ2.
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Cabe mencionar que quelatos comerciais de cobre(ll) contendo aminoacidos,
preparados com o0 mesmo objetivo de suplementagdo alimentar, apresentam
também teor de metal em torno de 10-20% 3!. Sendo assim, em breve, todos

compostos obtidos neste trabalho participardo de ensaios zootécnicos.
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