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A formacdo dos complexos entre aluminio e os amino&cidos
cisteina, cistina, ornitina e lisina em solucdo foi avaliada por meio de
titulacdo potenciométrica. As titulacdes foram feitas em solucdo
aquosa a 25 + 0,1 °C, com forca ibnica constante (KCI).

As constantes de estabilidade foram calculadas usando o
programa computacional BEST, proprio para calculos de constantes
de estabilidade. A analise dos dados potenciometricos indicam que as
espécies formadas em solucdo sdo na proporcdo de 1:1, metal:ligante,
mesmo com excesso de ligante. Os valores das constantes de
estabilidade encontrados para o0s complexos predominantes em
solucdo, apresentaram a seguinte ordem crescente de estabilidade:
lisina < cisteina < cistina < ornitina

Com o propdsito de confirmar a interacdo entre aluminio e 0s
aminoacidos cisteina e cistina, foram feitos ensaios envolvendo
polarografia e resinas de troca ibnica. Os resultados obtidos

confirmaram as interacdes e a estabilidade dos complexos formados
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entre aluminio e os aminoacidos estudados. Nestes experimentos, a
interagdo aumenta seguindo a ordem de estabilidade, lisina < cisteina

< ornitina < cistina.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE STABILITY CONSTANTS OF
THE COMPLEXES FORMED BETWEEN ALUMINIUM AND
THE AMINO ACIDS ORNITHINE, LYSINE, CYSTEINE AND

CYSTINE IN AQUEOUS SOLUTION

The complex formation between aluminium and the amino
acids ornithine, lysine, cysteine and cystine was evaluated by means
of potentiometric titration. The titration was carried out in aqueous
solution with constant ionic strength (KCI) and at 25,0 + 0,1°C.

The stability constants were calculated with the computational
program BEST, specially designed for the calculation stability
constants. The analysis of the results showed that the predominant
species in solution were found with a proportion metal:ligand 1:1.The
constants found for the Al-amino acid complexes presented the
following stability: lysine < cysteine < cystine < ornithine.

In order to confirm the interaction between aluminium and the
amino acids cystine and cysteine polarographic measurements and
experiments with ion-exchange resins were also carried out. The
results confirmed the interaction and the stability of the complexes. In
these experiments, the interaction increased following the same order:

lysine < cysteine < ornithine < cystine.
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1. INTRODUCAO

O tema do presente trabalho surgiu a partir da comprovacéo de
contaminacdo por aluminio de solucdes de aminoacidos para nutri¢do
parenteral (NP), onde a contaminacdo pode estar associada a formacéo
de complexos entre aluminio e alguns aminoacidos (aa) presentes nas
solugbes de NP.

O aluminio é um elemento toxico para plantas animais e seres
humanos, por isto necessitamos conhecer ndo somente a quantidade de
aluminio presente nos organismos, mas tambem as formas nas quais
ele pode se apresentar [1].

O aluminio é tao disponivel quanto o Fe(lll) e esta presente no
ambiente diario. Sua disponibilidade aumenta rapidamente com a
acidez do meio e um dos seus efeitos adversos bem conhecido é a sua
toxicidade para plantas sob condi¢bes de chuva &cida. Por estas e
outras razdes, que o estudo continuo da quimica do aluminio e a sua
interagdo com moléculas bioldgicas in vitro e in vivo vem crescendo
nos ultimos anos. Desde 20 anos atras, quando o aluminio foi
considerado tdxico por afetar as fungdes neuroldgicas de pacientes em
tratamento de hemodialise, até hoje, o avanco no entendimento da
quimica e bioquimica in vitro do Al tem produzido, através de
trabalhos publicados, aumento de conhecimento sobre o tema [2].

O conhecimento de constantes de estabilidade ndo € restrito a
estudos do comportamento quimico in vitro. Interacdo entre ions
metalicos com uma ampla variedade de ligantes, tem sido de grande

interesse para bioquimicos. Mais recentemente, a determinacdo de



constantes de estabilidade tem estendido seu dominio por tornar-se
necessaria para cientistas do solo e oceanografos [3]. No caso
especifico do Al, as espécies em solugdes aquosas sdo uma ameaca
séria a vida aquética, podendo causar a morte de peixes [4]. E ainda, 0
Al pode substituir certos metais, como magnésio, envolvidos no
crescimento das plantas [5].

A toxicidade de metais pesados pode ser causada por varios
mecanismos, incluindo blogueio de grupos funcionais essenciais de
biomoléculas tais como proteinas e enzimas, deslocando ions de
metais essenciais de biomoléculas, rompendo a integridade de
biomembranas ou ligacdes com bioanions resultando na diminuicéo
do nivel de biodnions essenciais [6].

Neste trabalho investigou-se a interagdo entre aluminio e 0s
aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina através de estudos para
determinar as constantes de estabilidade dos complexos formados

entre eles.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O aluminio

2.1.1 Abundancia e fontes de contaminagao

O aluminio é o elemento metalico mais abundante na crosta da
Terra e o terceiro elemento mais abundante, depois do oxigénio e do
silicio [7], onde esta fixado na forma hidroxidos e silicatos sob
condi¢Bes neutras. Porem ele se torna movel em solucbes aquosas
acidas e assim quantidade significante de Al é liberada na superficie e
em lengois de agua, podendo ser absorvidos por organismos Vivos e
causar danos severos [8].

Como o aluminio é onipresente, existem muitas fontes deste
elemento, sendo a maior delas para 0 homem a dieta, inclusive a dgua
potavel que é purificada com AI(OH);. Desodorantes, vacinas,
antiacidos, fluidos parenterais, vapores respirados e particulas a partir
da exposicdo ocupacional, podem ser também fontes significativas
para muitas pessoas [9, 10]. Algumas plantas usadas como cha, pode
acumular uma enorme quantidade de aluminio, o conteddo de
aluminio em folhas velhas de chas pode alcancar até mesmo 3%. Uma
quantidade significativa de aluminio pode ser liberada de utensilios de

aluminio usados na cozinha quando comidas acidas sdo cozidas neles

[1].



Um resumo das fontes priméarias de Al para o homem esta

mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Fontes comuns de Al para o homem, concentracdo de Al,
exposicdo diaria ao Al, biodisponibilidade estimada e quantidade

calculada de Al absorvido diariamente [11].

Fonte Concentragdo Al  Exposicéo diria % estimada Al absorvido
absorvida diariamente (ug/Kg)
Exposi¢do normal
Agua Média ~ 70 pg/L 100 pug 0,3 0,005
Comida 5000 - 10000 pg 01-03 0,08-0,5
Ar rural 0,2 ug/m® 4 ug 0,35 - 2 (pulmao) 0,001
0,1-0,3(Gl) 0,0001
Ar urbano 1 ug/m® 20ug 0,5 - 2 (pulméo) 0,006
Antitranspirantes 5-75% 50000-75000 ug ~ Acima de 0,012 Acima de 0,1
Vacinas 150 - 850 1,4-8pug Eventualmente 100 0,07-04
ug/dose
Exposicao elevada
Antiacidos/ligantes Acima de 0,01 80
fosfatos 5000000 pg
Ar industrial 25— 2500 pg/m®  250-25000 ug 1,5 -2 (pulméo) 06 -8
0,1-0,3(Gl) 0,008 -1
Imunoterapia alérgica
150 — 850 pg/ 7-40 ng Eventualmente 100 0,1-0,6
dose
Solugdo de dialise Se 4gua tratada
50 ng/L 2400ug 25 9

Solugéo NP total Noenatal/infantil
110 - 270 pg/L 11 - 27ug/Kg 100 11-27

Adultos 40 — 135
ng/L 80-270 ug 100 1,2-4.2

GI — gastrointestinal.

a- tomando como base um adulto com 65 kg.



A fracdo média de aluminio absorvido a partir de uma dada
dose de exposicdo diéria, € estimada ser muito baixa (~ 1% ) ainda
que esteja sujeita a grande variacao (0,06 — 27% em animais e 0,001 —
24% em humanos) dependendo do modo como ¢é administrada [12].

Essencialmente a quimica relevante do aluminio em sistemas
bioldgicos diz respeito a suas ligacdes e sua estabilidade em moléculas
organicas, sua estrutura (desde que isto afete a captura) e facilidade de

liberacdo dos ions metalicos pelos complexos [2].

2.1.2 Efeitos toxicos do aluminio para o homem

Devido a baixa solubilidade do aluminio, particularmente como
sal fosfato, somente uma pequena fracdo de aluminio presente em
alimentos, agua e medicamentos (antiacidos) esta disponivel para
absorcdo (0,1 — 1%) pelo trato gastrointestinal, a maior parte do
aluminio ingerido é excretada nas fezes e na urina. Entretanto, até
uma pequena quantidade que seja absorvida pode representar, mesmo
sob condi¢Bes normais de vida, através de varios anos, significante
acumulo no cérebro, ossos, figado e outros tecidos do corpo,
particularmente se sua excrecao for prejudicada [9, 13].

O aluminio ndo tem funcéo biolégica em células vivas [10], mas
tem sido mostrado ter toxicidade bioldgica em modelos experimentais,
e em particular em pacientes em estagio final de deficiéncia renal com
dialise regular, contribuindo para varias doencas, como encefalopatia

de diélise, osteodistrofia renal e anemia microcitica [12]. Também, o



acimulo de aluminio tem sido relacionado ao processo
neurodegenerativo da doenca de Alzheimer (AD) [13, 14] e tem sido
mostrado ser significativamente aumentada sua absor¢do em pacientes
com sindrome de Down (DS) [12].

Administracédo intravenosa de aluminio cria um risco potencial
de acumulacdo e toxicidade devido a biodisponibilidade de 100% de
aluminio injetado. A presenca de aluminio em dialisados, pode
resultar em difuséo do Al no plasma e sua retencdo pela transferrina.
Um indicador inicial de um elevado aluminio sisttmico € muitas vezes
uma anemia devido a diminuicdo da sintese da hemoglobina [11].
Muitos processos metabdlicos do aluminio, em particular
considerando o acesso do metal ao cerebro, ainda sdo desconhecidos
[12].

O rim parece ser a maior rota de eliminacdo de aluminio
sistémico. Em adicdo a proteinas, pequenos ligantes capazes de ligar
significativamente aluminio no plasma [10], sdo também esperados
interagirem com excrecdo renal de metal. Em particular, citrato,
isocitrato, ascorbato, lactato, malato e tartarato, mostram-se capazes
de aumentar a excre¢do urinaria do aluminio [12].

As informacdes disponiveis sobre modelos termodinamicos
sugerem que existem espécies contendo aluminio, no plasma e no

fluido extracelular no cérebro, como é mostrado na tabela 2.



Tabela 2: Ligantes predominantes para o aluminio in vivo, suas
constantes de equilibrio efetiva com aluminio (K), suas concentracdes
no plasma e no fluido extracelular no cérebro, e a porcentagem de

aluminio predito estar associado com o ligante [11].

Plasma Fluido extracelular - cérebro
Ligante Log K Concentragcdo % de espécies Concentracéo % de
(umol/L) de Al (umol/L) espécies de

Al
Transferrina 13,7-12,6 30 91 <0,25 4
Citrato 11,6 99 7-8 180 90
Hidréxido livre 6,5 0,4 <1 0,4 5
Fosfato 9,3 1100 <1 490 1

A constante de equilibrio efetiva (K) fornece uma relacéo entre
a concentracdo de todos os produtos da reacdo em solucdo e a
concentracdo dos reagentes, indicando a atividade do ligante a pH 7,4
(pH fisioldgico) [11].

Metais prejudiciais a saide humana, podem ter uma fracéo
absorvida substituindo metais essenciais semelhantes quimicamente
(ferro e célcio) [12]. O aluminio interfere em sistemas biologicos
através da competicdo com outros cations metalicos. Ele pode ocupar
permanentemente sitios de ligacdo que em sistemas saudaveis séo

ocupados por outros cations metalicos com ligacOes especificas [15].



2.1.3 Efeitos toxicos do aluminio para plantas

A concentracdo do aluminio em solu¢Ges no solo depende
principalmente do pH do mesmo, entretanto a influéncia do pH no
comportamento do aluminio e fortemente influenciada pela presenca
de fracBes complexantes de matéria organica no solo [16]. Substancias
himicas, que derivam de plantas, séo polifuncionais, podendo conter
um grande numero de diferentes grupos complexantes em cada
molécula, tais como catecol, quinona, ftalato e salicilato, que reagem
fortemente com o Al, agindo como redutores da toxicidade do Al para
plantas e animais, por diminuirem a biodisponibilidade do ion Al [10].

A maior parte do aluminio no solo é inofensiva a organismos
vivos. Espécies instdveis podem entrar na cadeia alimentar, sendo
portanto, potencialmente toxicas aos organismos vivos. A toxicidade
do aluminio para plantas pode conduzir a decréscimo no rendimento
de colheitas e causar sérios danos a florestas [16].

lgualmente o entendimento e transporte de AI**

pode ser
promovido pela formacdo de complexos com ligantes naturais e
antropogénicos em solugdes no solo, agua e biofluidos. Especialmente
importante é a formacdo de quelantes neutros, uma vez que tais
complexos sdo muito estaveis e, devido a sua carga nula, muito

moveis [8].



2.1.4 Propriedades quimicas e capacidade de ligacdo

O aluminio existe somente como um cation trivalente. Ele é
muito reativo para ser encontrado em seu estado elementar na
natureza. Geralmente apresenta nimero de coordenacdo 6 produzindo
complexos octaédricos [10].

A solubilidade do aluminio é baixa entre pH 5 e 7. Solugbes
acidas e basicas, bem como alguns ligantes complexantes, aumentam
sua solubilidade, com formacéao de complexos soltveis [11].

O AI(II) é um ion metalico trivalente duro, com raio i0nico
efetivo de 0,5 A, sendo menor do que outros fons metalicos trivalentes
[9]. Como um cétion duro, o Al(lIl) tem afinidade por anions duros.
Em biosistemas , os provaveis sitios de ligacdo para o aluminio séo,

frequentemente, grupos contendo oxigénio carregado negativamente

[1].

2.1.4.1 Hidrolise do aluminio

O estudo envolvendo a formacdo de complexos com aluminio
em meio aquoso, ndo é uma tarefa muito facil, devido a forte
tendéncia do ion Al(I11) em sofrer hidrolise [17].

Como o Al é um cation pequeno e altamente carregado, ele €
facilmente hidrolisado em solugdo aquosa na auséncia de ligantes. Em
solucdo com pH < 5, o ion Al (I11) permanece ndo hidrolisado, sendo a

principal espécie mononuclear [Al(H,0)s]*", usualmente abreviado



como AI*

[AI(OH)]*, [AI(OH),]* e AI(OH); soltvel sdo formados, bem como

espeécies polinucleares, dependendo do tempo e da concentracéo total

. Com o aumento do pH, espécies mononucleares tais como

de aluminio (uma concentracdo alta de aluminio favorece reacbes de
oligomerizacdo, que sdo usualmente processos mais lentos). Em
solucdes neutras ha formacdo de um precipitado de AI(OH);, que
redissolve em consequiéncia da formacdo de [AI(OH)4]’, a principal
espécie soltvel de aluminio em pH > 7 [1]. O diagrama de equilibrio
das espécies de aluminio em funcdo do pH estd representado no

apéndice C.

2.2 Nutricdo parenteral

A nutricdo parenteral (NP) pode ser definida como a
administracdo de nutrientes por meio de uma via ndo gastrointestinal,
em geral a intravenosa. A fonte de nitrogénio e aminoacidos de todas
as solucbes de NP ou é de hidrolisados protéicos, ou de solucbes
compostas por a- amimodacidos sob forma cristalina [18, 19]. Apesar
de vantagens, as soluc@es cristalinas de aminoacidos tém encontrado
diversos problemas relacionados com o seu conteudo, sendo um deles

a alta concentracdo de Al como contaminantes dessas solugdes [20].

10



2.3 Os aminoacidos

Os aminoacidos sdo substancias que apresentam um grupo
amino e um grupo carboxilico ligados ao mesmo carbono [21]. Os
aminoacidos de importéncia biologica tém estes grupos ligados ao
carbono o.. As espécies de aminoacidos diferem uma das outras por
possuirem diferentes cadeias laterais ligadas ao carbono o, assim a
cadeia lateral da a cada aminoacido a sua identidade. Os aminoacidos
podem apresentar-se na forma carregada ou neutra, dependendo do pH
do meio no qual se encontram [20].

O valor nutritivo de uma proteina esta estritamente relacionado
a proporc¢do de aminoacidos que a compdem. Alguns destes devem ser
fornecidos por meio da dieta aos organismos adultos, aos jovens em
crescimento ou a ambos, uma vez que O organismo nao tem
capacidade de sintetiza-los, chamados de aminoacidos essenciais,
entre os quais estdo incluidos a alanina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina, sdo 0s que
somente sao fornecidos na dieta alimentar [20]. Séo em
numero de 20 os principais aminoécidos encontrados em alimentos e
utilizados em NP: alanina, arginina, asparagina, acido glutamico,
acido aspartico, cisteina, tirosina, leucina, isoleucina, fenilalanina,
treonina, histidina, metionina, valina, glicina, serina, lisina, triptofano,
prolina e glutamina [20].

Os aminoacidos abordados no presente estudo séo a cisteina, a

cistina, a ornitina e a lisina.

11



2.4 Resinas trocadoras de ions

Resinas sdo particulas amorfas de matéria organica
(poliestireno). Os trocadores de cations contém grupos carregados
negativamente como o sulfonato (-SO3’) enquanto os trocadores de
anions grupos carregados positivamente (-NR3") [22].

As resinas de troca idGnica contém grupos que sao tambéem
capazes de complexar ions metalicos. O mecanismo de acao pode ser
através de quelacdo em lugar de uma simples troca idnica, e como
consequéncia, elas se tornam muito mais seletivas. Elas séo
largamente usadas para separacdo e pré-concentragdo de ions
metalicos [23, 24, 25].

Pasavento et al. [26] observaram que quando ions metalicos séo
sorvidos por Chelex 100 (grupo iminodiacetico) de solucdes aquosas,
0 mecanismo que prevalece € quelacdo com formacdo de complexos
estaveis como no caso do cobre e do zinco, embora complexacdo por
carboxilato prevalegca quando ions metalicos com baixa constante de
complexagcdo com iminodiacetato, tais como zinco, cadmio e célcio
estdo envolvidos.

Pasavento e Biesuz [27] observaram que a presenca do
complexante em solugdo (IDA), afeta grandemente a sorcdo de ions
metalicos (cobre Il), diminuindo a fracdo sorvida do metal pela resina,
na presenca de IDA em solucdo; mudando isto em altos pH, quando as
fracOes sorvidas de metal tendem para o mesmo valor.

Resinas quelantes contendo grupos iminodiacético que formam

complexos estaveis com ions de metais pesados, formam também

12



complexos com o ion aluminio. Tendo sido mostrado, atraves de
curvas de sorcdo (fracdo de metal sorvido versus pH) que o aluminio
presente nas amostras consideradas foi sorvido completamente pela
resina ou observada a formacao de complexos quando o contra-ion da
resina estava presente na solucao [28, 29].

Resina Chelex 100 tem sido usada para determinacdo da
capacidade de complexacdo de metais tri e divalentes como zinco,
cadmio, niquel, cobre e aluminio [26, 30], bem como determinacao de
constantes de estabilidade para a formacdo de complexos entre o ion
metélico em solucdo e o contra ion da resina, usando o modelo de
equilibrio de Gibbs-Donnan [27,29].

2.5 Complexos

2.5.1 Reacao de formacao de complexos

M(H,0), + L «<— M(H,0)n4L + H,0

Apesar da amplitude do conceito de compostos complexos, se
considera normalmente uma reacdo de formacédo de complexos aquela
na qual uma ou varias moléculas do solvente sdo deslocadas por
outras espécies quimicas, estas espécies quimicas unidas ao ion central
se denominam ligantes (L), o numero maximo de atomos doadores
dos ligantes (n) se denomina namero de coordenacéo do ion central. O

ligante pode se monodentado, bidentado, tridentado..., dependendo do

13



numero de sitios de ligacdo envolvidos na formacdo do complexo
[31]. Quelante ¢ o ligante com no minimo dois grupos funcionais
participando da formacdo do complexo quelato, apresentando maior
estabilidade do que complexos monodentados [10].

A formacdo do complexo é o resultado de uma interacdo acido-
base de Lewis, na qual o &tomo central com um orbital vago, atrai um
par de elétrons de um &tomo doador do ligante. Para isto, o ion central
deve dispor de orbitais simetricamente adequados, estericamente
disponiveis e de baixa energia. O ligante deve ter atomos (N, O, S,
etc.) com pares eletronicos ndo compartilhados [31].

De acordo com o mecanismo geral aceito de Eigen-Wilkins para
complexacdo de ions metalicos, a formacdo de complexos de aluminio
ocorre atraves de um mecanismo com dois passos: no primeiro passo,
por difusdo controlada, um complexo esfera-controlada é formado,
onde o fon AI** e o ligante sdo separados por uma camada interna
completa de hidratacdo do ion metélico. O segundo passo é a
formacdo de um complexo esfera-interna, onde o ion metalico e
ligante estdo em contato direto. Este passo é controlado pela taxa de
troca de uma molécula de agua da camada interna de hidratag&o do ion

metélico [8].

2.5.2 Estabilidade dos Complexos

A estabilidade termodindmica de uma espécie é uma medida da

extensdo na qual esta serd formada a partir de outras espécies sob
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determinadas condic¢des, desde que se estabeleca equilibrio no sistema
[32].

O conhecimento dos valores das constantes de estabilidade é de
consideravel importancia em quimica analitica, pois elas fornecem
informacOes sobre as concentracdes dos varios complexos formados
por um metal em dadas misturas em equilibrio. Isto é valioso no
estudo da complexometria e de varios processos de separacdo
analitica, como os de extracdo por solvente, troca ibnica e
cromatografia [32].

A estabilidade dos complexos, do mesmo tipo, esta relacionada
com [32, 33]:

a) habilidade de complexacao dos metais,
b) habilidade de complexacéo dos ligantes,

c) afinidade metal-ligante.

2.5.2.1 Habilidade de complexacdo dos metais

Cada ion metélico fornece uma combinacdo distinta de
preferéncia geométrica de coordenacéo, raio ionico, troca de ligante,
densidade de carga e outras propriedades que podem ser exploradas
pelo ligante para complexacéo [34].

A relativa habilidade de complexacdo, para ligantes simples,
principalmente aqueles contendo N e O como atomos doadores, com
metais, € convenientemente descrita em termos da classificacdo de

Schwarzenbach, que é amplamente baseada na divisdo dos metais em
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acidos de Lewis, ou seja, aceitadores de elétrons classe A e classe B.
Os metais da classe A sdo distinguidos pela seguinte ordem de
afinidade (em solucdo aquosa) face aos halogénios F>>CI>Br>I, e
formam os seus complexos mais estaveis com o primeiro membro de
cada grupo de a&tomos doadores na tabela periddica (N, O, F). Os
metais da classe B se coordenam mais prontamente com I do que com
F~ em solucbes aquosas, e formam 0s seus complexos mais estaveis
com o segundo (ou mais pesado) atomo doador de cada grupo (P, S,
Cl). A classificacdo de Schwarzenbach define trés categorias de ions
metéalicos aceitadores de elétrons:

1. Céations com configuracdo de metais nobres. Os metais
alcalinos, alcalinos-terrosos e aluminio pertencem a este
grupo que exibe as propriedades de aceitadores da classe A.
Na formacdo dos complexos predominam forcas
eletrostaticas, de modo que as interagdes entre ions pequenos
de carga elevada sdo particularmente fortes, conduzindo a
complexos estaveis.

2. Cations com subcamadas-d completamente preenchidas.
Elementos tipicos deste grupo sdo cobre(l), a prata(l), que
exibem propriedades de aceitadores classe B. Estes ions tem
um alto poder de polarizagéo e as ligagcdes formadas nos seus
complexos tem carater covalente apreciavel. O complexo
formado é tanto mais estaveis quanto mais nobre for o metal
e menos eletronegativo o &tomo doador do ligante.

3. lons de metal de transicdo com subcamadas-d incompletas.

Neste grupo tanto a classe A como a classe B tem tendéncias
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que podem ser distinguidas. Elementos com caracteristicas
da classe B formam um grupo aproximadamente triangular
dentro da tabele periddica, com o apice no cobre e a base
estendendo-se do rénio ao bismuto. A esquerda deste grupo,
0s elementos em seus estados de oxidagdo mais elevados
tendem a exibir propriedades da classe A, enquanto que a
direita do grupo os estados de oxida¢do mais elevados de um

dado elemento apresentam mais carater da classe B [32, 33].

2.5.2.2 Habilidade de complexacéo dos ligantes

Se aplicarmos o conceito acido-base de Lewis a reacdo de
complexacgdo, esta reacdo podera ser tomada como uma reacdo de
neutralizacdo. O ligante é um doador de pares eletronicos e atua como
uma base, desde que o ion metalico aceite o par de elétrons e funcione
como um acido [33].

Entre as caracteristicas do ligante que s&o, geralmente,
reconhecidas como influentes na estabilidade dos complexos em que
estdo envolvidos, estdo [32]:

(i) aforca bésica do ligante.
(i)  assuas propriedades de quelacéo (se as tiver) e
(iii)  efeitos estéricos.

O termo “efeito quelante” refere-se ao fato de qgue um complexo

quelato, isto é, que seja formado por um ligante bidentado ou

multidentado, € mais estavel do que o correspondente complexo com
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ligantes monodentados: quanto maior o nimero de pontos de ligacédo
ao ion metalico, maior a estabilidade do complexo [32].

A geometria do anel quelante € tal que anéis quelantes com 5
membros preferem ions metalicos grandes e anéis quelantes com 6
membros combinam melhor com ions metalicos pequenos, com o
minimo de tensdo e comprimento de ligacdo metal-ligante,
estabilizando o complexo formado [9, 34].

O efeito estérico mais comum € o da inibi¢do da formacdo do
complexo devido a presenca de um grupo grande ligado ou préximo
ao atomo doador [32].

Cineticamente os complexos podem ser classificados em
complexos labeis e complexos inertes. O termo complexo labil é
aplicado aos casos em que a substituicdo nucleofilica € completa
dentro do intervalo de tempo requerido para se fazer a mistura dos
reagentes. O termo inerte € aplicado aos complexos que sofrem
reacdes de substituicdo lentas, isto €, reacbes com meia-vida na ordem

de horas e até dias [32].

2.5.3 Teoria HSAB (acidos e bases/duros e moles)

Em 1963 Pearson introduziu os termos duro e mole para
descrever ions metalicos e ligantes. De acordo com a teoria de
Pearson, uma base mole pode ser definida como aquela cujo atomo
doador tem polarizabilidade elevada e baixa eletronegatividade, é

facilmente oxidada, bem como associada com orbitais vacantes
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baixos. Estes termos descrevem, por diferentes modos, uma base cujos
elétrons do atomo doador ndo estdo fortemente presos, mas Sao
facilmente destorcidos e removiveis. Bases duras tém propriedades
opostas a estas, ou seja, 0 atomo doador tem baixa polarizabilidade e
alta eletronegatividade, ¢é dificil de se reduzir e esta relacionada com
orbitais vacantes de alta energia que sdo inacessiveis [32].

Na tabela 3 estdo classificados exemplos especificos de acidos e

bases, duros e moles [35].

Tabela 3: Classificacdo dos acidos e bases de Lewis usando o critério

duros e moles [35].

Acidos Bases
Duros H*, Li*, Na*, K* H,0, ROH, NH3, RNH,
Mg**, Ca?*, Mn?* RCO,, CI', F,
AP Ln* PO,*, HPO/, H,PO.,
Cr**, Co*, Fe**, VO**, MoO** S04%,
Intermediarios  Fe?*, Co**, Ni**, Cu®*, Zn*, Imidazol, pyridina
Pb**, Sn?*, SO,, NO*, Ru**
Moles Cu’, Ag", Au’, TI", Hg" RSH, R,S,
Cd*, Pd*, Pt*, Hg* CN, I
$,05°

R representa uma cadeia lateral organica .

Desta forma, vé-se que os aceitadores da classe A, preferem
ligar-se a bases duras, com atomos doadores, como: nitrogénio,
oxigénio e fluor, enquanto que os aceitadores da classe B preferem
ligar-se a bases moles, como: &tomos doadores P, As, S, Se, Cl, Br, 1.

Um exame dos aceitadores da classe A, mostra que eles tém as
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seguintes caracteristicas importantes: tamanho pequeno, estado de
oxidacdo positivo elevado e auséncia de elétrons mais externos que
sejam facilmente excitaveis a estados mais elevados. Estes sdo todos
fatores que levam a baixa polarizabilidade, e tais aceitadores sdo
chamados acidos duros. Os aceitadores classe B, no entanto, tem uma
ou mais das seguintes propriedades: estado de oxidagao positivo baixo
ou zero, tamanho grande e muitos elétrons externos facilmente
excitaveis (no caso dos metais estes sdo elétrons d). Todas estas
propriedades conduzem a polarizabilidade elevada, e assim os acidos
classe B podem ser chamados de acidos moles [32].

De um modo geral, pode-se correlacionar a capacidade de
complexacdo dos metais pelo enunciado: “Os &cidos duros preferem
se associar com as bases duras e os &cidos moles com as bases moles”.
Este principio ndo deve ser encarado como exclusivo, isto €, sobre
condi¢bes adequadas, acidos moles podem complexar com bases
duras ou &cidos duros com bases moles, resultando entretanto em
complexos de baixa estabilidade, uma vez que ambos os componentes

sdo incompativeis [32, 35].

2.6 Constante de estabilidade (B)

A reacédo de formacéo de complexos pode ser expressa como:

M(HgO)n +L M(HzO)n_lL + Hzo

“Constante geral de estabilidade”(), € meramente a constante

de equilibrio para formacdo de um complexo em particular, a partir
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dos componentes apropriados M e L [3], podendo ser representada
por:

_[M(H,0),,L]
- M(H,0),]L]

sendo, no equilibrio: [M(H,0),.;L] = concentracdo do complexo

B

formado
[M(H,0),] = concentracédo do ion metalico
[L] = concentracéo do ligante

Medidas de variacdo da concentracdo livre de somente uma
espécie com a composicdo geral da solucdo, podem em principio,
levar a valores da constante de estabilidade [3].

Variacdo de propriedades adequadas com a composicdao da
solucdo, podem, entretanto ser exploradas para dar informacdes sobre
0os complexos que sao formados. Por exemplo, medidas
potenciometricas podem ser designadas de maneira que sua f.e.m.
forneca uma medida da concentracdo do ion metalico ndo complexado
[3].

Na formacéo sucessiva de complexos de indice de coordenacao

superior a unidade, se tem as seguintes reagdes e constantes:

S [ML]
M+L <" ML K, = Lol
[M]L]
ML+L <ML K, =
’ [ML]L]
ML, +L . > ML, K, = ML]

P ML L
As constantes K;, K, e K; sdo denominadas constantes

sucessivas de formacdo dos distintos complexos. O subindice nos
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indica de forma clara a etapa de complexacdo, bem como o niumero de
ligantes unidos ao metal no complexo [36].
As vezes € conveniente utilizar as constantes globais de

formacéo (), que para o complexo ML; € dada pela relacdo [31]:

M+3L S ML, B = Ki.Kp. Ky 8= [uEAM][ﬂ

2.6.1 Influéncia da forga ibnica sobre a constante de equilibrio

Constantes de equilibrio para formacdo de complexos em
solucdo a uma dada temperatura sdo usualmente representadas em
funcdo do cociente de atividade (constante de estabilidade
termodinamica), que deveria ser independente do meio idnico, ou em
funcdo do cociente de concentracdo (constante de estabilidade
estequiométrica), que sdo véalidas somente em uma solucdo de
composicdo particular. Se a constante de estabilidade estequiométrica
for determinada na presenca de um grande excesso de um eletrolito
forte inerte e as solugbes em estudo forem bastante diluidas, pode ser
assumido que os coeficientes de atividade s@o independentes da
concentracdo das espécies reagentes e dependem somente da natureza
e concentracdo do eletrolito principal. Constantes de estabilidade
estequiometricas obtidas sob estas condi¢des séo também quantidades
termodinémicas, referentes ao estado padrdo no qual todos os
coeficientes de atividade sdo unitarios. Contudo, em respeito ao uso
convencional, o termo constante de estabilidade termodinamica se

refere ao cociente de atividades [37].
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Se no tratamento matematico do equilibrio quimico se utilizar a
constante termodindmica, K;, esta ndo se modifica com a forca ionica,
ja que é constante e independe dos fatores de atividade. Entretanto a
constante de equilibrio K, ndo termodinamica, esta relacionada com K;
pelos coeficientes de atividade das especies que interferem no
equilibrio. Para a reacdo: [31]

A+B 5 C+D

Kt :[7C'yD).K
ValB

Sendo K; constante, so serd K, se 0 termo correspondente aos

arelacdo entre K e K; €:

coeficientes de atividade o forem.

Se numa reacdo quimica houver sO espécies moleculares, néo
carregadas, os coeficientes de atividade sdo unitarios, e a constante de
equilibrio sera igual a termodinamica; ndo dependendo da forca idnica
do meio [31].

A adocdo do assim chamado método do meio idnico constante,
valores dos coeficientes de atividade podem permanecer efetivamente
constantes. De acordo com este método, um grande excesso de um sal,
eletrélito de baixa valéncia é adicionado a solucdo sob investigacdo
(ex. NaCl, NaClO4 ou KNOgj). Estes ions monovalentes, que séo
escolhidos serem inertes dentro do possivel, dominam a forca i6nica
da solucdo e o conjunto de coeficientes de atividade para todos os ions
e moléculas formados nos sistemas sob investigacdo serdo constantes.
Na pratica isto se mantém enquanto a concentracdo equivalente dos

compostos investigados ndo excederem a ~ 10 % da concentragdo do
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eletrétito suporte. Isto corresponde ao limite superior de uma “janela”
experimental, na qual os coeficientes de atividade podem ser
incorporados ao valor de f3, e na qual concentragcdes quimicas podem
ser usadas no lugar das atividades [38].

Constantes condicionais (determinadas neste trabalho) sofrem
efeito do meio, portanto dependem do solvente usado, da forca ionica

do meio, da temperatura e englobam a dissociagédo da agua [33].

2.6.2 Complexacéo do aluminio

O aluminio é um ion metalico aquo trivalente duro, € menor do
que outros ions metalicos trivalentes comumente encontrados. A
acidez de um ion aquo metélico € medida pela sua afinidade pelo ion
OH’, que para o Al e log Kyony = 9,01. Embora o A\ seja um ion
metélico pequeno, tem uma forte tendéncia a hidrolise em solucéo
aquosa [9].

O aluminio é altamente eletropositivo e ndo facilmente
polarizavel. O fon AI** prefere coordenar com bases de Lewis duras,
tais como OH, F, PO,, CH;COO", ROH, RO" e RNH;, que doam
elétrons dos orbitais vacantes [10].

Devido ao AI** ser um fon metéalico muito duro, ele tem alta
afinidade por anions duros. Entre os doadores duros, o ion éxido é
encontrado geralmente em espécies com Al(IIl) polimérico,

usualmente coordenado com dois ou mais ions Al(l11) [9].
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Os complexos mais estaveis de AI**

sdo formados por ligantes
multidentados com oxigénio negativo doador [10]. O oxigénio
negativo doador que é freglientemente encontrado em ligantes
monodentados que sdo efetivos para Al(lIl), estdo mostrados no
esquema 1, em ordem decrescente de basicidade, juntamente com sua

constante de protonacdo aproximada [9]:

0 ﬁ
R-O > > o
Alcoxido fendxido carboxilico
>16 ~10 ~4
Esquema 1

As constantes de protonacdo dos doadores acima, indicam que
sua afinidade pelo Al(Ill) varia com a basicidade, que é medida em
solucdo pela constante de protonagdo. Deste modo, ligantes com alta
afinidade pelo Al(Il1) tém também alta afinidade pelo ion hidrogénio,
e a competicdo com o proton deve ser também considerada quando se
avaliam os equilibrios Al(111)-ligante em solucBes aquosas.

Pares bidentados que sdo efetivos para Al(lll), e outros ions
metalicos trivalentes duros, organizados em ordem decrescente de
basicidade, estdo mostrados no esquema 2, juntamente com as suas

constantes de protonacao aproximadas.
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Esquema 2

Para ligantes multidentados com mais de dois grupos doadores,
outros fatores tais como pré-organizacédo do ligante (adequado arranjo
espacial), sdo também importantes [1, 9].

Salvado et al. [39] estudando a formacdo de complexos entre
AI** e 4cido 2-fosfonobutano,1,2,4-tricarboxilico através de titulacio
potenciométrica, calcularam a constante de estabilidade dos
complexos formados usando o programa computacional LETAGROP-
NYTIT, o modelo proposto possui as espécies Al(OH)cL e Al(OH)sL..
A espécie com estequiometria 1:1 é predominante, em todo intervalo
de pH estudado (2-10), que devido a sua estabilidade (log 3 = 16,06)
¢ formado em solucdo no pH inicial. A reacdo de formacdo do

complexo pode ser expressa como [39]:
6 H,0+AIP+L S AI(OH)L + 6 H log B = 16,06
O fon AI*" interage com moléculas grandes como proteinas,

peptideos, polissacarideos e polifenolatos [9]. Resultados de estudos

envolvendo ligacdo de aluminio com moléculas grandes mostram o
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controle exercido pelos é&cidos hdmicos em pH 4,0 sobre a
disponibilidade de fons metalicos como o AlI**, no solo [2].

AI(I11) e Fe(111) séo &cidos duros com raio idnico similar (0,54 e
0,64 A), desta forma os quelante para o ferro podem também ser
quelante para o aluminio [17]. Mg e Ca sdo também suscetiveis a
competicdo com Al(IIl), tamanho similar é um fator dominante sobre
carga idéntica, concernente a complexacdo com o metal [12, 18].

O aluminio é capaz de formar complexos com ligantes
inorganicos como o ion fluoreto (formando complexos estaveis) [2],
fon fosfato e acido silicico. Tem sido mostrado que acido silicico
significativamente reduz a biodisponibilidade e a toxicidade do ion
AI(I1), isto parece envolver a formacdo de hidroxialuminosilicatos
[1].

O papel da silica foi recentemente confirmado ser decisivo para
prevenir a absorcdo do aluminio a partir da agua potavel, que parece
ser confirmado por recentes resultados sobre o papel protetor da silica
com respeito a possivel inducdo da AD pelo aluminio contido na agua
potavel [12, 14]. Remocdo de AI** por Si(OH), em &guas naturais
[17].

O fosfato € um ligante importante para o aluminio in vivo,
apesar da sua interagdo com ion Al(I11) ser melhor investigada dentro
de um pequena faixa de pH (2-4), devido a formacdo de compostos
pouco soluveis [12]. Tem sido estudada recentemente a complexacéo
de aluminio com os fons fosfinato (H,PO,) e fosfinito (HPOs*) por
meio de *’Al-NMR, sendo constatada a formacéo de complexos do
tipo 1:1, 1:2, 1:3 e 2:2 [1].
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Estudos envolvendo equilibrio de complexacdo com Al(II1) em
sistemas aquosos, encontram vérias dificuldades [14]. O fon AI** parte
hidrolisado em solucdo acida (pH > 3,5), a formacao lenta de espécies
polinucleares e diferentes processo de precipitagdo enfatizam um
cuidado e planejamento préprio de conduta experimental para

obtencéo de bons resultados [4].

2.6.3 Interacdo metais-aminoacidos

A capacidade dos aminoacidos de formarem complexos
metalicos ndo é somente de importancia tedrica, mas tambem pratica,
devido a presenca de AI(IIl) em sistemas biologicos [21], estando
relacionada ndo s6 a presenca dos grupos amino e carboxilico, mas
também ao grupo funcional constituinte da cadeia lateral. Entretanto,
como 0s grupos sdo diferentes em sua natureza, a capacidade dos
aminoacidos se ligarem a metais tambem ¢ diferente. Por exemplo, 0s
grupos R-OH, R-NH,, RCO, podem ser classificados como ligantes
duros, enquanto que os grupos R-SH, R,S podem ser classificados
como moles. Com isso, 0s aminoacidos ndo podem ser classificados
de uma Unica maneira e estdo aptos a combinarem-se de diferentes
formas com diferentes ions metalicos [20].

O primeiro complexo preparado entre um metal e um
aminoacido foi obtido em 1854 por Gossmann, através da reacdo do
cobre com a leucina, seguido pela complexacdo de cobre com a
glicina [21].
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Li e Doody através de polarografia, condutometria e
espectrofotometria estudaram a formacdo de complexos de prolina ,
alanina, leucina, metionina, glicilglicina com cobre e zinco [40].

Albert usando titulagdo potenciométrica determinou as
constantes de estabilidade de complexos formados entre os metais
cobre e niquel, com o0s aminoacidos ornitina, glicina, acido

diaminobutirico e acido diaminopropandico [41].

2.6.3.1 Interacdo cisteina-metais

COOH

+ ‘

HN—C—H

A cisteina tem trés prétons dissociaveis (sitios de ligacdo). A
dissociacdo do préton a partir do grupo carboxilico ocorre em baixos
valores de pH (pK; = 1,71). A dissociacdo dos outros dois protons dos
grupos —SH e NH;" tem pKs 8,33 e 10,78 , respectivamente [21]. E

podem ser representados pelos seguintes passos [42]:
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(SH)CH,CH(NH;")COOH

N K,
(SH)CH,CH(NH;)COO < (SH)CH,CH(NH,)COO"
™N ™

(S)CH,CH(NH5)COO < (S)CH,CH(NH,)COO"
Esquema 3

Uma caracteristica da desprotonacdo da cisteina estd na
dificuldade de designar o grupo envolvido nos dois passos de
equilibrio mais béasicos. Os modos de ionizacdo estdo descritos no
esquema (3) acima, que tem sido discutido por vérias décadas.
Atualmente € aceito que a ionizagdo da cisteina ocorra
simultaneamente a partir dos grupos SH e NH;" [43].

Durante a formacdo de complexos entre a cisteina e 0s metais
cobre, cobalto e ferro, ha formacdo de cistina, dificultando a
determinacéo das constantes de estabilidade dos complexos formados,
devido a capacidade da cisteina de oxidar metais que apresentam mais
de um estado de oxidacéo [21].

O aminoéacido cisteina pode sofrer oxidagdo se transformando
em cistina. Em virtude desta tendéncia de sofrer oxidacdo, a hidroélise
de uma proteina onde a cisteina estiver normalmente presente, conduz
sob condic¢des normais, ao isolamento final de cistina em vez da forma
reduzida do aminoé&cido [21, 44].

Cakir et al. [45] estudaram a complexacéo de cisteina com o ion

Cu®* através de polarografia, usando voltametria de onda quadrada.
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Quimicamente, grupos tidis diferem unicamente de outros
grupos funcionais por serem prontamente oxidados para formar
dissulfetos, especialmente na presenca de uma grande variedade de
metais em niveis tragos, tais como Fe®*, Co®* e Mn** [46].

Para complexacdo de cisteina com ions metalicos divalentes
Disbudak e col. [6] encontraram a seguinte ordem de afinidade metal-
ligante em funcdo das constantes de estabilidade obtidas Cd(Il)>
Pb(I1)>Cu(ll). Ordem esta que esta de acordo com o previsto pela
teoria de Pearson, pois o Cd(ll) é classificado como um &cido mole,
apresentando maior afinidade pelo —SH (base mole) da cisteina do que
o Pb(1l) e o Cu(ll), que sdo intermediarios [34].

Dolinska [47] observou que o aminoacido cisteina combina com
Zn(I1) para formar complexos solidos na faixa de concentracdo de 4 a
90 uM, possuindo trés sitios de ligacdo com o metal, sendo que o
complexo (1:1) formado entre Zn(ll) e cisteina é de média estabilidade
com log B =2,23. Na formacdo de complexos cisteina-zinco (1:2),
dois anéis quelantes de 5 membros coordenados com o metal séo
formados, cada anel envolvendo enxofre e nitrogénio, enquanto o
grupo carboxilico esta livre [48]. A cisteina pode atuar como um
ligante tridentado para o chumbo, os sitios de ligacdo envolvendo
grupos enxofre , amino e carboxilico. Esta pode ser a razdo da maior
estabilidade dos complexos de chumbo que de zinco. A prata é outro
metal que forma mercaptideo insolUveis com cistina ou cisteina e que

possui a capacidade de causar a reducéo da cistina [21].
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Martins, mostrou através de estudos envolvendo resinas de troca
idnica, que existe uma forte interacdo interacdo entre o jon AI** e
cisteina [49].

Estudos feitos por Mercero et al. [15] com simula¢do usando 0s
programas computacionais GAUSSIAN94 e GAUSSIAN98 para
calculos de energia de ligacdo concernente ao estudo da interacéo
entre Al(I11) com aminoacidos contendo enxofre: cisteina e metionina.
O estudo iniciou com um simples modelo representando a molécula
do ligante (SH,) e completou pela adicdo de grupos metila até se
aproximar da molécula do aminoacido. LigacGes com Al(I1l) somente
foram encontradas para o0 maior dos ligantes estudados
(CH3SCH,CHj5), com energia de ligacdo de 383 kcal/mol e além disso

na forma bidentada, com uma ligacdo de ambos S e C terminal.

2.6.3.2 Interacao cistina-metais

HaN"
—CH— C0O0H
—CH — C0O0H

H3N*

A cistina possui 4 protons dissociaveis (sitios de ligacdo), dois
grupos carboxilico e dois grupos amino, cujos pKs sdo a 25 °C
respectivamente: 1,6; 2,1; 8,02 e 8,71 [21, 43]. Os passos de
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dissociacdo da cistina podem ser representados como mostrado no

esquema 4:

(NH5")(COOH)CHCH,SSCH,CH(NH;")(COOH)
T K,
(NH;")(COOH)CHCH,SSCH,CH(NH;")(CO0")
T K,
(NH;")(COO")CHCH,SSCH,CH(NH;")(C00")
T K
(NH5")(COO)CHCH,SSCH,CH(NH,)(COO")
T K,
(NH,)(COO)CHCH,SSCH,CH(NH,)(COO)

Esquema 4

A cistina é instavel em solucéo alcalina, o que leva a producéo
de cisteina e possivelmente &cido cistéico entre outros produtos. A
cistina em solucdo acida € também um tanto instavel embora muito
menos que em solucdes alcalinas [21].

De um modo geral, a baixa solubilidade da cistina em solucdo
aquosa neutra, tem limitado severamente a investigacdo de seus
complexos metélicos [43].

Complexos metalicos de cistina sdo pouco conhecidos,
provavelmente por ndo terem sido estudados, considerando que a
cistina € formada por reducdo da cisteina e que isto ocorre a nivel

bioldgico na estruturacdo das proteinas [44].
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Para a complexagdo com o cobre, os ligantes predominantes no

plasma foram encontrados ser a cistina e a histidina [48].
O voltamograma de onda quadrada de 6,5 x 10° M de cistina

em pH fisioldgico (7,4) foi obtido por Cakir et al. [50], mostrando que

é possivel o estudo polarografico deste aminoéacido.

2.6.3.3 Interagéo ornitina-metais

COOH

O aminoacido ornitina apresenta trés hidrogénios ionizaveis,
correpondendo a um grupo carboxilico, e a dois grupos amino, com
pKs a 25 °C de 1,94; 8,65 e 10,76, respectivamente [21]. Os passos de

dissociacdo podem ser representados como segue, no esquema 5:
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(NHz")CH,CH,CH,CH(NH;")(COOH)
T K,
(NH;")CH,CH,CH,CH(NH;")(COO)
T K,
(NH5"CH,CH,CH,CH(NH,)(CO0)
T K
(NH,)CH,CH,CH,CH(NH,)(COO0)

Esquema 5

A ornitina contém na cadeia lateral o grupo amino, que é
potencialmente apto a coordenar um ion metalico, em adicdo aos
grupos a-amino e carboxilico que estdo tipicamente envolvidos na
complexacdo de ions como cobre (II) [41, 51], mesmo nos
aminoacidos que ndo contém cadeia lateral polar. Em pH fisioldgico,
0 nitrogénio da cadeia lateral estd parcialmente desprotonado sendo
nestas condic¢des a ornitina um ligante tridentado [52].

Babu et al.[53], através de dados de titulagdo potenciométrica e
usando o0 programa computacional Miniquad75, determinaram
constantes de estabilidade de complexos formados entre ornitina e 0s
metais divalentes cobre, cobalto e zinco.

Albert [41] através de dados de titulagdo potenciomeétrica,
obteve constantes de estabilidade para complexos formados entre o
aminoacido ornitna e fons metélicos divalentes (Cu*, Ni**, Zn?*, Co*,
Fe?*, Mn”* e Mg?®).
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2.6.3.4 Interacéao lisina-metais

COOH

HN"—C—H

O aminodcido lisina apresenta trés hidrogénios ionizaveis,
correspondendo ao grupo carboxilico, e a dois grupos amino, com
pKs a 25 °C de 2,20; 8,90 e 10,28, respectivamente [21]. Os passos de

dissociacdo estdo representados no esquema 6:

(NH3")CH,CH, CH,CH,CH(NH;")(COOH)
T K,
(NH;")CH, CH,CH,CH,CH(NH;")(C0OO0)
T K,
(NH5"CH, CH,CH,CH,CH(NH,)(CO0)
T K
(NH,)CH, CH,CH,CH,CH(NH,)(COO)

Esquema 6
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A lisina contém na cadeia lateral o grupo amino, que é
potencialmente apto a coordenar ions metalicos, podendo atuar como
ligante tridentado [52]. Tem sido mostrado que sais de cobre de lisina
envolvem principalmente ambos 0s grupos aminos € com pequena
extensdo 0 a-amino com o grupo carboxilico [21, 51], o que foi
comprovando através de dados de titulacdo potenciométrica
publicados por Albert [41].

A lisina pode complexar com alguns ions metalicos, como
Fe(111) [54], V(111) [55].

A cadeia lateral do grupo amino do residuo lisina " um grupo
doador para coordenacdo de oligopeptideos e proteinas com ions
metélicos. Dados da literatura neste tdpico sdo crescentes, mas
habilidade real deste grupo para participar da formacdo de complexos
metélicos € ainda uma questdo discutida. Ndo tem sido observado
evidéncias de ligacdo -NH,-metal, cadeia lateral, para complexos
Cu(ID/Lys e Ni(ll)/dipeptideos [56, 57]. De outro modo, recentes
investigacbes [58-59] do equilibrio de formacdo de complexos de
oligopeptideos contendo Lys com ion Cu(ll), sustentam a hip6tese de
que o grupo -NH, do residuo Lys interage com cobre, mas somente
em pH alcalino. A desprotonacdo do -NH, (e subsequente interacéo
com cobre) ndo foi encontrada em pH neutro, assim sustentando a
hipdtese que, sob condigbes fisiologicas residuos protonados de Lys
de metalo-peptideos podem agir como “ancora” para receptores
bioldgicos.

Sharma [60], obteve as constantes de estabilidade dos

complexos formados entre L-lisina e os metais divalentes, Zn(ll),
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Cd(I1) e Hg(ll). A tendéncia nas estabilidades destes 1:2 complexos
metélicos foi encontrado ser: Zn(I1)> Hg(I1)>Cd(Il). O Cd(ll) e o
Hg(ll) séo classificados como acidos moles segundo a classificacdo de
Pearson [35] e o Zn(Il) como intermediério, isto explica a ordem
encontrada por Sharma, pois a lisina apresenta os grupos amino (base
dura) e carboxilico (base dura) em sua molécula, possuindo, portanto
mais afinidade pela acido intermediario do que pelos acidos moles.
Albert [41] através de dados de titulagdo potenciomeétrica,
obteve constantes de estabilidade para complexos formados entre
aminoacidos trivalentes a ions metalicos, alguns valores obtidos estdo

mostrados na tabela 4 [21].

Tabela 4: Constante de estabilidade como log K de complexos de

aminoacidos trivalentes com metais [21].

AMINOACIDO cu®* Ni¥ zn* Co®* Fe® Mn* Mg*

Cisteina - 19,3 18,2 - 6,22 41 2
Ornitina 130 83 6,9 6,3 50 <2 -
Lisina 13,7 88 7,5 6,8 45 2 -

2 Valores somente do log de Ky, insolubilidade do complexo interfere na determinagéo do log
K2
K é a constante geral de estabilidade dos complexos formados.

2.6.4 Interacdo aluminio-aminoéacido
Aminoacidos sdo naturalmente liberados pela digestdo das

proteinas animal e vegetal e estdo também presentes como tal na

grande maioria dos alimentos industrializados e bebidas. Aminoéacidos
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sdo de interesse para distribuicdo do aluminio in vivo, embora em
menor extensdo [12], eles podem, desta forma, influir no metabolismo
do Al, especialmente no trato gastrointestinal, onde ele pode alcancar
niveis completamente apreciaveis. Aminoécidos com cadeia lateral
polar, aptos a ligarem-se ao aluminio, isto &, serina, treonina e
histidina, foram investigado por Daydé et ali [61]. A investigacao foi
conduzida primeiro potenciometricamente com eletrodo de vidro e
NMR (ressonancia magnetica nuclear) foi usada para confirmar a
estequiometria das espécies caracterizadas, houve a formacdo de
complexos M,LH_,, com estabilidade relativamente baixa.

Estudos feitos por Saraswath e Miller, usando espectrometria de
masssa, comprovaram a interacdo entre Al(Ill) e glicina, alanina,
valina, leucina, prolina, fenilalanina, tirosina, histidina, serina,
cisteina, triptofano, &cido glutamico e acido aspartico [62].

O grupo a-carboxilico do aminoécido e fracamente basico
(pK~2,2), 0 que sugere uma fraca habilidade de ligacdo com AI(I1I).
Tem sido encontrado [1] que a forca de complexacao para com Al(I11)
diminui fortemente na seqiéncia acido dicarboxilico >> acido
hidroxicarboxilico > &cido carboxilico >> aminoacido. O efeito
enfraquecedor devido a presenca do grupo amino, pode ser explicado
em termos do efeito repulsivo eletrostatico do grupo —NH;" [63].
Constantes de estabilidade obtidas por medidas diretas de pH para
interacdo do AI(II1) com aminoacidos simples bidentados, estdo na
faixa de log K = 5,5 - 5,9; 0 que estd de acordo com os valores
derivados de calculos LFER (relacdo linear de energia livre: uma

relagdo linear pode ser esperada entre a habilidade de ligagdo do
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préton de um grupo doador, caracterizado pelo proprio valor do pK, e
a habilidade de coordenar com o ion metalico). Estudos usando NMR
de “Al-, 'H-, *C, em pH fracamente &cido, indicam que nos
complexos [AI(LH)OH)]** e [AL,(LH)(OH),]*", amino&cidos simples
formam complexos monodentado através do grupo carboxilato,
estando 0 grupo amino na forma protonada [1].

O acido aspartico [Asp, (COOH)CH,-CH(NH,)COOH],
contendo dois grupos COO™ e um grupo NH, central, € um ligante
significativamente forte para o Al(Ill). A estabilidade dos complexos
1:1, é cerca de duas ordens de grandeza maior do que aqueles de
aminoacidos simples, indicando o envolvimento de ambos grupos
carboxilatos na ligagdo com o metal. E interessante também que
complexos estaveis ndo tenham sido detectados com os é&cidos
succinico [(COOH)CH,CH,COOH] e N-acetilaspéartico (ambos sem o
sitio de ligacdo do amino central), que indicaria envolvimento do
grupo —NH, no modo de ligagdo do complexo Al(lI)-Asp [1]. A
participacdo do grupo amino no processo de complexacdo com Al*,
também foi observado por Kiss [64], para Asp-Al(lll), através de
medidas potenciométricas e técnica NMR.

Pohlmeier e Knoche [8] estudaram a cinetica de complexacao
do aluminio com os aminoacidos glicina, B-alanina, acido aspartico,

acido iminodiacético (IDA) e acido nitrilotriacético (NTA).
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2.6.5 Principios basicos para determinacdo de constantes de
estabilidade

Constantes de estabilidade podem ser determinadas por métodos
cinéticos e por meétodos de equilibrio, usando as variaveis discutidas

abaixo.

Meétodo cinético: em poucos casos, onde as velocidades de
formacéo e dissociacdo de complexos sdo suficientemente lentas para
serem medidas experimentalmente, a constante de estabilidade pode
ser obtida a partir da relacdo de Guldberg e Waage,

Constante de equilibrio = constante de velocidade da reacéo direta/

constante de velocidade da reacéo reversa
_k
%
desde que a solucdo contenha somente uma espécie considerada, que
seja formada na etapa determinante de velocidade. Assim a razéo entre
as constantes de velocidades direta e reversa da reacao:
K
A+B S C+D
K

fornece a constante geral de estabilidade (B,).

A velocidade de formacdo de um complexo esta relacionada
com a estrutura eletrdnica do grupo central, e reacbes lentas
(mensuraveis) sdo restritas principalmente a complexos de ions de

metais de transicdo. Embora a aproximacgdo cinética possa, em
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principio, ser usada para o0 estudo destes sistemas, métodos de

equilibrio sdo geralmente mais convenientes [33].

Método do equilibrio: um grande numero de sistemas de
complexos atingem rapidamente o equilibrio em temperaturas
ordinarias e podem ser estudados mais convenientemente pelo método
do equilibrio. Este método pressupde a determinacdo de variaveis de
concentracdo através de propriedades coligativas ou outras
propriedades fisicas, tais como espectros de absor¢cdo ou medidas de
condutividade, os quais dependem de varidveis intensivas de varias

espécies presentes [33].

2.7 Métodos de obtencéo de constantes de estabilidade

Véarios métodos podem ser usados para determinacdo da
concentracdo com razoavel exatiddo, de pelo menos uma das espécies
no equilibrio, que junto com a composicdo analitica da solucéo
experimental pode levar a determinacdo de constates de estabilidade
[65].

Métodos para medida de constantes de estabilidade podem ser
classificados de acordo com a natureza das espécies existentes, ou
ndo, em mais de uma fase [3]. Alguns métodos utilizados na

determinacéo de constantes de estabilidade estéo citados na tabela 5.
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Tabela 5: Métodos para determinacdo de constantes de estabilidade
[65].

Potenciometria
Espectrofotometria
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
Polarografia

Troca ibnica

Condutividade ionica
Distribuicao entre duas fases
Cinética de reacéo

Medidas de pressdes parciais
Solubilidade

Eletroforese

Eletroforese capilar

Medidas de solubilidade de um soélido pouco solivel em
solucdo aquosa de um agente complexante é um dos métodos mais
antigos para o estudo de equilibrio em solu¢do. O método tem sido
aplicado ao estudo do equilibrio em misturas de solventes aquosos-
organicos e em sistemas saturados com respeito a liquidos ou gases
pouco soluveis. Se um complexo formado em solucdo aquosa for
eletricamente neutro, ele pode ser parcialmente extraido por um
solvente organico imiscivel. A determinacdo do efeito da concentracéo
do ligante livre no equilibrio de particdo permite em principio, o
calculo da constante de estabilidade do complexo formado na fase

aquosa [37].
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Estudos de absorcdo de radiagdo no visivel e ultravioleta tém
sido usados para obter informacgdes sobre equilibrios em solugdo. As
mudancas de energia que sdo estudadas em diferentes regides do
espectro sdo de diferentes tipos: nuclear, eletrdbnico ou mudancgas
moleculares, os varios ramos da espectroscopia ddo informacdes sobre
a concentracdo de espécies constituintes do sistema em estudo [37].
Medidas espectrofotométricas podem ser dificeis de interpretar, ja que
a absortividade molar é a soma das absortividades molares de todas as
espécies que absorvem radiacdo no A usado. Porém se a adicdo do
ligante ao ion metélico resultar em uma mudanca significante na
absorvancia, devido a formacdo de um Unico complexo, a
concentracao desta especie pode ser determinada
espectrofotometricamente e levar entdo a obtencdo de constantes de
estabilidade [3].

A polarografia [66] é usada em sistemas nos quais 0 ion
metalico pode ser reversivelmente reduzido no eletrodo de mercurio
gotejante, mas alguns sistemas podem ser melhor estudados
potenciometricamente pelo uso de eletrodo de amalgama [3]. Analises
polarograficas sdo baseadas nas curvas caracteristicas, corrente-
voltagem (polarogramas) para solucdes diluidas (10° a 102 M) [37].
A formagdo de complexo resulta em uma mudanga no potencial de
reducdo do ion para valores mais negativos, pois ions complexos
resistem a reducdo eletrolitica mais efetivamente que ions simples
[67].

O uso de troca ibnica para determinacdo de constantes de

estabilidade € mais dificil do que a distribuicdo entre fases liquidas,
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exceto para casos especiais, onde o unico cation formado seja o ion
metélico livre. A quantidade de metal sorvida na resina s6 pode ser
obtida pela diferenca entre a quantidade inicial e final em solucgéo [3].
Pasavento e Biasuz determinaram constantes de complexacdo para
adsorcdo de Cu(ll) em resina IDA [27].

O método de Gulberg e Waage para determinagdo da constante
de estabilidade de um complexo BAn pressupde a medida da
velocidade de formacdo do complexo. Se uma ou mais das espécies
BAN(n > 0) ou A reagem espontaneamente permitindo uma medida da
velocidade de formacgéo do complexo, ou determinagdo da velocidade
de decomposi¢do do mesmo como uma funcdo das concentracbes de
A e B [37], é possivel chegar as constantes de estabilidade dos
complexos.

Eletroforese em papel foi usada por Tewari [68] para
determinacédo de constantes de estabilidade dos complexos formados
entre os metais Fe(lll) e Cr(lll), e metilcisteina, através de medidas
da mobilidade eletroforética.

Eletroforese capilar é um método com aplicagdo na
determinacéo de constantes de estabilidade relativamente novo, como
mostra Havel et al.[69] na determinacdo de constantes de estabilidade
para complexos do sulfato com metais alcalinos e alcalinos terrosos. O
calculo de constantes de estabilidade envolvendo eletroforese capilar
se baseia no efeito causado sobre a migracéo eletroforética de um ion,

quando o mesmo sofre complexacéo.
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2.7.1 Titulacé@o potenciométrica

A potenciometria € uma das mais convenientes e Uteis técnicas
empregadas para a avaliacdo de complexos metalicos no equilibrio.
Embora medidas de concentracdo de ions metalicos possam ser feitas
com eletrodos especificos para ions, ou com eletrodos metélicos, é
usual o emprego do eletrodo de vidro de alta exatidao para medidas da
concentracdo do ion hidrogénio em um procedimento de titulacdo
potenciométrica. Neste procedimento, uma solucdo padrdo de uma
base € adicionada em incrementos a uma solucdo acida bem
caracterizada do ligante na auséncia e na presenca de uma conhecida
concentragdo do ion metalico. Na maioria dos casos, o pH varia entre
2 e 12, durante tempo no qual 50-100 leituras de equilibrio séo
obtidas, constituindo a curva de equilibrio potenciométrico [65].

Uma grande vantagem do uso de medidas com eletrodos ion-
seletivo, é que uma série de dados podem ser facilmente coletados
através de titulagcbes. A partir da composicdo analitica inicial,
mudancas parciais com adicdes da base feitas com auxilio de uma
bureta [38], permitem a determinacdo da atividade dos ions em
solucdo [70].

A determinacdo de constantes de equilibrio de complexos
metal-ligante em meio aquoso, requer primeiro o conhecimento, com
grande exatiddo, do pKw especifico para a temperatura e meio i0nico
usado. Este valor pode ser obtido durante a calibracdo do eletrodo,
trabalhando no intervalo de pH dentro do qual a resposta do eletrodo

de vidro é rigorosamente Nernstiana. O segundo estagio € a
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determinacdo da interacdo do ligante com o proton e do metal com o
anion hidroxila. Nos metais com a interacdo hidréxido-metal fraca, a
mesma pode ser negligenciada, uma vez que 0 uso das constantes de
hidrdlise disponiveis na literatura, pode acarretar erros insignificantes
de célculo [12].

As medidas potenciométricas do ion hidrogénio podem ser
empregadas para calculo de constantes de estabilidade, quando a
formacéo do complexo for sensivel a concentracdo do ion hidrogénio,
isto é, o grau de formacdo apresentar —mudancas mensuraveis
conforme o pH for mudado [65].

O perfil de pH obtido para o ligante sozinho é usado para
calcular a constante de protonacdo do ligante. Um ou mais perfis de
pH, quando necessario, sdo medidos para o sistema contendo uma ou
mais razdes molares de metal/ligante. Quando este é uma competicao
aproximada entre o numero de grupos doadores efetivos do ligante e o
numero de coordenacdo (em solucdo) do ion metélico, uma razéao
molar 1:1 é usualmente suficiente. O perfil de pH assim obtido €
empregado para calcular a constante de estabilidade do complexo
formado em solugdo, como descrito por exemplo por Martell e
Motekaitis, usando o programa computacional BEST [65].

O programa BEST refina constantes de estabilidade pelo ajuste
interativo ndo linear dos minimos quadrados das curvas de equilibrio
através de um conjunto de equacdes de balanco de massa simultaneas
para todos os componentes expressos em termos de constantes de

equilibrio conhecidas e desconhecidas. Com o uso apropriado do
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programa € possivel obter um alto grau de discriminacédo na selecédo de

espécies quimicas [71].

O programa computacional BEST tem sido usado para
determinacdo de constantes de estabilidade, através de dados obtidos
das titulacbes potenciométricas do ligante e do ligante mais o ion
metalico, em solucdo com forga ibnica constante, com um base forte;
dentre os trabalhos publicados usando o referido programa estao:

- Li e Martell [71]: determinacdo das constantes de estabilidade de
complexos formados entre fons metalicos divalentes (Pb**, Cd**,
Ni** e Pb®) e os trivalentes (Ga**, In** e AI’) com 2-
mercaptoetilamina (MEA),

- Chen et al. [72]: determinacdo das constantes de equilibrio para a
formacdao de complexos entre Fe(l11) e sorbitol,

- Inoue et al. [73]: determinagdo das constantes de estabilidade de
complexos formados entre o dissociado &cido epigalocatequin
galato e AI**,

- Gholivand et al. [74]: determinaram a constante de equilibrio para
0os complexos formados entre Xylenol orange e ions alcalinos

terrosos (Mg**, Ca**, Sr** e Ba*") e 0 AI*".

2.7.2 Metodo Scatchard
Existem varios caminhos para linearizar dados que fornecem a

relacdo entre quantidades de uma dada substancia combinada e livre

em solucdo, os diagramas Scatchard (mais precisamente atribuido a
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Rosenthal) sdo freqlientemente usados para este fim [75]. Um gréafico
de [PA]/[A] (concentracdo do componente A ligado sobre
concentragdo do componente A livre) versus [PA], tera uma
inclinacdo de —K (constante de equilibrio do complexo formado PA) e

é chamado diagrama de Scatchard [22]. Como mostra a Figura 1:

[PA)TA]

Imclinacao =- K

[Pl
Figura 1: Gréafico de Scatchard

Abate e Masini [76, 77] usando o diagrama Scatchard
determinaram as constantes de estabilidade de complexos formados
entre &cidos humicos e 0s metais: cobre, chumbo, cddmio e zinco.

O método Scatchard tem sido usado por varios pesquisadores
para determinacdo de constantes de estabilidade de complexos
formados entre Cu** e diferentes ligantes [78, 79, 80 e 81].

Embora o diagrama de Scatchard seja muito util para
visualizagdo dos dados, ndo € o caminho mais exato para analise de
dados. O problema é que a transformacéo linear distorce 0s erros

experimentais [75].
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2.7.3 Calculos de constante de estabilidade

Se o0 sistema puder ser descrito por somente um ou dois
parametros, métodos graficos podem ser usados no célculo de
constates de estabilidade. Métodos graficos sdo de dois tipos
principais [3]:

1) Metodo linear: até dois parametros podem ser obtidos de um dnico
grafico. O valor médio de 3 pode ser encontrado convenientemente
a partir do gréafico linear log [o/(a-1)] versus log a, que fornece
uma linha reta de intercepcao log B.

2) Método de ajuste de curva: usualmente baseado no grafico semi-
logaritmico envolvendo uma variavel normatizada. Se um unico
complexo for formado, a curvan e log a (o) é de forma Unica. O
valor de [ pode ser obtido por combinacdo de pontos
experimentais com a curva teérican eloga (o) [3, 37].

Onde: n = nimero médio do ligante complexado

a = concentracéo do ligante livre no equilibrio
o = fragdo do metal complexado
O desenvolvimento de métodos computacionais para

processamento de dados de equilibrio, provendo mais exatiddo e

rapidez nos célculos de constantes de estabilidade, representou um

grande avanco nesta area. Constantes de estabilidade podem ser
usadas, com a ajuda de programas computacionais apropriados para
elucidacdo de especies moleculares e idnicas presentes em meios

bioldgicos e sistemas ambientais [65].
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Muitos programas computacionais para calculo de constantes de
estabilidades sdo usados e citados na literatura, como SPECFIT 209 V
[82], Hyperquad [55], CELET [69], BEST [83] e PSEQUAD [84]. O
programa BEST € um programa computacional FORTRAN para
computacéo de dados das curvas de titulacdo potenciométrica. Devido
a ser interativo ele é uma ferramenta poderosa para computacdo de
constantes de estabilidade com algum grau pratico de complexidade.
Nesta consideracdo o BEST € usado para minimizar o desvio padrdo
do ajuste (o - sigfit), entre os valores de pH observados e calculados
de toda a curva de titulacdo. Esta minimizacdo € executada
manualmente ou com variacdo automatica da constante de estabilidade
selecionada. O refinamento de constantes de estabilidade é um
processo por meio do qual o computador ajusta um parametro ou
alguns parametros com um algoritmo programado com o propadsito de
obter o melhor ajuste possivel dos minimos quadrados entre 0s dados
observados e os dados obtidos. A boa qualidade do ajuste é medida
por oft que é uma medida da soma ponderada do quadrado da
diferenca entre pHgps — PH cac € 0 Objetivo € minimizar oy, através do

refinamento dos parametros [65].

1
s (Zw(pHobs - pHcaIc)Z}2
fit =
> w

onde: w = fator ponderante, dado pela equacéo,

W:((pHm—lpHi_l)zj

I- nimero do componente da titulacao.
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O programa computacional BEST foi usado no presente
trabalho para tratamento dos dados obtidos experimentalmente através
de titulagcBes potenciométricas de solugcbes do ligante e solucdes do
ligante mais o metal, com o0 objetivo de obter as constantes de

estabilidade dos complexos formados em solugéo aquosa.

52



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacao

- Espectrofotobmetro Hewlett Packard 8453 (Hewlett Packard,
Waldbronn, Alemanha);

- Espectrébmetro de absorcdo atdmica com atomizador por
chama e com atomizador eletrotérmico em forno de grafite,
SPECTRAA-200 (Varian, Melbourne, Austrélia);

- Potenciémetro Digital Corning 320 com eletrodo de vidro
combinado (UK);

- Célula para titulacdo potenciométrica de acrilico com tampa
de nylon (Santa Maria, Brasil);

- Banho termostéatico Julabo U3 (25 — 37 °C) (Alemanha);

- Dosimat 665 com teclado para programacdo (Metrohm,
Suica);

- Camara de fluxo laminar Trox do Brasil, classe 100;

- Polardgrafo processador 646 VA (Metrohnm) com

trocador de amostras 675 (Metrohm).
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3.2 Reagentes e Solucgdes

Utilizou-se 4agua destilada, deionizada e posteriormente

purificada em um sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 MQ cm) no

preparo de todas as solugdes.

Todos os reagentes empregados neste trabalho foram de grau

analitico da Merck, Sigma, Vetec ou Aldrich, e estdo listados abaixo:

L-cistina (Aldrich Chemical Company, Inc.)

L-cisteina (Aldrich Chemical Company, Inc.)

Cloridrato de L-ornitina (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de
Janeiro)

L-lisina monohidrocloreto (Aldrich Chemical Company, Inc.)
Resina trocadora de cations fortemente acida (E. Merck,
Darmstadt)

Titrisol KOH 0,1 N (E. Merck, Darmstadt)

AICl3 anidro (Merck, Schuchardt)

HCI (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro)

KCI (E. Merck, Darmstadt)

NaCl (E. Merck, Darmstadt)

Al(NO3)3.9H,0 (E. Merck, Darmstadt)

Solugéo AI(NO3); (padrédo MercK)

CH3;COOH (E. Merck, Darmstadt)

Acido oxalico (E. Merck, Darmstadt)

Acido fluoridrico (E. Merck, Darmstadt)
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Neste trabalho, toda a preparacdo para os ensaios realizados foi
feita seguindo descricdes de publicacbes na area, desde a calibracdo
do sistema de titulacdo potenciométrica [65], preparo das resinas e

descontaminagao do material [85].

3.3 Cuidados com a contaminacao

Em todas as etapas deste trabalho, foi utilizado apenas material
plastico (polietileno, polipropileno e acrilico), a fim de evitar
contaminagcdo com Al proveniente do vidro, que apresenta em sua
composicdo 6xido de aluminio.

Todo o material utilizado foi armazenado em solugéo
descontaminante (HNO; 10,0% em etanol), num tempo minimo de 48
horas antes do uso. Apoés este tempo, o material foi lavado com agua
Milli-Q em abundancia, estando assim pronto para 0 uso.

Sempre que necessario, foi usada a camara de fluxo laminar,

que foi ligada, pelo menos meia hora antes do inicio dos trabalhos.

3.4 Titulacdo complexométrica

Com o propésito de observar a interagdo entre o0 aluminio e 0s

aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina, foram feitas titulacGes

complexométricas usando pHmetro com eletrodo de vidro combinado,

sistema termostatizado a 25 °C e desaeracdo com nitrogénio puro, para
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titulacGes de 30 mL de solucdo de cisteina 3,3 mM e de cistina 0,139
mM, separadamente, com solucdo de AICI; (anidro) 10,0 mM e
titulacdes de 20,0 mL de solucdes de ornitina e lisina 50,0 mM,

separadamente, com AIClI; (anidro) 100,0 mM.

3.5 Determinacao das constantes de estabilidade

A determinacdo da constante de estabilidade foi feita usando

dois métodos: o potenciometrico e resina de troca idnica.

3.5.1 Titulacéo potenciométrica

Todas as titulacdes e calibracdes para medidas potenciométricas
foram realizadas em uma célula (Figura 2) de acrilico de parede dupla
termostatizada (25,0 + 0,1 °C), com capacidade de 80 mL, em
atmosfera inerte (N,), com forca i0nica constante (KCI em
concentracdes variaveis, dependendo da concentragdo do aminoacido).
O sistema era fechado com uma tampa de nylon com 4 orificios,
sendo um para colocacdo do eletrodo de vidro combinado, um para o
borbulhamento de gas inerte, um para introducdo da bureta automatica
e 0 Ultimo para saida do N,. O sistema foi mantido sob agitacdo
magnética desaerando por 15 minutos antes do inicio e durante toda a
titulacdo. Os incrementos do titulante variaram de 0,01 mL no inicio

da titulacdo, até 0,5 mL no seu final e foram feitas atraves de uma
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bureta automatica de pistdo Dosimat. Todas as titulagdes
potenciométricas foram feitas em triplicata, e a média usada para
calcular as constantes de estabilidade dos complexos formados, com o
programa computacional BEST (MS DOS disquete) [65]. No total
foram feitos trés célculos para cada aminoacido estudado, sendo que

em cada célculo foi usada a media de trés titulagdes.

er Titulante

pHmMétro
L1 — L Agua
=} DDD
Agua - ’

Figura 2: Sistema de titulacdo potenciométrica.

3.5.1.1 Calibracéo do sistema potenciométrico

O sistema eletrodo e pHmetro foi inicialmente calibrado usando
solucdes tampao Merck com pHs 4,0 e 7,0 e solucao tampéo Kolthoff
pH 10,0.

A calibracéo foi feita em termos de pH para pHmétro e eletrodo
usando 22 mL de uma solucdo de HCI 45,0 mM e KCI 91,0 mM, com
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solucdo de KOH 93,0 mM. O método Gran foi aplicado para avaliar o
grau de contaminacdo por carbonato das solugdes de KOH.

O produto i6nico da agua foi determinado usando o programa
BEST, aplicado a titulacdo de 30 mL de solucéo de &cido acético 10,0
mM, no meio ibnico usado para a obtencdo das constantes de
estabilidade, ou seja, 0,01, 0,091 e 0,1 M com KCI, separadamente,
com KOH 10,0 mM.

3.5.1.2 Sistema aluminio/cisteina

Para verificagdo da proporcdo metal-ligante, no complexo
formado, foram feitas titulacbes de solucdes de cisteina-aluminio, nas
proporgdes de (1:1) e (2:1). Para tal, foram titulados 20 mL de solucéo
de cisteina 1,0 mM e 1,0 mM de AICIl; com KOH 5,0 mM e solucgéo
de cisteina 2,0 mM e 1,0 mM de AICI; (anidro) com KOH 5,0 mM. A
forca ibnica do meio foi mantida em 0,005 M com KClI.

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e cisteina, foram titulados 20,0
mL e 30,0 mL, separadamente, de solucdo de cisteina 8,1 mM na
auséncia e presenca de solucéo de AlCI; (anidro) 8,1 mM com KOH
10,0 mM e 87,0 mM respectivamente; a forca ionica do meio foi

mantida em 0,1 M com KCI.
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3.5.1.3 Sistema aluminio/cistina

Para verificagdo da proporcdo metal-ligante, no complexo
formado, foram feitas titulacdes de solucdes de cistina-aluminio, nas
proporcgdes de (1:1) e (2:1), para tal, foram titulados 20 mL de solucéo
de cistina 0,39 mM e 0,39 mM de AICI; com KOH 87,0 mM e de
solucdo de cistina 0,39 mM e 0,2 mM de AICI; (anidro) com KOH
87,0 mM. A forca i6nica do meio foi mantida em 0,005 M com KClI.

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos aluminio-cistina, foram titulados 20,0 mL de solucédo de
cistina 0,353 mM na auséncia e presenca de solucdo de AICI; (anidro)
0,360 mM com KOH 10,0 mM; a forca ionica do meio foi mantida
em 0,01 M com KCI.

3.5.1.4 Sistema aluminio/ornitina

Para verificagdo da proporcdo metal-ligante, no complexo
formado, foram feitas titulagdes de solucBes de ornitina-aluminio, nas
proporcdes de (1:1) e (2:1), para tal, foram titulados 22 mL de solucéo
de ornitina 18,2 mM e 18,2 mM de AICI; (anidro) com KOH 87,0 mM
e de solucdo de ornitina 36,0 mM e 18,2 mM de AICI; (anidro) com
KOH 87,0 mM. A forca ibnica do meio foi mantida em 0,09 M com
KCI.

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e ornitina, foram titulados 22,0
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mL de solucgdo de ornitina 18,2; 45,0 e 9,1 mM na auséncia e presenca
de solucdo de AICI; (anidro) 18,2; 45,0 e 18,2 mM, respectivamente,
com KOH 85,0 mM, a forga iénica do meio foi mantida em 0,091 M
com KCI.

3.5.1.5 Sistema aluminio/lisina

Para verificagdo da proporcdo metal-ligante, no complexo
formado, foram feitas titulacdes de solucdes de lisina-aluminio, nas
proporgdes de (1:1) e (2:1), para tal, foram titulados 22 mL de solucéo
de lisina 10,0 mM e 10,0 mM de AICIl; com KOH 87,0 mM e de
solucdo de lisina 20,0 mM e 10,0 mM de AICI; (anidro) com KOH
100,0 mM. A forca idnica do meio foi mantida em 0,1 M com KCI.

Para determinacdo da constante de estabilidade do complexo
aluminio-lisina, foram titulados 20,0 mL de solucdo de lisina 10,0 mM
na auséncia e presenca de solucdo de AICI; (anidro) 10,0 mM, com
KOH 100,0 mM, a forga ibnica do meio foi mantida em 0,1 M com
KCI.

Os dados das titulagbes potenciométricas feitas para verificacdo
da proporcédo ligante:metal nos complexos formados entre os quatro

aminoacidos em estudo e 0 aluminio, estdo resumidos na tabela 6.

60



Tabela 6: Dados das titulagdes potenciométricas para verificacdo da

relacdo metal:ligante predominante.

Ligante Conc. Conc. metal  Proporcdo  Forca ibnica Conc.
(L) ligante (mM) (mM) molar (L:M) (M) KOH (mM)
Cisteina 1,00 1,00 1:1 0,005 5,0
Cisteina 2,00 1,00 2:1 0,005 5,0
Cistina 0,39 0,39 1:1 0,005 87,0
Cistina 0,39 0,20 2:1 0,005 87,0
Ornitina 18,20 18,20 1:1 0,090 87,0
Ornitina 36,00 18,20 2:1 0,090 87,0
Lisina 10,00 10,00 1:1 0,100 100,0
Lisina 20,00 10,00 2:1 0,100 100,0

3.6 Estudo da interacdo do aluminio com os aminoacidos cisteina,

cistina, ornitina e lisina através do uso de resina catibnica
O estudo foi feito em batelada, e consistiu em colocar uma certa

quantidade da resina cationica de interesse em contato com a solucgéo

em estudo, sob agitacdo mecanica na temperatura ambiente.
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3.6.1 Preparo das resinas catidnicas

Antes do preparo das resinas, as mesmas foram
descontaminadas com solugdo alcodlica de HNOs; 10% (v/v),
conforme descrito no item 3.3.

Resina catiénica na forma H™: 5 g de resina descontaminada
foram condicionados, em coluna, com 500 mL de solucdo de HCI 0,5
M, numa vazdo de 2 mL/min. Apos a resina foi lavada com &gua
Milli-Q até que o efluente da coluna apresentasse pH em torno de 5,0.

Resina catiénica na forma Na": 5 g de resina descontaminada
foram condicionados, em coluna, com 500 mL de solucéo de NaCl 1,0
M, numa vazdo de 2 mL/min. Apos a resina foi lavada com &gua
Milli-Q ate o descarte da coluna ndo acusar precipitacdo com solucao
de AgNO:;.

Resina catidnica na forma AI*": 5 g de resina descontaminada
foram condicionadas, em coluna, com 500 mL de solugdo de AI(NO3);
0,5 M, numa vazao de 2 mL/min. Apés a resina foi lavada com agua
Milli-Q até o descarte da coluna ndo acusar a presenca de aluminio

por reacdo com cromasurol S.

3.6.2 Determinacéo da capacidade de troca da resina
Porcdes de 0,15 g de resina catiénica na forma H*, foram

colocadas em contato com solugdes (100 mL) de AI(NOs); de 0,055 a

8,76 mM. Apos 135 minutos de contato resina-solucdo, aliquotas de
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aproximadamente 3 mL foram retiradas das solugdes em equilibrio
com a resina, amostras estas que foram analisadas usando AAS com
atomizacdo por chama para determinagdo da concentracdo de

aluminio.

3.6.3 Interacéo do aluminio em solugcdo com cisteina e cistina na

presenca de resina catidnica nas formas H" e Na*

Porcdes de 0,15 g de resina catibnica nas formas H* e Na’,
foram colocadas em contato com 100 mL de &gua ou de solucéo de
AI(NO3); (0,11 mM), contendo ou ndo cisteina (500 mM). Apds
tempos de contato pré-estabelecidos (resina-solucéo), aliquotas de
aproximadamente 3 mL foram retiradas das solugdes em equilibrio
com a resina, amostras estas que foram analisadas usando AAS com
atomizacéo por chama para determinacdo da concentracdo de aluminio

e concomitantemente foram feitas medidas de pH.

3.6.4 Interacdo dos aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina

com resina na forma AI¥*

I**, foram

Porcdes de 0,15 g de resina catibnica na forma A
colocadas em contato com 200 mL de agua ou de solucdo dos
aminoacidos (cisteina ou cistina 0,39 mM), separadamente. ApOs

tempos de contato pré-estabelecidos (resina-solucéo), aliquotas de
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aproximadamente 3 mL foram retiradas das solugdes em equilibrio
com a resina, amostras estas que foram analisadas usando AAS com
atomizacdo eletrotéermica em forno de grafite para determinacdo da
concentracdo de aluminio.

I**, foram

Por¢des de 0,15 g de resina catibnica na forma A
colocadas em contato com 100 mL de solucdo de cisteina, cistina (em
meio &cido, HCI, suficiente para dissolver o aminoacido), ornitina e
lisina nas concentracbes de 0 a 70 mM, separadamente. Apds tempos
de contato pré-estabelecidos (resina-solucdo), aliquotas de
aproximadamente 3 mL foram retiradas das solugbes em equilibrio
com a resina, amostras estas que foram analisadas usando AAS com
atomizacdo por chama para determinacdo da concentracdo de
aluminio.

Para fins comparativos 0s mesmos ensaios foram feitos com

solucéo de acido oxalico e acido fluoridrico.

3.6.5 Avaliacdo das constantes de estabilidade dos complexo Al-

cisteina e Al-cistina através do método Scatchard

Este estudo foi feito em batelada, para determinacdo da
constante de estabilidade usando os dados obtidos por AAS para
determinacdo da concentracdo de aluminio em solucdo contendo
aminoacido, em equilibrio com resina catiénica na forma AI**, o

método Scatchard [75] foi usado para tratamento dos dados.
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3.6.5.1 Avaliacdo da constante de estabilidade do complexo Al-

cisteina

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre Al-cisteina, porcbes de 0,1 g de resina
catidnica na forma AI**, foram colocadas em contato com 50 mL de
agua ou de solucdo de cisteina com concentracédo entre 5,0 e 80,0 mM,
separadamente, sob agitacdo mecanica. Apds tempos de contato pré-
estabelecidos, aliquotas da solucdo em equilibrio com a resina foram
retiradas e analisadas usando AAS com atomizacdo por chama para

determinacédo da concentracdo de aluminio.

3.6.5.2 Avaliacdo da constante de estabilidade do complexo Al-

cistina

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre Al-cistina, usando o método scatchard, foi
preparada uma solucdo de cistina 250 mM em HCI 820 mM. A partir
de diluicbes desta solucdo mée, foram obtidas solugdes de cistina com
concentragdes entre 10,0 e 70,0 mM (32,8 a 262 mM de HCI).
Solucoes estas (50 mL) que foram colocadas em contato com porgoes
de 0,1 g de resina catibnica na forma AI’*. Para efeitos de
comparagdo, uma solucdo de HCI 820 mM, foi diluida para dar
solucbes com as mesmas concentragfes usadas nas solugbes com

cistina (de 32,8 a 262 mM). Ambos os conjuntos de solucdes
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permaneceram sob agitacdo mecénica. Apds tempos de contato pré-
estabelecidos (resina-solucdo), aliquotas das solucdes em equilibrio
com a resina foram retiradas e analisadas usando AAS com
atomizacdo por chama para determinagdo da concentracdo de
aluminio. Os valores obtidos de concentacdo de aluminio em solucéo,
para o conjunto contendo s6 HCI, foram descontados daqueles obtidos

com cistina, para as mesmas concentracdes de HCI.

3.7 Estudo da interacdo do aluminio com os aminoacidos cisteina e

cistina por polarografia

As medidas polarogréficas foram feitas usando polarografia de
onda quadrada no modo de operacdo com eletrodo gotejante de
mercario (DME) como eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia
Ag/AgCIl (KCI 3 M), o eletrodo auxiliar de Pt, amplitude de pulso de
50 mV, tempo de gota 600 ms, velocidade de varredura de 10 mV/s,
faixa de varredura potenciais de —100 a — 500 mV, solugdes de KCI
0,1 M como eletrolito suporte, pH ~ 5, solugdes de cisteina (0,0098 a
0,0392 mM) ou cistina (0,0416 a 0,125 mM) e solucdo de AICI;
(anidro) (0,0098 a 0,248 mM).
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3.8 Avaliacdo da estabilidade da cisteina em solugfes aquosas

Com o0 objetivo de observar se ocorre a decomposicdo da
cisteina em solucdo aquosa com o tempo, a temperatura ambiente,
foram feitas medidas espectrofotométricas de absorcdo molecular na
regido UV-visivel (200 — 700 nm), usando solucdo de DTNB (0,25 %
m/v) em solucéo tampéo fosfato a pH 8,0.

Inicialmente foram preparadas solucdo aquosas de diferentes
concentragdes de cisteina (0,165 e 0,083 mM), para verificar a
resposta a absor¢cdo molecular frente a variagdo da concentracdo da
cisteina com DTNB.

As solucbes para avaliacdo da estabilidade da cisteina, foram
preparadas com concentragdo de 0,165 mM em 25 mL de tampéo
fosfato a pH 80 com 1 mL de solucdgo DTNB. As medidas
espectrofotométricas foram feitas apds 0, 9, 35 e 44 dias do preparo

das mesmas.

67



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da constatagdo da contaminacdo pelo aluminio das
solucdes de NP, passou se a investigar com mais profundidade a
interacdo existente entre alguns aminoacidos, que compde estas
solucdes, e o aluminio. Bohrer et al. [85], observaram que o aluminio
existente no vidro é extraido por solucdes contendo alguns
aminodcidos, entre eles ornitina e lisina. Os autores, em um outro
estudo, observaram que o0s aminodcidos sdo também capazes de
extrair o Al presente em uma resina catidnica contendo o Al como
contra ion [20]. Dentre os aminoacidos estudados, 0s 20 necessarios a
manutencdo da vida para 0s seres humanos, 0s que extrairam
quantidades elevadas de Al foram: ornitina, lisina cistina e cisteina
[86].

Desta forma, a proposta deste trabalho foi um estudo mais
aprofundado da interacdo entre estes aminoacidos e o Al através de
determinacdo das constantes de estabilidade.

Na primeira parte do presente trabalho, obteve-se os valores das
constantes de estabilidade dos complexos formados entre os 4
aminoacidos estudados e o aluminio, usando dados de titulacédo
potenciometrica, e na segunda parte, foi estudada a interacdo entre
aluminio e os aminoacidos cisteina e cistina usando resinas cationicas

e polarografia.
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4.1 Titulacdo complexométrica

A titulacdo com formacdo de complexos ou complexometria se
baseia em reacGes envolvendo um ion metalico e um agente
complexante, com formacdo de um complexo. A variacdo da
concentragcdo do metal em solugdo em torno do ponto de equivaléncia
é tdo acentuada quanto maior a constante de estabilidade do complexo
formado [87].

Segundo Li e Doody [40], o formato da curva de titulacdo
complexométrica, indica a intensidade da interacdo metal-ligante, ou
seja, a estabilidade dos complexos formados. Quando ndo ha quebra
na curva de titulacdo, ha a formacdo de complexos de menor
estabilidade. Para observar o efeito descrito acima, foram feitas
titulacGes potenciométricas de solucdes dos ligantes (cisteina, cistina,
ornitina e lisina), separadamente, com o ion metélico (AI*"), as curvas

obtidas estéo representadas nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3: pH versus volume de AlICI; 10,0 mM, na titulacdo de 30 mL
de solucdo (A) 3,3 mM de cisteina e (B) 0,139 mM de cistina,

separadamente.

Para a titulacdo complexométrica da solucdo de cisteina, a

proporcdo metal-ligante de 1:1 é atingida com 10 mL adicionados de

solucédo de AICI;. Para a solugéo contendo cistina, a mesma propor¢éo

metal-ligante é alcancada com um gasto de 0,4 mL de AIClIs.
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Figura 4: pH versus volume de AICI; 100,0 mM, na titulacdo de 20

mL de solugdo 50,0 mM de ornitina e lisina, separadamente.

Para solucbes de ornitina e lisina, separadamente, a
equivaléncia de 1:1 entre metal e ligante é obtida quando 10 mL de
solucéo de AICI; séo adicionados a solucao.

O gréfico para titulacdo complexométrica da solucdo de cistina
mostra claramente um salto de pH quando a propor¢cdo metal ligante
1:1 foi atingida. Para os outros aminoacidos, s6 pode ser observado
pelo formato da curva de titulacdo, que a interacdo metal e ligante néo
foi muito forte [40].
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4.2 Determinagao das constantes de estabilidade

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e os aminoacidos cisteina, cistina,
ornitina e lisina, foi usado o método potenciométrico e para a cisteina
e cistina foi usado também o método Scatchard.

- Método potenciométrico: obtencdo dos dados de titulacdo
potenciometrica de solugbes do ligante e do ligante mais
metal com uma solucdo alcalina. Posterior tratamento dos
dados usando o programa computacional BEST, préprio para
calculos de constantes de estabilidade.

- Metodo de Scatchard, obtencdo de dados de equilibrio entre
uma solucdo contendo o aminoécido (cisteina e cistina) e
resinas catidnicas na forma AlI**, sequido da determinacéo do

aluminio extraido da resina pelo aminoacido. [64].
4.2.1 Determinacgéo das constantes de estabilidade Al-aminoacido
por titulacdo potenciometrica
4.2.1.1 Calibracao do sistema potenciométrico
Antes de cada conjunto de titulagbes potenciométricas, o
sistema eletrodo-pHmétro era calibrado. O método Gran era aplicado

para determinacdo da contaminacdo por carbonato das solucdes de

KOH, como esta mostrado no apéndice A, conforme descrito por
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Martell e Motekaitis [65]. As solucdes de KOH preparadas usando
agua purificada pelo sistema Milli-Q, se mostraram isentas de CO,. O
CO, absorvido em solucdes de KOH pode formar carbonato de
potassio  [88], interferindo nos resultados das titulacdes
potenciomeétricas.

O procedimento conhecido como calibragcdo interna, foi usado
para determinacdo do produto ibnico da &gua [43]. Ele consiste
basicamente na titulacdo de um acido fraco com uma base forte no
meio idnico considerado, as constantes de protonacdo do acido fraco
sendo conhecidas, o produto i6nico da agua pbdde ser determinado
usando programas computacionais apropriados (BEST) para a
titulacdo potenciométrica.

Com o uso dos dados da titulacdo potenciometrica de solucdes
de &cido acético com as solucdes de KOH, foram obtidos os pKw,
para diferentes valores de forca i6nica da solucdo (0,01; 0,091 e 0,1

M), os valores obtidos estdo na tabela 7:

Tabela 7: Produto ibnico da agua obtido experimentalmente e o

calculado, para diferentes meios ionicos.

Forca idnica (M) PKW exp.) PKW(calc.)
0,010 -14,20 -14,09
0,091 -14,23 -14,22
0,100 -14,28 -14,23

PKW ¢z usando Kw = C..Con..8:” (apéndice E)

Os valores de pKw foram confirmados, para cada ligante, no

refinamento de suas constantes de protonacéo.
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4.2.1.2 Estudo da proporgao metal:ligante

Uma ou mais curvas de pH, quando necessario, devem ser
obtidas para sistemas contendo uma ou mais relagdo molar do metal-
ligante. Quando existir uma igualdade aproximada entre o nimero
efetivo de grupos doadores do ligante e 0 nimero de coordenacdo do
fon metalico em solucdo, uma relagdo molar (1:1) é suficiente [65]. O
jon AI** geralmente apresenta nimero de coordenacdo 6 [10], desta
forma, é esperado que coordene com os ligantes em estudo nas
relagdes ligante:metal de 1:1 ou 2:1, visto que os ligante cisteina,
cistina, ornitina e lisina, de acordo com o numero de hidrogénios
ionizaveis, apresentam 3, 4, 3 e 3 sitios de ligacdo, respectivamente
[21].

As curvas de pH versus a (mols da base/mol do ligante) e
versus m (mols da base/mol do ion metalico) obtidos para relacGes
molares de 1:1 e 2:1 ligante:metal dos sistemas contendo cisteina,
cistina, ornitina e lisina com aluminio, estdo apresentados nas Figuras

5, 6, 7 e 8, respectivamente.

74



jé_14 - —=— Cisteina-
12 Al(1:1)
10 - —e— cisteina-
8 Al(2:1)
A
(A) ..
4 J
2 d
0 1} |} L}
0 2 4 6 8 10
m
—s—cisteina
—a— cisteina-Al
(L1)
—o— cisteina-Al
(B) (2:2)

Figura 5: Curvas de titulacdo potenciomeétrica com KOH de solucdes
de cisteina e cisteina-Al nas proporcdes de 1:1 e 2:1, A) pH versus m

e B) pH versus a .
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e B) pH versus a.
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Figura 8: Curvas de titulacdo potenciométrica com KOH de solucdes
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pH versus a .
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Através dos diagramas obtidos se chegou a razdo predominante
ligante:metal em solucdo como sendo 1:1, independente do ligante

usado na obtencéo das curvas.

a

m

1

1 mols do ligante/mols do metal ~ 1

Esta observacdo foi obtida através do célculo da relagdo mols de
ligante/mols do metal, a partir dos dados referentes ao ponto de
equivaléncia das curvas de titulacdo, indicando que no ponto de
equivaléncia ocorre coordenacdo entre 1 mol de ligante com 1 mol de
metal.

A partir de entdo se adotou no calculo das constantes a
proporcdo 1:1 metal-ligante, para todas as titulagdes dos aminoéacidos
em estudo.

Pelo aspecto das curvas de titulacdo apresentada para os 4
aminoacidos, pode-se constatar que, de acordo com Martell e
Motekaitis [65], a reacdo de complexacdo entre o aminoacido e
aluminio se completa em solu¢des com pH abaixo do pH de hidroélise
do aquo fon, Al(H,0)¢>" (pK; = 5,3), pois para 0s quatro sistemas em
estudo, néo existe coincidéncia entre a curva de titulacdo da solucéo
do ligante puro e a curva de titulacdo da solucdo do ligante mais o
metal. A curva de titulacdo do ligante mais o metal parte de pH
inferior a 5,0.

Com o objetivo de minimizar erros sistematicos devido a
alteracdes nos coeficientes de atividade como resultado de pequenas
mudancas nas condi¢fes experimentais, constantes de protonacédo dos

ligantes usadas como referéncia no célculo das constantes de formacéo
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dos complexos foram redeterminadas sob condices idénticas as da
formacédo dos complexos.

O programa computacional BEST foi usado para refinar
constantes de formacdo estimadas e desconhecidas de provaveis
complexos presentes em solucdo. Nos célculos das constantes de
estabilidade dos complexos em solucéo, foram usadas as constantes de

hidrolise do aluminio, os valores estdo na tabela 8.

Tabela 8: Constantes de hidrolise do aluminio (log ) [61].

log B’
AIOH* - 5,33
Al(OH)," -10,41
Al(OH); -29,92
Al(OH), -23,46
Al3(OH)4 -13,13

4.2.1.3 Determinacdo das constantes de estabilidade dos

complexos cisteina-aluminio

Cisteina com trés protons ionizaveis € propensa naturalmente a
formacéo de complexos protonados. Além disso, o tamanho do atomo
de enxofre facilita a formacao de complexos polinucleares [43].

Apo0s a calibracdo do sistema de titulacdo potenciomeética, foi
feita a determinacdo do valor de pKw na condi¢bes experimentais

adotadas, bem com a determinacdo experimental das constantes de
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protonacdo da cisteina, conforme descrito por Martell [65]. O
diagrama de equilibrio das espécies presentes na solucdo titulada de
cisteina (8,1 mM) em KCI 0,1 M estd mostrado no apéndice D. Os
valores obtidos para as constantes de protonacdo da cisteina (log B)

bem como os valores tabelados (log $*), estdo listados na tabela 9.

Tabela 9: Constantes de protonacao da cisteina (log ).

Espécie log B log p~*
HL 11,04 10,87
HoL 19,79 19,07
HaL 22,77 21,04

c=0,0178

B obtido experimentalmente a 25 °C, p = 0,1 M e pK,, =-14,28

B* valores tabelados [43].

O esperado é que o aluminio forme complexo com a cisteina
através dos grupos -COO™ e -NH,, que sdo bases duras, segundo a
classificacdo de Pearson, pois o fon AI** sendo um écido duro, forma
complexos mais estaveis com bases duras [35]. Entéo a cisteina pode
atuar com um ligante bidentado para o aluminio.

Usando os dados e resultados das titulagdes potenciométricas de
solucdes de cisteina e cisteina mais solucdo de cloreto de aluminio
com hidroxido de potassio e os valores acima, foi montado um
arquivo de introducdo dos dados no programa computacional BEST.
O processamento dos dados foi feito através de refinamento das
constantes de estabilidade estimadas ou desconhecidas, introduzidas

no arquivo dos dados, feitos até um valor minimo no desvio padrao de
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unidades de pH (o) ser alcancado; significando que o modelo proposto
descreve o sistema real, fornecendo entdo os valores das constantes de
estabilidade dos complexos formados entre cisteina e aluminio num
arquivo como o mostrado no apéndice F. Na tabela 10, estdo 0s
resultados obtidos para o log das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre cisteina e aluminio, usando as constantes
de protonacdo da cisteina (log B) e os resultados obtidos com a
inclusdo das constantes de hidrélise do aluminio nos célculos (log *).

O arquivo com os resultados estd mostrado no apéndice G.

Tabela 10: Resultados da computacdo dos dados da titulacdo
potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e cisteina na proporcao de 1:1, u
=0,1MeT=25°C.

log B log B* Complexo formado
7,30 6,45 ML

7,15 6,38 MHL

6,78 6,15 MLOH

-2,04 -2,80 ML(OH),

-14,67 -15,47 ML(OH)3
c=0,012 c =0,459

B = calculos sem as constante de hidrélise do aluminio

B*= célculos com as constante de hidrdlise do aluminio

O desvio padrdo de unidades de pH (o) obtido para os célculos
usando as constantes de hidrélise do aluminio foi alto (o = 0,459),

mesmo assim foram destacados os log p* dos complexos
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predominantes em solucdo, obtidos com as constantes de hidrélise do
aluminio, valores estes considerados como resultados dos calculos das
constantes de estabilidade dos complexos formados em solugéo
aquosa para o sistema cisteina-Al.

As espécies predominantes em solucéo nas condi¢6es usadas,
ouseja, T=25°Ce un=0,1M, foram, com os respectivos valores do
log da constante de estabilidade:

(8) CysAIOH log p* =6,15+0,14
(10) CysAI(OH); log p*=-2,80+ 0,12

Estes valores séo valores médios de uma série de trés calculos
para cada conjunto de 3 titulagdes.

O diagrama de equilibrio das espécies presentes no sistema
constituido de cisteina-Al, para os calculos usando as constantes de
hidrélise do aluminio, estd representado na Figura 9, mostrando as

espécies predominantes em solucdo em funcgéo do pH.

& 100
a0
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CysH2
CysMl[OHR
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a0 |
20 |

H3[0HK
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-

u 1 1 1 1 — 1
5 & T B pH g

Figura 9: Porcentagem das espécies em solucdo para uma relacéo
molar 1:1 de cisteina/Al, como fun¢do do pH, u=0,1 M, T =25 °C.
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Através do diagrama de equilibrio das espécies, pode-se
observar que na faixa de pH de 5,0 a 9,5 a espécie predominante é
CysAIOH e que acima de pH 10,0 a espécie CysAl(OH), aparece e
aumenta sua porcentagem em solucdo. As duas espécies existentes
correspondem a formacéao de complexos 1:1.

Segundo Rubini et al. [1], a formacdo de espécies
mononucleares, [Al(LH)(OH)]** e [AIL(OH)]" pode ser considerada
em sistemas nos quais as constantes de estabilidade obtidas através de
medidas diretas de pH, para interacdo de AI(II) com aminoéacidos
bidentados simples, estdo na faixa de 5,5 — 5,9. O valor obtido para
log B* (6,15) do complexo formado entre cisteina e aluminio, esta
proximo a faixa citada. Foi encontrado o valor publicado para
complexacdo da glicina com AI** (log K = 5,91, [AIL]*") [63], que é
um aminoacido simples, supondo ndo envolvimento do grupo tiol no

processo de complexacao.

4.2.1.4 Determinacgdo das constantes de estabilidade do complexos

cistina-aluminio

A cistina possui quatro hidrogénios ionizaveis, sendo dois
grupos carboxilato (que tem alta afinidade pelo aluminio) [63] e dois
grupos amino, e apresenta ainda um grupo dissulfeto, podendo a
cistina atuar como ligante tetradentado para o aluminio.

Devido a solubilidade da cistina em &gua ser baixa (0,094

g/1000 g), as solucdes foram preparadas obedecendo o limite de
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solubilidade e com forca i6nica menor. Os dados foram tratados da
mesma forma como foram para a cisteina, o diagrama de equilibrio
das espécies para cistina esta mostrado no apéndice D e os resultados
obtidos no célculo das constantes de protonacdo da cistina, estdo na
tabela 11:

Tabela 11: Constantes de protonacao da cistina (log B).

Espécie log B log p~*
HL 9,80 9,85
HoL 18,50 17,70
HsL 22,55 19,92
HsL 23,52 21,52

o= 0,0087

B obtido experimentalmente a 25 °C, u = 0,01 M e pK,, =-14,20

B* valores tabelados [43].

Usando os dados da titulagdo potenciométrica de solugdes de
cistina e cloreto de aluminio em KCI, mais as constantes de
protonacdo da cistina, foram montados os arquivos para introducéo
dos dados, com e sem as constantes de hidrélise do aluminio. Feitos
os célculos, as constantes de estabilidade (log ) foram obtidas sem o
uso das constantes de hidrolise do aluminio e log f*, com a incluséo
das constantes de hidrolise, os resultados obtidos estdo mostrados na
tabela 12. Os arquivos com o0s dados usados e obtidos nos dois
calculos, sem e com as constantes de hidrdlise do aluminio, estdo nos

apéndices H e I, respectivamente.
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Tabela 12: Resultados da computagdo dos dados da titulacdo
potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e cistina na proporcao de 1:1, u =
0,01MeT=25°C.

log log B* Complexo
10,54 6,92 ML

1,48 1,34 MHL
1,04 0,91 MH,L
1,65 0,46 MLOH
-5,61 -5,97 ML(OH),
-5,25 -5,22 ML(OH);
o =0,029 o =0,324

B = célculos sem as constante de hidrélise do aluminio

B*= célculos com as constante de hidrdlise do aluminio

Mesmo com o desvio padrdo de unidades de pH (o) obtido para
os calculos usando as constantes de hidrélise do aluminio alto (o =
0,324), foram destacados os log 3 dos complexos predominantes em
solucéo, obtidos com as constantes de hidrolise do aluminio.

Mesmo com a baixa solubilidade da cistina em meio aquoso,
obteve-se as constantes de estabilidade dos complexos formados entre
0 aminoacido e aluminio em solugdo aquosa.

As espécies existentes em solugcdo, em maior quantidade, nas
condi¢Oes usadas, ou seja, T =25°Ce u= 0,01 M, foram, com 0s

respectivos valores do log da constante de estabilidade:

(8) CiAl log B* = 6,92 + 0,27
(12) CiAI(OH); log B* = -5,22 + 0,02
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Estes valores sdo valores médios de uma série de trés calculos
para cada conjunto de 3 titulacdes.

O diagrama de equilibrio das espécies, para 0 sistema
cistina:aluminio, esta representado na Figura 10 e mostra as especies

predominantes em solucdo em funcao do pH.
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40
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Figura 10: Porcentagem das espécies em solucdo para uma relagédo
molar 1:1 de cistina/Al, como fun¢édo do pH, u=0,01 M, T =25 °C,

Do diagrama de equilibrio das espécies formadas entre aluminio
e cistina, pode-se observar que acima de pH ~ 55 a espécie
CiAl(OH); é predominante, chegando a um méaximo em pH 10,0 e em
pH ~ 6,25 a espécie CiAl atinge a porcentagem maxima que € de 10,0
% diminuindo lentamente até pH 9,2, ambos os complexos formados
sdo na proporc¢do 1:1 metal:ligante.

Para a cistina, o valor obtido (log B* = 6,92), para a especie

CiAl, é um valor inferior aos valores publicados para complexacédo
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entre cistina e Cu* (log p = 8,22), para a espécie ML [43] e cistina
com Cu®* (log p = 7,0a25°C e n=0,15 M), para a espécie CiHCu
[90]. Néo foi encontrado na literatura valores de log B, para
complexos de cistina-M, sendo M classificado como um é&cido duro
segundo a classificacdo de Pearson (fon AI**). O Cu*, foi entdo usado
na comparacdo, mesmo sendo classificado como um &cido
intermediario, segundo a mesma classificacao.

A cistina deve estar atuando como um ligante com numero de
sitios de ligacdo igual a 2, com a participacdo de dois grupos dos seus
sitios de ligacdo (dois grupos carboxilato, dois grupos amino e um
grupo dissulfeto) no processo de complexacdo. Rubini et al. [30]
observaram que o0 acido aspartico [Asp, (COOH)CH,-
CH(NH,)COOH] tridentado, contendo dois grupos doadores COO™ e
um central NH,, é um ligante forte para Al(lll), a estabilidade do
complexo 1:1 é cerca de duas ordens de grandeza maior (11,76) do
que aqueles de aminoacidos simples, indicando o envolvimento de

ambos carboxilatos na ligacdo com o anel [63].
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4.2.1.5 Determinacdo das constantes de estabilidade dos

complexos ornitina-aluminio

A ornitina possui trés hidrogénios ionizaveis, trés sitios de
coordenacdo, sendo um grupo COO" e dois —NH,, todos sujeitos a
coordenacao com ions metalicos [53].

Para a obtencdo das constantes de estabilidade dos complexos
formados entre ornitina e aluminio, se procedeu do modo ja descrito
acima, ou seja, através de dados da titulacdo potenciométrica de
solugbes de ornitina com e sem aluminio. Foram obtidas inicialmente
as constantes de protonacdo da ornitina (tabela 13), diagrama de
equilibrio das espécies (apéndice D) e pKy, e logo apds a obtencdo das

constantes de estabilidade desejadas.

Tabela 13: Constantes de protonagao da ornitina (log B).

Espécie Log log p~*
HL 10,86 10,76
HoL 20,00 19,41
HsL 22,06 21,35

o= 0,009

B obtido experimentalmente a 25 °C, p = 0,091 M e pK,, = -14,23

B* valores tabelados [21].

Usando os dados da titulagdo potenciométrica de solugdes de
ornitina e cloreto de aluminio em KCI, mais as constantes de
protonacdo da ornitina, foram montados os arquivos para introducéo

dos dados, com e sem as constantes de hidrélise do aluminio. Feitos os
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calculos, as constantes de estabilidade (log 8) foram obtidas sem o uso
das constantes de hidrolise do aluminio e log B*, com a inclusdo das
constantes de hidrolise, os resultados obtidos estdo mostrados na
tabela 14. Os arquivos com o0s dados usados e obtidos nos dois
calculos, sem e com as constantes de hidrdlise do aluminio, estdo nos

apéndices J e K, respectivamente.

Tabela 14: Resultados da computacdo dos dados da titulacdo
potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e ornitina na proporgdo de 1:1, u
=0,091MeT=25"°C.

log B log B* Complexo
6,60 6,84 ML

8,91 6,89 MHL
6,48 6,60 MH,L
7,45 7,52 MLOH
-2,01 -5,18 ML(OH),
-10,73 -10,85 ML(OH)3
¢ =0,033 o = 0,440

B = célculos sem as constante de hidrélise do aluminio

B*= célculos com as constante de hidrdlise do aluminio

O desvio padréo de unidades de pH (o) obtido para os célculos
usando as constantes de hidrélise do aluminio foi alto (o = 0,440), 0s

valores dos log B* dos complexos predominantes em solugdo, foram
considerados os obtidos dos calculos com as constantes de hidrolise,

pois é sabido que o aluminio sofre hidrolise em solucdo aquosa [9].
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As espécies em maior concentracao existentes em solucéo, nas
condi¢Oes usadas, ou seja, T =25 °C e u=0,091 M, foram, com 0s
respectivos valores do log da constante de estabilidade:

(8) OrnAIOH log p* =7,52 + 0,044
(11) OrnAI(OH);  log p* =-10,85+ 0,23

Estes valores sdo valores médios de uma série de trés calculos
para cada conjunto de 3 titulacdes.

O diagrama de equilibrio das espécies predominantes nas
solugbes contendo ornitina e aluminio (1:1), forca idnica de 0,091 M e

temperatura de 25 °C, esta representado na Figura 11.
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Figura 11: Porcentagem das espécies em solucdo para uma relacéo
molar 1:1 de ornitina/Al, como funcédo do pH, n = 0,091 M, T = 25
°C.
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Na figura 11 temos o diagrama de equilibrio das espécies
formadas entre aluminio e ornitina com p = 0,091 M, T = 25 °C. Na
faixa de pH de 4,5 a 9,0 o complexo formado € OrnAIOH, com uma
porcentagem média de 80,0 %, o complexo OrnAl(OH); comeca a se
formar em pH ~ 8,0 aumentando rapidamente. Todas as espécies
formadas sdo na proporcao de 1:1, metal:ligante.

Ornitina-Al poderia formar anéis com 5 ou 7 membros, da
mesma forma que o acido glutdmico pois ambos sdo tridentados e
possuem 0 mesmo numero de carbonos na cadeia lateral. A habilidade
de complexacéo do acido glutamico
(Glu,[(COOH)CH,CH,CH(NH,)(COOH)]) ¢é muito enfraquecida,
devido a baixa estabilidade dos anéis de sete membros, formados com
participacdo do grupo carboxilato terminal. Assim, Glu age como um
ligante bidentado, mostrando melhor similaridade como aminoéacidos
simples. Estes resultados podem sugerir que além do oxigénio doador
carregado negativamente, tais como COQ’, alcodlico —O", e fendlico,
no caso de favoravel arranjo estérico, o grupo amino pode também

participar da ligacdo com AI(III) [1].

4.2.1.6 Determinacdo das constantes de estabilidade dos

complexos lisina-aluminio

A lisina, como a ornitina, possui trés hidrogénios ionizaveis,

trés sitios de coordenacéo, sendo um grupo COO" e dois —-NH,, todos

sujeitos a coordenacao com ions metalicos [53].
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Para a obtencdo das constantes de estabilidade dos complexos
formados entre lisina e aluminio, foi adotado o mesmo procedimento
usado nos casos anteriores, ou seja, através de dados de titulacdo
potenciométrica de solucdes de lisina com e sem aluminio, foram
obtidas inicialmente as constantes de protonacdo da lisina e pK,, 0
diagrama de equilibrio das espécies presentes na solucdo titulada de
lisina (10,0 mM) em KCI 0,1 M esta mostrado no apéndice D, e logo
apos, a obtencdo das constantes de estabilidade dos complexos
formados, usando o programa computacional BEST, conforme
descrito por Martell [65]. Os resultados obtidos para as constantes de

protonacéo da lisina, estédo colocados a seguir, na tabela 15.

Tabela 15: Constantes de protonacado da lisina (log B).

Espécie log B Log p*
HL 10,14 10,28
HoL 18,44 19,18
HsL 19,91 21,28

o= 0,009

B obtido experimentalmente a 25 °C, u = 0,1 M e pK,, =-14,28

B* valores tabelados [43].

Foram montados os arquivos para introducdo dos dados, com e
sem as constantes de hidrolise do aluminio, feitos os calculos, as
constantes de estabilidade dos complexos formados entre lisina e
aluminio (log B), foram obtidas sem o uso das constantes de hidrolise
do aluminio e log B*, com a inclusdo das constantes de hidrolise, os

resultados obtidos estdo mostrados na tabela 16. Os arquivos com 0s
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dados usados e obtidos nos dois célculos, com o programa
computacional BEST, sem e com as constantes de hidrélise do

aluminio, estdo nos apéndices L e M, respectivamente.

Tabela 16: Resultados da computacdo dos dados da titulacdo
potenciométrica, usando o programa BEST para obtencdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre aluminio e

lisina na proporcdo de 1:1, u=0,1MeT=25°C.

log B log p* Complexo
7,68 7,45 ML

18,06 17,70 MHL
13,96 13,92 MH,L
20,95 20,96 MoHL
1,19 2,36 MLOH
4,44 3,90 ML(OH).
0 =0,031 0 =0,023

B = célculos sem as constante de hidrélise do aluminio

B*= célculos com as constante de hidrdlise do aluminio

O desvio padréo de unidades de pH (o) obtido para os célculos
usando as constantes de hidrélise do aluminio foi aceitavel (o =
0,023), mas a computacdo dos dados foi feita até o pH 5,23 pelo
programa BEST, foram destacados os log B* dos complexos
predominantes em solucdo, obtidos com as constantes de hidrolise.

As espécies predominantes em solugdo nas condicdes usadas,
ouseja, T=25°Ce un=0,1M, foram, com os respectivos valores do

log da constante de estabilidade:
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(10) LisAl(OH); log p* =3,90+£0,91
(9) LisHAI log p*=17,70 + 0,51
Estes valores séo valores médios de uma série de trés calculos
para cada conjunto de 3 titulagdes.
O diagrama de equilibrio das espécies presentes em maior
quantidade nas solugdes contendo lisina e aluminio (1:1), forca i6nica

de 0,1 M e temperatura de 25 °C, esta representado na Figura 12.

Litl[OHR

4 fi ] 10 12 pH

Figura 12: Porcentagem das espécies em solucdo para uma relacéo
molar 1:1 de lisina/Al, como funcdo do pH, u=0,1 M, T=25°C

Na figura 12 pode-se observar que o complexo LisAl(OH),
apresenta uma porcentagem média de 80,0% na faixa de pH de 5,0 a
9,0; o complexo LisHAI atinge uma porcentagem maxima 40,0% em
pH 4,4, diminuindo gradualmente até pH 9,5. Sendo que estes dois

complexos predominantes séo 1:1 na propor¢do metal:ligante.
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Dados termodinamicos obtidos por Conato et al. [52], indicam
que a lisina complexa cobre como um aminoécido simples, muito
provavelmente devido ao comprimento da cadeia lateral, havendo
formacéao de complexo do tipo LisHCu com log =754 (25°Ce =
0,1 M).

O valor obtido neste trabalho para a constante de estabilidade
(log B*) do complexo predominante em solucdo, formado entre a
lisina e o ion AI(IIl) é de 3,90; indicando que a lisina nas condicdes
estudadas (25 °C e u = 0,1 M), pode estar atuando como um
aminoacido simples.

Além dos fatores considerados pela teoria de Pearson para
explicar a interacdo entre um ion metalico e um ligante, existem
outros relacionados ao processo de complexagdo, como 0 arranjo
estérico e a capacidade quelante com formacdo de aneis, onde o
numero de membros dos anéis formados é um fator determinante da
estabilidade do complexo formado.

Nos célculos e no refino das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre o fon AI** e os quatro aminoécidos em
estudo, as constantes de hidrélise do aluminio foram incluidas nos
arquivos de introducdo dos dados, como estdo mostrados nos
apéndices G, I, K e M, o valor de o aumentou consideravelmente,
como no caso da ornitina que o passou de 0,03 para 0,44. Mesmo com
a grande diferenca encontrada entre os valores de o, para os resultados
dos célculos das constantes de estabilidade dos complexos formados
com e sem as constantes de hidrolise do aluminio, os valores obtidos

para 0s mesmos complexos nos dois modos de célculo, ndo foram téo
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diferentes. O complexo que apresentou a maior diferenca entre os log
B, foi ML para a cistina.

Também foram feitos calculos envolvendo outras espécies
(ML,, ML3). Os valores das constantes de estabilidade dos complexos
formados entre aluminio e 0s quatro aminoacidos em estudo, com a
inclusdo das espécies 1:2 e 1:3 (M:L) estdo mostrados na tabela do
apéndice N, o valor de ¢ aumentou e as espécies predominantes em

solucdo continuaram sendo 1:1, metal:ligante.

4.3 Estudo da interagdo do aluminio com os aminoacidos cisteina e

cistina através do uso de resinas de troca ibnica

Para complementar o estudo da interacdo entre aluminio-
cisteina e aluminio-cistina, devido a natureza dos ligantes, presenca de
enxofre na molécula e a afinidade que estes ligantes podem apresentar
por ions duros como o Al, foram realizados ensaios com resinas de
troca ibnica para verificar a distribuicdo do Al entre uma resina
catibnica e a solucdo contendo o aminoacido. Apesar de ndo ser
prevista pela teoria de Pearson, a ligacdo entre um &cido duro e uma
base mole pode ocorrer, e existem exemplos onde estes complexos se
formam. Li e Martell. [71], através de titulacdo potenciométrica
determinaram as constantes de estabilidade dos complexos formados
entre fons trivalentes (Ga*', In** e AI*"), fons divalentes (Pb*, Cd*" e
Ni**) e MEA (2-mercaptoetilamina — HSCH,CH,NH,). Como se pode

observar na tabela 17, as constantes de estabilidade para os ions
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trivalentes sdo até maiores do que para os ions divalentes para 0s
mesmos tipos de complexo formado: ML.

Como neste caso as unicas ligacGes possiveis Ssd0 com 0s
grupos tiol e amino, ndo ha davidas de que a formacdo do complexo

se da atraves da ligacdo destes dois grupos com 0s metais

Tabela 17: Logaritmo da constante de estabilidade para complexos
formados entre MEA e ions metéalicos trivalentes e divalentes medidos

potenciometricamente em 4&gua a 25 °C e forc¢a i6nica 0,1 M KCI

[71].
fon metalico (M) Log K
[MLY[M][L]  [MHL)[ML][H] [M(OH)L])/[ML][OH]
Ga®* 14,82 3,67
In** 12,25 4,31
Al 11,74 5,86
Pb** 10,10 4,22 6,42
cd* 9,84 5,78 7,07
Ni** 9,14 7,46
zZn?* 8,77 6,83

Os resultados obtidos atraves de titulacdo potenciométrica, nos
mostram que as espécies presentes em maior quantidade em solucéo
aquosa para o sistema cisteina-Al sdo CysAIOH e CysAl(OH), e para
o sistema cistina-Al CiAl e CiAI(OH),, indicando o envolvimento de
espécies hidrolisadas de Al e aquo ion, uma vez que os complexos
existem na faixa de pH, onde as especies hidrolisadas de Al e aquo ion

estdo presentes em solugdo aquosa, na auséncia de ligante. O aquo ion
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Al(H,0)%", esta representado no diagrama de equilibrio das espécies
para 0 aluminio por AI** (apéndice C).
A coordenag&o entre o aluminio e os ligantes acima ndo é ainda

bem definida, ela pode ser com o aquo fon (AI**) ou com AI(OH),>".

4.3.1 Determinacé&o da capacidade de troca da resina

Ensaios envolvendo resina catibnica H® em contato com
solucbes de AI(NO3)s, foram feitos para a determinacdo da capacidade
de troca da resina catidnica usada neste trabalho. O grafico obtido para
a gquantificacdo de aluminio trocado pelo contra ion da resina, através
de célculos usando a concentracdo de aluminio em solucédo antes e
apos determinado tempo (135 min.) de contato com a resina esta

mostrado na Figura 13.

£ 16
(%)
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= 1,2
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Figura 13: Grafico do quantidade de aluminio na resina catidnica
(mmol/g) versus concentracdo de AI(NOs); apds 135 minutos de

contato resina-solucao.
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Através da figura 13  pode-se observar que a troca
aluminiogygzo=> aluminiowsina, aumenta com o aumento da
concentracdo do aluminio em solucdo. A troca ocorre até a saturacédo
da resina, ou seja, até ser atingido o equilibrio de troca da resina,
chegando-se entdo a capacidade méxima de troca da resina, que para o
sistema em estudo é de 1,35 mmol de Al por grama de resina (1,35

mmol/qg).

4.3.2 Interacdo do aluminio em solugcdo com cisteina e cistina na

presenca de resinas catiénicas nas formas H" e Na”

A partir dos ensaios feitos usando resina catidnica pode-se
verificar o comportamento do AI** em solucdo, na auséncia ou
presenca de cisteina. Os resultados das medidas da concentracdo de
Al em solucdo e de pH, estdo mostrados nas Figuras 14 e 15,

respectivamente.
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I** em solucéo versus tempo de contato

Figura 14: Concentracdo de A
da solucdo de AI** (0,11 mM), na presenca ou ndo de cisteina 500

mM com resina cationica Na" e H* (0,15 g).

Pode-se observar que ap6s 100 min de contato resina-solucéo,
nas solucdes sem cisteina todo o aluminio presente na solucdo passa
para a resina, independentemente do contra ion da mesma, enguanto
que em solucdo contendo o aminoacido, ha um equilibrio de troca
que é alcancado ap6s ~100 min de contato, permanecendo em solugéo
uma concentracdo de ~ 0,04 mM de aluminio que corresponde a 36,4
% da concentracdo inicial de aluminio. Esta quantidade deve estar
ligada a cisteina.

Através dos graficos obtidos pode-se observar, que
independentemente do contra-ion da resina a ser trocado pelo fon AI*
em solucdo, a presenca da cisteina dificulta esta troca, comprovando

que existe interacdo entre o aluminio e o0 aminoécido em estudo.
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Figura 15: pH da solucéo versus tempo de contato da solugdo de AlI**

(0,11 mM), na presenca ou ndo de cisteina 500 mM com resina
cationica Na* e H'(0,15 g).

O diagrama que mostra a variagdo do pH da solugdo com o
tempo de contato, confirma o colocado acima, mais claramente
quando a resina usada foi na forma H", pois a troca é evidenciada pela
diminuicdo do pH da solucdo em contato com a resina, indicando a

substituicdo do H* da resina pelo AI**

da solucdo, havendo diminuicéo
mais acentuada (~ 30%), ou seja, todo o aluminio da solugédo passou
para a resina, sem a presenca de cisteina.

A pequena diminuicdo do pH com o tempo de contato resina-
solucdo, provavelmente se deve a desprotonacdo dos aminoacidos em
solucao aquosa.

As resinas catidnicas nas formas Na“ e H*, ndo foram usadas

3+
I

para verificar o comportamento do Al*" em solucéo, na auséncia e na
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presenca de cistina, devido a baixa solubilidade do referido

aminoacido.

4.3.3 Interacdo dos aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina

com resina na forma AI¥*

4.3.3.1 Interacdo dos aminoacidos cisteina e cistina com resina na

forma AI*

Os resultados dos ensaios envolvendo resina cationica na forma
AI** em contato com &gua, solucdo de cisteina e cistina (Figura 16),
separadamente, mostram que o Al permaneceu ligado a resina, quando
a mesma ficou em contato com &gua, mas quando a resina foi
colocada em contato com solucdo contendo cisteina ou cistina, o Al
foi extraido da resina, devido a interacdo entre aluminio e o0s
aminoacidos em estudo, provavelmente por formacdo de complexos

entre o0 Al e os aminoacidos: cisteina e cistina.
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Figura 16: Concentracdo de Al**

em solucéo versus tempo de contato
da resina catiénica na forma AI** (0,15 g) com &gua, solucdo de

cisteina e solucdo de cistina 0,39 mM, separadamente.

Mesmo sendo baixa a concentracdo de aluminio extraido da
resina, provavelmente devido a baixas concentracdes de cisteina e
cistina, pode-se constatar que a cistina em solucdo extrai mais
aluminio da resina catibnica.

Os resultados obtidos a partir dos ensaios envolvendo resina de
troca ibnica (3.9.2.1), foram utilizados para obtencdo das isotermas de
troca e do diagrama de Scatchard. As isotermas de troca (curvas de
saturacdo) para solucdo de cisteina e de cistina em contato com resina
catibnica na forma AI** estio mostradas nas Figuras 17 e 19,

respectivamente.
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Figura 17: Gréafico de concentracdo de aluminio em solu¢do (mM)
extraido de resina catidnica na forma AI** (0,1 g) versus concentracio
de cisteina em solucdo (mM) em diferentes tempos de contato (dia)

resina-solucéo. (Isoterma de troca)

As isotermas de troca representadas na figura 17 em diferentes
tempos (dias) de contato resina-solucdo de cisteina , mostram que
quanto maior o tempo de contato, maior a quantidade de aluminio
extraido da resina catidnica.

Dos dados mostrados na figura 17, foram examinadas mais
detalhadamente extracdes de aluminio da resina catidnica em contato
com solucdes de cisteina 15 e 35 mM, os resultados estdo mostrados

na Figura 18.
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Figura 18: Concentracdo de aluminio (mM) em solucdo (50 mL)
versus tempo de contato (dia) resina AlI**-solucéo de duas solucdes de

cisteina 15 e 35 mM, separadamente.

Observa-se nas curvas da figura 18, que até aproximadamente
50 dias de contato resina-solucao, a extracdo de aluminio pela cisteina
em solucéo é lenta, ap0s este tempo, a extracdo aumenta rapidamente,
comportamento que deve estar associado a oxidacdo da cisteina em
solucdo, onde grupos tiois da mesma formam ligacGes dissulfeto [43,
91], resultando na formacéo cistina em solugéo, sendo a cistina, um

ligante mais efetivo para o aluminio (log Beistina-al > 109 Peisteina-al)-
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Figura 19: Gréfico de concentracdo de aluminio em solugdo (mM)

extraido de resina cationica na forma AI**

(0,1 g) versus concentracao
de cistina em solucdo (mM) em diferentes tempos de contato (dia)

resina-solucéo. (Isoterma de troca)

As isotermas de troca obtidas para solugbes de cistina em
contato com resina catidnica AI**, mostram que o equilibrio de troca é
atingido rapidamente nas solugdes contendo cistina, logo apés o
contato resina-solucao.

Dos dados mostrados na figura 19, foram examinadas mais
detalhadamente extracfes de aluminio da resina catidnica em contato
com solucdes de cistina 20 e 40 mM, os resultados estdo mostrados na

Figura 20.
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Figura 20: Concentracdo de aluminio em solucdo (mM) versus tempo
de contato (dia) resina Al**-solucdo de duas soluges de cisteina 20 e

40 mM, separadamente.

A figura 20 mostra que a cistina em solugdo extrai uma
quantidade consideravel de aluminio da resina no inicio do contato
resina-solucéo.

As isotermas de troca obtidas para solucdes de cisteina (figura
18) e de cistina (figura 20), separadamente, em contato com resina
cationica AI**, mostram que o equilibrio de troca é atingido
rapidamente nas solugcbes contendo cistina, para os sistemas contendo

cisteina o equilibrio de troca é atingido lentamente.
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4.3.3.2 Interacdo dos aminoacidos lisina e ornitina com resina

catidnica na forma AI**

Os resultados obtidos no estudo da interacdo de resina cationica
com 0s aminoacidos ortintina e lisina, foram colocados, para fins de
comparagdo, junto com os resultados obtidos para os outros dois
aminoacidos em estudo e mais acido fluoridrico e acido oxalico. O
jon AI*, tem elevada afinidade pelo fon F* em solucéo, formando
complexos estaveis [9], com este ion. O acido oxalico foi usado por
possui dois grupos carboxila, sendo um ligante bidentado para o
aluminio.

Os resultados compilados para troca idnica usando resina
catidnica na forma AI** em contato com solugdes aquosas contendo 0s
aminodcidos cisteina, cistina ornitina e lisina , bem como &cido
fluoridrico e é&cido oxalico, separadamente, estdo mostrados nas
Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Concentracdo de aluminio na resina/concentracdo de
aluminio em solucgéo versus concentracdo do ligante em solugdo (100

mL) em contato com resina catiénica na forma AI** (0,15 g).

A figura 21 mostra que a relagao [Al]esina/ [ Allsolucao diminui com
0 aumento da concentracdo do ligante em solucéo, independentemente
do ligante usado, indicando que o aumento da concentracdo do ligante
em solucdo, aumenta a concentracdo de aluminio extraido da resina. O
aluminio em solucdo deve estar complexado com o ligante, e a
dimensdo da troca para cada ligante usado, estd relacionada com a
constante de estabilidade do complexo formado em solugdo, como
pode ser visto também na figura 22, que mostra a porcentagem de

aluminio extraido da resina versus concentracdo do ligante em

solucéo.
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Figura 22: Porcentagem de aluminio em solucéo versus concentracédo

do ligante (mM) em equilibrio com resina AI**.

Pode-se observar atraves da figura 22 que para 0s quatro
aminoacidos (cisteina, cistina, ornitina e lisina), a porcentagem de
aluminio em solucdo aumenta com o0 aumento da concentracdo do
ligante, comportamento que é observado também para 0S outros
ligantes em solucdo (&cido fluoridrico e acido oxalico). A ordem
crescente  de troca aluminiOesna = aluminiosygso,  €:
lisina<cisteina<ornitina<cistina ~ &cido oxalico< acido fluoridrico.
Ordem esta que esta de acordo com os valores das constantes de
estabilidade obtidas neste trabalho, com excecdo da cistina (Unico
ensaio que foi feito em meio &cido), bem como com os valores

encontrados na literatura, que estdo colocados na tabela 18:
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Tabela 18: Constantes de estabilidades de complexos (log ).

Ligante- Al Log Fonte
Ac. fluoridrico 19,70 [20, 36]
Ac. oxalico 9,30 [17]
Ornitina 7,52 Este trabalho
Cistina 6,92 Este trabalho
Cisteina 6,15 Este trabalho
Lisina 3,90 Este trabalho

Com os resultados obtidos para diferentes tempos de contato

I3

resina Al°"-solucdo contendo os quatro aminoacidos em estudo, &cido

fluoridrico e &cido oxalico, separadamente, foi construida a Figura 23.

;: 80 —e—Lisina
—&— QOrnitina
60 R L
—a— A. fluoridrico
40 —— Ac Oxdlico
—x— Cisteina
20 —e— Cistina
0
0 10 20 30
Tempo de contato (dia)

Figura 23: Porcentagem de aluminio em solucdo versus tempo de

contato da resina catiénica AI** com solugéo contendo o ligante.
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Pode-se observar através da figura 23, que a ordem de troca
permanece praticamente a mesma, os ligantes estudados complexam
aluminio com diferentes constantes de estabilidade, relacionadas com
a quantidade de aluminio extraido da resina e que a troca atinge o
equilibrio com poucos dias de contato resina-solucdo. Para a cisteina,
a porcentagem de aluminio extraido é inferior a dos outros
aminoacidos, isto se deve, provavelmente, a baixa cinética de troca
apresentada por este aminoacido. A cistina apresenta taxa de extracéo
superior a do &cido oxalico, provavelmente devido ao meio acido

usado no ensaio envolvendo este aminoacido.

4.3.4 Avaliacdo das constantes de estabilidade dos complexos Al-

cisteina e Al-cistina através do método Scatchard

O método de Scatchard tem sido usado para determinacdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre ions
metalicos e substancias hdmicas [92, 93] e principalmente de
associacOes entre farmacos e os constituintes do sangue como as
proteinas [94].

Para obter uma constante de equilibrio, devemos medir as
concentracdes (na verdade, as atividades) das espécies envolvidas no
equilibrio [22].

Um gréafico da relagdo entre a concentracdo da espécie
combinada e concentracdo da espécie livre, versus a concentracdo da

espeécie combinada, terd uma inclinacdo —K ( constante de equilibrio)
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e € chamado de diagrama de Scatchard. Ele é muito utilizado para
medir as constantes no equilibrio, especialmente em bioquimica [22].

Para aplicacdo do método Scatchard na determinacdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre o ion AI** os
dois aminoacidos em estudo, o0s resultados trabalhados séo
correspondentes ao tempo maximo de contato resina-solucdo
estudado, ou seja, quando o equilibrio de troca foi atingido.

Como foi visto em 4.3.2, sem a presenca da cisteina em solucao,
o0 aluminio permanece ligado a resina, portanto o aluminio extraido da

resina cationica AI*

pela cisteina, deve estar ligado a mesma,
correspondendo a concentragcdo de aluminio em solucdo a
concentragdo de aluminio combinado com a cisteina (cisteina
combinada). Pela diferenca de concentracéo inicial de cisteina obteve-
se a concentracdo de cisteina livre. Dados que estdo mostrados nas
Figuras 24-A e 24-B. A partir da inclinacdo da reta mostrada no
grafico 24-B (diagrama Scatchard), obteve-se a constante de
estabilidade do complexo cisteina-Al em solucdo, nas condi¢des do

experimento.
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Figura 24: (A) Isoterma de troca ibnica para solucdes contendo
cisteina em diferentes oncentragcdes em equilibrio com resina catidnica
na forma AI** (0,1 g). (B) Diagrama de Scatchard para cisteina em

3+
|

solucdo combinada com Al°" extraido da resina cationica.

Tratamento semelhante foi dado ao sistema cistina-Al, como

mostram as Figuras 25-A e 25-B.
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Figura 25: (A) Isoterma de troca ibnica para solugdo contendo cistina

em diferentes concentragfes em equilibrio com resina catiénica na

forma AI** (0,1 g). (B) Diagrama de Scatchard para cistina em solucio

combinada com AI** extraido da resina catiénica.
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Os valores obtidos para log B, usando o método Scatchard
(resina de troca i0nica), a partir do coeficiente angular das curvas 24-
B e 25-B, foram:

- Al-cisteina, log 3 =-1,50
- Al-cistina, log g =-4,70

Valores estes que sdo inferiores aos obtidos para as espécies
predominantes em solucdo, usando o programa BEST (titulacéo
potenciométrica), esta divergéncia nos resultados se deve
provavelmente ao método Scatchard, que fornece valores aproximados
para constantes de estabilidade [75] e as condi¢bes de complexacéo
ndo serem as mesmas, com o pH que para o estudo envolvendo troca
ibnica foi < 5,0. Este pH propicia a formacdo de espéecies protonadas
em solucdo, que ndo foram encontradas como espécies predomenantes
usando titulagdo potenciométrica, provavelmente devido a faixa de pH
trabalhada.

4.4 Estudo da interacdo do Al com os aminoacidos cistina e

cisteina por polarografia

O principal uso da polarografia estd na analise quantitativa.
Como a corrente de difusdo e proporcional a concentracdo do
constituinte em anélise, a altura de uma onda polarogréfica indica o
quanto do constituinte esta presente no sistema. Grupos funcionais
organicos ddo origem a ondas polarogréaficas, que podem ser utilizadas

para sua identificacgao [22].
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Métodos polarograficos tém sido usados para o estudo de
complexos metalicos sob uma variedade de condi¢des, sendo um
método que fornece informacgbes quantitativas sobre o complexo
formado. O método estd baseado na mudanca do potencial de meia
onda do ion metalico, devido a presenca do agente complexante [95].

Para algumas reacOes que ocorrem em solugcdo com formacao
ou consumo de produtos ou reagentes polarograficamente ativos, a
polarografia pode ser usada como um meio de acompanhamento
cinético da reacéo [96].

A determinacdo polarografica de ions metéalicos como o
aluminio, que sdo facilmente hidrolisados pode apresentar problemas
em solucdo aquosa [32]. A determinacdo do aluminio por técnicas
eletroquimicas é dificil também, devido ao potencial de reducdo do
AI(I) ser muito negativo (- 1,75 V) [97]. No presente estudo,
utilizou-se a polarografia para medir os sinais polarograficos da
cisteina e da cistina, na presenca e na auséncia de aluminio, com a
intencdo de verificar se ocorre um deslocamento ou diminui¢cdo do
sinal do grupo —SH, e do grupo —SS- na presenca de fons AlI**.

A polarografia de onda quadrada com eletrodo gotejante de
mercario (DME), usando KCI 0,1 M como eletrdlito suporte, foram
utilizados para observacdo das alteracbes sofridas no sinal
polarografico da cisteina e da cistina com adi¢Oes de solucBes de
AICls.

Os compostos, cujas moléculas contém o grupo dissulfeto (-SS-

), como a cistina, apresentam sinais polarograficos catddicos, como
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resultado da reacdo de reducdo dos atomos de enxofre no eletrodo de
mercario [95 ].

Com o objetivo de confirmar que o aluminio se liga a cistina,
foram monitoradas mudancgas no pico apresentado no polarograma de
solucdes de cistina com adicdes de soluces de AI**, como mostra a

Figura 26.
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Figura 26: Polarogramas das solucdes de cistina 0,125 mM (A) e
cistina mais aluminio nas proporcdes de 1:1 (B) e 1:2 (C), obtidos
usando polarografia de onda quadrada no modo de operagdo com

eletrodo gotejante de mercurio (DME).
O decréscimo no pico da RSSR na presenca de Al pode ser

atribuido a inacessibilidade do dissulfeto ligado ao Al para reducéo na

superficie do eletrodo, podendo indicar que a interacdo do Al com
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cistina ocorre por ligacdo dissulfeto, como foi obsevado por Cakir
[50], visto que esta ligacédo é responsavel pela atividade eletroquimica
do aminoacido.
RSSR+2e +2H" < 2RSH

As intensidades de corrente dos picos polarograficos da cisteina
em solucdo com e sem aluminio, em diferentes proporcdes (1:1 e 1:2)
estdo na tabela 19, a partir da qual foi construida a Figura 27. No
apéndice B estdo representados os polarogramas obtidos para as

solucges de cisteina nas concentragc6es indicadas na tabela 19.

Tabela 19: Intensidade de corrente do sinal polarografico para

solucgbes de cisteina com e sem AlCl; em diferentes proporcoes.

Concentracdo de Concentracdo de  Intensidade do sinal Proporc¢éo
cisteina (mM) AICl3 (mM) (nA) cisteina:Al
0,0098 0,0000 36,5 (+ 1,54) -
0,0245 0,0000 87,5 (+ 1,51) -
0,0392 0,0000 134,6 (£2,11) -
0,0098 0,0098 35,4 (+2,14) 11
0,0245 0,0245 82,9 (£ 1,45) 1:1
0,0392 0,0392 129,7 (+ 2,05) 1:1
0,0098 0,0197 35,2 (+2,31) 1:2
0,0245 0,0489 79,0 (£ 2,21) 1:2
0,0392 0,0785 125,0 (+ 1,26) 1:2

Faixa de varredura: -100 a -400 mV.
Ep=-0,25V
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Figura 27: Intensidade de corrente do sinal polarografico versus
concentracdo de cisteina em agua ou solucdo de AICl; em diferentes

proporcoes.

Moléculas contendo um ou mais grupos tiol (SH), como a
cisteina, muitas vezes geram ondas anddicas como resultado da
formacdo de compostos insolliveis com o mercurio do eletrodo.
Genericamente a reacdo anddica nestes casos, pode ser expressa como
sendo [95].

(R)SH + Hg < (R)SHg + H" + &

Pode-se observar através da figura 27, que hd uma pequena
diminuicdo do sinal polarografico da cisteina com adicdo do Al a
solucdo, diminuicdo esta que independe da propor¢cdo metal:ligante.
Uma vez que o sinal polarografico é devido ao grupo tiol, e a

diminuicdo sofrida no mesmo é muito pequena com a adi¢do do
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aluminio, pode-se supor que a complexacao do aluminio pela cisteina
nédo se dé através do enxofre do grupo tiol.

Para verificar o efeito da adicdo de solucdo contendo o fon AI**
sobre o pico polarografico da cistina, foram obtidos polarogramas de
solugGes de cistina e solugbes de cistina mais solucdo de AICI; em
diferentes concentragfes. A variagdo sofrida na intensidade de

corrente dos picos polarogréaficos estdo mostradas na Figura 28.

<é 60 3
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40 | ¢
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Concentragao AICI3 (mM)

Figura 28: Intensidade de corrente dos picos polarograficos da cistina

em solucdo (0,0408 mM) versus concentracdo de AICI; (mM).

Pode-se observar na figura 28 que a adicdo de quantidades
crescentes de aluminio a solugbes contendo cistina, provoca uma
diminuicdo gradual da intensidade de corrente do pico polarografico
da mesma, aumentando a quantidade de cistina combinada, até atingir
a concentracdo de ~ 0,03 mM de AICI;, com uma relacdo
metal:ligante de 1:1, a partir da qual a intensidade de corrente do pico

permanece constante, correspondendo ~ 36% da concentracdo de
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cistina presente em solucéo. Estudo semelhante foi feito com solucdes
de cisteina, mas ndo foi observada variacdo significativa no sinal
polarografico da mesma.

Na tabela 20 estdo os dados obtidos nos polarogramas
(intensidade da corrente) de solucGes de cistina com e sem aluminio,
nas proporcgdes de (1:1) e (1:2). No apéndice B estdo representados 0s
polarogramas obtidos para solucGes de cistina nas concentracdes

indicadas na tabela 20.

Tabela 20: Intensidade de corrente do sinal polarografico para

solugGes de cistina com e sem AICI; em diferentes proporgoes.

Concentracdo de  Concentragdo de Intensidade de corrente Proporgéo

cistina (mM) AICI; (MM) (nA) cistina: Al

0,0416 0,0000 20,0 (£ 0,85) -
0,0832 0,0000 43,0 (£ 0,34) -
0,1250 0,0000 54,7 (£ 0,90) -
0,0416 0,0416 17,0 (= 0,76) 11
0,0832 0,0876 29,4 (£1,08) 11
0,1250 0,1240 44,4 (£ 0,90) 11
0,0416 0,0876 16,7 (£ 0,35) 1:2
0,0832 0,1750 30,0 (+ 1,65) 1:2
0,1250 0,2480 44,3 (£ 1,00) 1:2

Faixa de varredura: -100 a -400 mV.

Ep = -0,20V

A partir dos dados apresentados na tabela 20 foi construida a

Figura 29, que mostra a reducéo sofrida na intensidade de corrente do

123



pico polarografico da cistina em solucdo, com a adicdo de aluminio

em diferentes proporgoes.

jg 60 o Cistina
— 50 m Cistina-Al
40 - O gié%l)na-Al
30 | (2:2)
20 A
a1l
0 - —
0,0416 0,0832 0,125
Concentracdo de cistina (mM)

Figura 29: Intensidade de corrente do sinal polarografico versus
concentracdo de cistina em agua ou solucdo de AICI; em diferentes

proporgoes.

A reducdo apresentada nos picos polarograficos dos
aminoacidos cisteina (figura 27) e cistina (figura 29), independem da
proporcdo empregada, representando, cerca de 5% (+ 6,06) para a
cisteina e 20% (+ 2,85) para a cistina, indicando comprometimento do
grupo dissulfeto no processo de complexacdo, 0 mMesmo
comportamento ndo foi observado para o grupo tiol. Observacgédo esta
que esta de acordo com os resultados obtidos por Cakir [50], para a

complexacdo da cisplatina com cistina.
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4.5 Avaliacéo da estabilidade da cisteina em solugéo

Como a cisteina pode ser oxidada a cistina, investigou-se a
estabilidade das solugbes aquosas de cisteina em temperatura
ambiente atraves da reacdo do grupo tiol com DTNB.

Os alquiltidis podem ser convenientemente derivatizados com
DTNB, formando dissulfetos de coloracdo amarela, que podem ser
determinados por espectrofotometria [96]. Apbés a verificacdo da
resposta dos espectros de absorcdo para solugbes de cisteina -DTNB
com diferentes concentragOes da mesma, foi obtida a Figura 30 que
mostra 0s espectros obtidos para solugdes de cisteina na presenca de
DTNB, os espectros foram obtidos para solucdes de cisteina com
diferentes tempos (dias) de preparo. Os picos registrados no espectro
comprovam a degradacdo da mesma com 0 tempo a temperatura

ambiente.

1,4 -

— 0 dias
— 9 dias

28 dias
—— 44 dias

Absorbancia

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4 -

0,2

0,0 = S

T T T T T T T T T
350 400 450 500 550
Comprimento de onda(nm)

Figura 30: Espectro de absorcdo de solugbes de cisteina (0,10 mM)

com DTNB ap0s diferentes dias de preparo a temperatura ambiente.
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A partir dos espectros obtidos e mostrados na figura 30, foi
calculada a porcentagem de cisteina decomposta em fungéo do tempo,
mantida a temperatura ambiente, com mostra a Figura 31, ap0s 45 dias

a decomposicao da cisteina atinge cerca de 12%.

14 -
12 4
10 4
8 4
6 4
4 4
2 J
0 ) ) ) ) |
0 10 20 30 40 50

Tempo (dias)

% decomposta

Figura 31: Porcentagem de decomposicdo da cisteina em solugédo

aquosa em funcdo do tempo (dias) a temperatura ambiente.

A cinética de decomposicdo da cisteina € relativamente lenta
(figura 31), indicando que apds 10 dias de preparo da solucdo aquosa
de cisteina, mantida a temperatura ambiente, apresenta uma
decomposicdo de aproximadamente 3%, decomposicdo esta que nédo
chega a interferir nos valores obtidos para constantes de estabilidade
dos complexos formados entre cisteina e Al, visto que, as solucdes
preparadas de cisteina eram mantidas sob refrigeracdo e utilizadas

num prazo menor do que 10 dias.
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5. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A sugestdo para dar continuidade ao trabalho desenvolvido até
aqui, € a sintese dos complexos formados com obtencdo de
monocristais em sistemas de reacdo especificos, envolvendo AICI;
(anidro) e os aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina, com
controle de pH do meio de reacdo, uma vez que 0s complexos
formados dependem da disponibilidade dos sitios de ligacdo dos
aminoacidos envolvidos no estudo. Uma vez obtidos os cristais, suas
estruturas poderdo ser determinadas através de difracdo de raios-X em
monocristal (UFSM).

A continuidade proposta envolve um trabalho interdisciplinar,
exigindo um estudo analitico dos complexos formados, quimica de
coordenacdo (quimica inorganica) e cristalografia.

Como nédo existem estruturas definidas para os complexos
envolvendo aminoacidos que contém enx6fre e aluminio, bem como
com ornitina e lisina, as estruturas propostas, envolvendo as
habilidades de complexacdo do metal e do ligante, sdo (Figuras 32 e
33):
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(A)

(B)

O=0

Figura 32: Estruturas esquematicas propostas das moléculas dos
complexos nos sistemas: (A) AICI; (anidro) — cisteina (1:1)
(B) AICl; (anidro) — cistina (1:1)
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(A)

(B)

Figura 33: Estruturas esquematicas propostas das moléculas dos
complexos nos sistemas: (A) AICI; (anidro) — ornitina (1:2)
(B) AICI; (anidro) — lisina (1:2)
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6. CONCLUSOES

Através de titulacdo potenciométrica foi possivel obter as
constantes de estabilidade (log ) dos complexos formados entre 0s
aminoacidos cisteina, cistina, ornitina e lisina, separadamente, com 0
fon AI** a 25 °C, usando para o tratamento dos dados o programa
computacional BEST, proprio para este calculo.

Os valores de o obtidos nos célculos das constantes estdo na
faixa de 0,01 a 0,038; sem o uso das constantes de hidrolise do
aluminio, valores estes considerados aceitaveis [71]. Os valores
destacados como resultado deste trabalho, foram os obtidos com a
inclusdo das constantes de hidrolise do aluminio nos calculos, os
valores de o variaram de 0,023 a 0,46. Os valores obtidos para log B,
indicam que os ligantes estudados atuam como aminoacidos simples
no processo do complexagdo do aluminio em solugéo aquosa a 25 °C.

Os valores calculados para as constantes de estabilidade dos
complexos formados em maior proporcdo em solucdo entre o aluminio
e 0s quatro aminoacidos estudados, apresentam a seguinte ordem:
lisina< cisteina< cistina< ornitina. Ordem que estad de acordo com o
observado para a extracdo de AI** de resinas catidnicas e também do
vidro por solucdes contendo os aminoacidos [85], com excecdo da

I3

cistina que extraiu maior quantidade de AlI* do vidro.

Os estudos envolvendo polarografia e resinas catibnicas

[*

mostraram que existe interagdo entre o ion Al®" e os aminoacidos

cisteina e cistina, sendo que em solucéo a cistina parece interagir mais
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efetivamente com o aluminio, o que esta de acordo com os valores
obtidos para o log B.

O meétodo Scatchard foi usado como um método alternativo
para determinacdo de constantes de estabilidade, os valores néo
coincidem com os valores encontrados usando o programa BEST,
provavelmente devido as condig¢des distintas usadas nos dois célculos
de log B.
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Apéndice A

Abaixo estd representado um dos graficos obtidos pela
aplicacdo do método Gran para determinacdo do grau de
contaminacao de uma solucéo de KOH por carbonato. Onde:

o = (Vo + Vior) X 107

VO = volume inicial
VKOH = volume de KOH adicionado
R = leitura do pHmetro
“-* = ysado na regido acida

“+” = usado na regido alcalina

Gréfico de ¢ versus volume de KOH 0,1 N adicionado a 10 mL de
solucdo de HCI 0,1 N.

4)4
35
3]
25
2
15 4
1
05
0

] 3 B g 12 15
Yolume de KOH
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Apéndice B

Polarogramas obtidos usando polarografia de onda quadrada no
modo de operacéo eletrodo gotejante de mercdrio (DME), com
velocidade de varredura de 10 mV/s, em solugdes aquosas com KCI

0,1 M, como eletrolito suporte para solucdes de cisteina e cistina.

I{nA)
120 —

)

100 —
80 —

60 —

0 Ji

|
2100 -250 -400 -100 -250 -400 -100 -250—400 E (m¥)

Polarograma de solugdes de cisteina nas concentracGes de
0,0098 (C); 0,0245 (B) e 0,0392 (A) mM. Nao estdo mostrados 0s
polarogramas da cisteina mais aluminio, porque a diminuicdo sofrida

no pico polarogréafico foi muito pequena.
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Polarogramas de solugcdes de cistina em solugdo nas
concentracdes de 0,0416 (C) ; 0,0832 (B) e 0,125 (A) mM.
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Apéndice C
Diagrama de equilibrio de espécies para solucdes aquosas de

aluminio na concentracdes de 0,001 M. As cargas foram omitidas.

[A1]= 0,001M
e 100
,g Al AlOH)3
ka S0 AlO2
e
=2 G0 4
40 4
Al{OH)2
20 4
[:I IAI()H T 1 1
1 Z il b & 10 pH 12
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Apéndice D

Diagramas de equilibrio de espécies para os aminoacidos em
solucdo aquosa, obtidos a partir dos dados fornecidos pelo programa
computacional BEST, quando foram calculadas as constantes de

protonacdo dos mesmos.

¢ 100 =
g CysH?2 ™ CysH
& 0] \
O y
3= 60 '

40

20

Cys
U I T I T
CysH3
§ 7 g g 10 pH 11

Diagrama de equilibrio de espécies para cisteina (8,1 mM) em

solucdo aquosa com pu = 0,1 M.

=
=
i

spédes
Lee]
Lo

%he

) B 7 8 a 10 1

pH

Diagrama de equilibrio de espécies para cistina (0,353 mM) em

solugcdo aquosa com p=0,01 M.
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OrnH2 OrnH

%espécies
Lee]
Lo}
1

L))
L]
1

Oorn

5.8 78 838 a8 . 10,8

Diagrama de equilibrio de espécies para ornitina (9,1 mM) em

solucdo aquosa com pu =0,091 M.

=
i
]

LisH Lis

%oespécies
I i L]
i i i

]
L]
I

§ 7 8 9 10 ”pH 12

Diagrama de equilibrio de espécies para lisina (10,0 mM) em

solucdo aquosa com pu = 0,1 M.

145



Apéndice E

Determinacéo do produto ionico da agua (pKw) [98]

Kw = Ch+.Con-.v+

Ch+, Con-= concentracéo dos fons H" e OH™ em solugio
v+ = coeficiente de atividade i6nico médio da solucéo

O valor de Cy: e Con. pode ser determinado a partir da
condutividade da agua a 25 °C.
Para a 4gua do milli-Q : R = 18,2 x 10° Q.cm

C=1/R=5495x10° Q" .cm™ =5,495 x 10° S/cm

A condutancia equivalente para 4gua pura: Aus + Aow. = 548,4 Q*.cm?

5,495x10°
548,4

Para solucdo de KCL 0,1 M, v, = 0,764, entdo:

Kw = 1,002 x 107. 1,002 x 10" (0,764)?
Kw = 5,8603 x 10
pKw = - 14,23

=1,002x10""mols/L

Para solugdo de KCL 0,01 M, y. = 0,899"%] pKw = - 14,09
Para solucdo de KCL 0,091 M, y. = 0,776 pKw = - 14,22
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Apéndice F

Resultados da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica

para obtencdo de constantes de estabilidade dos complexos formados

entre aluminio e cisteina na proporcdo de 1:1, u=0,1Me T =25 °C.

Programa BEST versdo 10/10/1991

Cisteina
Volume inicial
Normalidade da base

Milimoles de acido

Numero de pontos da titulacdo

Componentes
1 cisteina
2 aluminio

3 proton

Log B

1) 0,00

2) 11,04

3) 19,79

4) 22,78

5) 0,00

6) 0,00

7)7,30

8) 6,93

9)7,15

10) -2,00

11) -14,67

12) -14.23

c =0,0116

Vb a

0,00 -0,004
0,02 -0,002
0,04 -0,01
0,06 0,0
0,08 0,001

20,0
0,01
0,0006
109

0,162
0,162
0,324

Espécies

1 cisteina
1 cisteina
lcisteina

lcisteina

0 cisteina
0 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
0 cisteina

pH experimental
4,350
4,358
4,375
4,376
4,377

0 aluminio 0 proton
0 aluminio 1 proton
0 aluminio 2 préton
0 aluminio 3 préton
1 aluminio 0 préton
0 aluminio 1 préton
1 aluminio 0 préton
1 aluminio -1 préton
1 aluminio 1 préton
1 aluminio -2 préton
1 aliminio -3 préton
0 aluminio -1 préton

PH calculado

4,371

4,374

4,377

4,381

4,384
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0,100
0,120
0,140
0,160
0,180
0,200
0,240
0,260
0,280
0,300
0,320
0,340
0,360
0,380
0,400
0,450
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,750
0,800
0,850
0,900
0,950
1,000
1,100
1,200
1,300
1,400
1,500
2,000
2,500
3,000
3,500
4,000

0,002
0,004
0,005
0,006
0,007
0,009
0,011
0,012
0,014
0,015
0,016
0,017
0,019
0,020
0,021
0,024
0,027
0,030
0,033
0,036
0,040
0,043
0,046
0,049
0,052
0,055
0,058
0,064
0,070
0,077
0,083
0,089
0,120
0,151
0,181
0,212
0,243

4,385
4,390
4,395
4,400
4,405
4,406
4,415
4,416
4,420
4,425
4,426
4,427
4,430
4,435
4,440
4,450
4,455
4,460
4,475
4,480
4,490
4,500
4,505
4,510
4,515
4,520
4,530
4,540
4,545
4,555
4,575
4,585
4,600
4,655
4,690
4,715
4,730

4,387
4,39

4,393
4,396
4,399
4,402
4,408
4,411
4,414
4,417
4,420
4,422
4,425
4,428
4,430
4,437
4,443
4,449
4,455
4,461
4,467
4,472
4,483
4,483
4,488
4,493
4,498
4,508
4,517
4,526
4,534
4,542
4,579
4,611
4,639
4,665
4,688
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4,500

5,000

5,500

6,000

6,500

7,000

7,500

8,000

0,850

9,000

9,500

10,000
11,000
12,000
13,000
14,000
15,000
16,000
17,000
18,000
19,000
20,000
21,000
22,000
23,000
24,000
25,000
26,000
27,000
28,000
29,000
30,000
31,000
32,000
33,000
34,000
35,000

0,274
0,305
0,366
0,367
0,398
0,428
0,459
0,490
0,521
0,552
0,583
0,614
0,675
0,737
0,799
0,860
0,922
0,984
1,046
1,107
1,169
1,231
1,293
1,354
1,416
1,478
1,540
1,601
1,663
1,725
1,786
1,848
1,910
1,972
2,033
2,095
2,157

4,745
4,755
4,760
4,775
4,785
4,790
4,795
4,805
4,820
4,825
4,830
4,840
4,850
4,860
4,880
4,890
4,900
4,910
4,930
4,940
4,950
4,960
4,975
4,990
5,001
5,025
5,045
5,060
5,075
5,095
5,115
5,140
5,165
5,190
5,220
5,255
5,300

4,709
4,730
4,748
4,766
4,783
4,799
4,815
4,830
4,844
4,858
4,872
4,885
4,911
4,935
4,959
4,982
5,005
5,026
5,048
5,069
5,090
5,111
5,132
5,153
5,173
5,194
5,215
5,237
5,258
5,280
5,032
5,325
5,349
5,373
5,398
5,424
5,451
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36,000
37,000
38,000
39,000
40,000
41,000
42,000
43,000
44,000
45,000
46,000
47,000
48,000
49,000
50,000
51,000
52,000
53,000
54,000
55,000
56,000
57,000
58,000
59,000
60,000
61,000
62,000
63,000
64

2,219
2,280
2,342
2,404
2,465
2,527
2,589
2,651
2,712
2,774
2,836
2,898
2,959
3,021
3,083
3,144
3,206
3,268
3,330
3,391
3,453
3,515
3,577
3,638
3,700
3,762
3,823
3,885
3,947

5,355
5,405
5,495
5,650
5,890
6,130
6,430
6,790
7,270
7,545
7,815
8,005
8,155
8,255
8,360
8,430
8,490
8,580
8,665
8,760
8,840
8,935
9,025
9,100
9,155
9,210
9,27

9,32

9,510

5,480
5,510
5,543
5,577
5,615
5,656
5,702
5,755
5,817
5,892
5,989
6,125
6,385
7,299
7,885
8,157
8,343
8,492
8,620
8,736
8,845
8,952
9,059
9,169
9,288
9,419
9,570
9,753
9,986
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Apéndice G

Resultados da computacao

dados

da

titulacdo

potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e cisteina, usando nos calculos as

constantes de hidrolise do aluminio, na proporcéo de 1:1, u=0,1 M e

T=25°C.

Programa BEST versao 10/10/1991
Cisteina

Volume inicial

Normalidade da base

Milimoles de &cido

NUmero de pontos da titulagao
Componentes

1 cisteina

2 aluminio

3 proton

Log B

1) 0,00

2) 11,05
3) 19,79
4) 22,78
5) 0,00

6) 0,00
7)-5,33
8) -10,41
9) —29,92
10) —23,46
11) -13,13
12) 6,45
13) 6,15
14) 6,38
15) -15,47
16) -2,80

20,0
0,01
0,0006
109

0,162
0,162
0,324

Espécies
1 cisteina
1 cisteina
lcisteina
lcisteina
0 cisteina
0 cisteina
0 cisteina
0 cisteina
0 cisteina
0 cisteina
0 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
1 cisteina
lcisteina
1 cisteina

0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
3 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio

1 aliminio

0 proton
1 proton
2 préton
3 préton
0 préton
1 proton
-1 préton
-2 préton
-3 préton
-4 préton
-4 préton
0 préton
-1 préton
1 préton
-3 proton

-2 proton
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17) -14,23 0 cisteina 0 aluminio -1 préton
c =0,459

Vb a pH experimental PH calculado
0,00 -0,004 4,350 3,925
0,02 -0,002 4,358 3,927
0,04 -0,01 4,375 3,928
0,06 0,0 4,376 3,930
0,08 0,001 4,377 3,931
0,100 0,002 4,385 3,933
0,120 0,004 4,390 3,934
0,140 0,005 4,395 3,936
0,160 0,006 4,400 3,937
0,180 0,007 4,405 3,939
0,200 0,009 4,406 3,940
0,240 0,011 4,415 3,942
0,260 0,012 4,416 3,945
0,280 0,014 4,420 3,946
0,300 0,015 4,425 3,948
0,320 0,016 4,426 3,949
0,340 0,017 4,427 3,951
0,360 0,019 4,430 3,952
0,380 0,020 4,435 3,954
0,400 0,021 4,440 3,955
0,450 0,024 4,450 3,959
0,500 0,027 4,455 3,962
0,550 0,030 4,460 3,966
0,600 0,033 4,475 3,969
0,650 0,036 4,480 3,973
0,700 0,040 4,490 3,976
0,750 0,043 4,500 3,979
0,800 0,046 4,505 3,983
0,850 0,049 4,510 3,986
0,900 0,052 4,515 3,989
0,950 0,055 4,520 3,993
1,000 0,058 4,530 3,996
1,100 0,064 4,540 4,002
1,200 0,070 4,545 4,009
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1,300
1,400
1,500
2,000
2,500
3,000
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000
6,500
7,000
7,500
8,000
0,850
9,000
9,500
10,000
11,000
12,000
13,000
14,000
15,000
16,000
17,000
18,000
19,000
20,000
21,000
22,000
23,000
24,000
25,000
26,000
27,000

0,077
0,083
0,089
0,120
0,151
0,181
0,212
0,243
0,274
0,305
0,366
0,367
0,398
0,428
0,459
0,490
0,521
0,552
0,583
0,614
0,675
0,737
0,799
0,860
0,922
0,984
1,046
1,107
1,169
1,231
1,293
1,354
1,416
1,478
1,540
1,601
1,663

4,555
4,575
4,585
4,600
4,655
4,690
4,715
4,730
4,745
4,755
4,760
4,775
4,785
4,790
4,795
4,805
4,820
4,825
4,830
4,840
4,850
4,860
4,880
4,890
4,900
4,910
4,930
4,940
4,950
4,960
4,975
4,990
5,001
5,025
5,045
5,060
5,075

4,015
4,021
4,027
4,056
4,084
4,110
4,135
4,160
4,183
4,207
4,229
4,252
4,274
4,296
4,318
4,340
4,361
4,383
4,406
4,428
4,474
4,521
4,570
4,623
4,680
4,741
4,810
4,886
4,973
5,073
5,183
5,297
5,406
5,503
5,588
5,661
5,726
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28,000
29,000
30,000
31,000
32,000
33,000
34,000
35,000
36,000
37,000
38,000
39,000
40,000
41,000
42,000
43,000
44,000
45,000
46,000
47,000
48,000
49,000
50,000
51,000
52,000
53,000
54,000
55,000
56,000
57,000
58,000
59,000
60,000
61,000
62,000
63,000
64

1,725
1,786
1,848
1,910
1,972
2,033
2,095
2,157
2,219
2,280
2,342
2,404
2,465
2,527
2,589
2,651
2,712
2,774
2,836
2,898
2,959
3,021
3,083
3,144
3,206
3,268
3,330
3,391
3,453
3,915
3,577
3,638
3,700
3,762
3,823
3,885
3,947

5,095
5,115
5,140
5,165
5,190
5,220
5,255
5,300
5,355
5,405
5,495
5,650
5,890
6,130
6,430
6,790
7,270
7,545
7,815
8,005
8,155
8,255
8,360
8,430
8,490
8,580
8,665
8,760
8,840
8,935
9,025
9,100
9,155
9,210
9,27

9,32

9,510

5,784
5,837
5,885
5,930
5,973
6,013
6,052
6,089
6,124
6,159
6,192
6,225
6,257
6,289
6,321
6,353
6,386
6,419
6,455
6,492
6,531
6,574
6,619
6,668
6,721
6,777
6,838
6,903
6,974
7,051
7,136
7,229
7,329
7,437
7,552
7,672
7,796
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Apéndice H

Resultados da

computacao

dos

dados

titulacdo

potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e cistina na proporc¢éo de 1:1, pu =

0,0lMeT=25°C.

Programa BEST versao 10/10/1991

Cistina

Volume inicial

Normalidade da base
Milimoles de &cido

NUmero de pontos da titulagao
Componentes

1 cistina

2 aluminio

3 proton

Log B

1) 0,00

2)9,80

3) 18,54

4) 22,55

5) 23,52

6) 0,00

7)0,00

8) 10,28

9) 1,65

10) 1,48

11) -5,61

12) 5,22

13) 1,04

14) -14.20

c =0,029

Vb a
0,000 -0,101
0,020 -0,073

20,27
0,01
0,00072
52

0,00716
0,0073
0,0144

Espécies
1 cistina
1 cistina
1cistina

1cistina

1cistina

0 cistina
0 cistina
1 cistina
1 cistina
1 cistina
1 cistina
1 cistina
1 cistina

0 cistina

pH experimental
4,827
4,850

0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio

0 aluminio

PH calculado
4,883
4,929

0 proton
1 proton
2 préton
3 préton
4 préton
0 préton
1 proton
0 préton
-1 préton
1 préton
-2 préton
-3 préton
2 préton

-1 préton
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0,040
0,060
0,080
0,100
0,120
0,140
0,160
0,180
0,200
0,220
0,240
0,260
0,280
0,300
0,350
0,400
0,450
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,800
0,850
0,900
0,950
1,000
1,100
1,200
1,300
1,400
1,500
1,600
1,700
1,800
1,900
2,000

-0,045
-0,017
0,011
0,039
0,067
0,095
0,123
0,151
0,179
0,207
0,235
0,263
0,291
0,318
0,388
0,458
0,528
0,598
0,668
0,737
0,807
0,877
1,017
1,087
1,156
1,226
1,296
1,436
1,575
1,715
1,855
1,994
2,134
2,274
2,413
2,553
2,693

4,897
4,930
4,967
5,017
5,053
5,080
5,120
5,153
5,172
5,183
5,193
5,210
5,220
5,232
5,247
5,257
5,268
5,278
5,290
5,297
5,310
5,318
5,337
5,347
5,360
5,370
5,378
5,407
5,428
5,460
5,487
5,527
5,577
5,637
5,707
5,840
6,127

4,971
5,007
5,037
5,063
5,860
5,106
5,123
5,139
5,153
5,166
5,178
5,188
5,199
5,208
5,229
5,248
5,264
5,279
5,293
5,306
5,318
5,329
5,350
5,360
5,369
5,378
5,387
5,404
5,421
5,437
5,452
5,467
5,483
5,498
5,513
5,528
5,543
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2,500
3,000
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000
6,500
7,000
7,500
8,000

3,391
4,089
4,788
5,486
6,883
6,883
7,581
8,279
8,978
9,676
10,374
11,073

8,400

9,047

9,550

10,057
10,530
10,827
11,027
11,163
11,267
11,343
11,420
11,473

5,628

5,740

5,978

10,409
10,793
10,987
11,117
11,213
11,289
11,351
11,404
11,449
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Apéndice |

Resultados da computacdo dos dados da titulacédo
potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos
complexos formados entre aluminio e cistina, usando as constantes de

hidrdlise do aluminio na propor¢do de 1:1, u=0,01 Me T =25 °C.

Programa BEST versao 10/10/1991

Cistina

Volume inicial 20,27

Normalidade da base 0,01

Milimoles de &cido 0,00072

NUmero de pontos da titulagao 52

Componentes

1 cistina 0,00716

2 aluminio 0,0073

3 proton 0,0144

Log B Espécies

1) 0,00 1 cistina 0 aluminio 0 proton
2) 9,80 1 cistina 0 aluminio 1 proton
3) 18,54 1cistina 0 aluminio 2 proton
4) 22,55 1cistina 0 aluminio 3 proton
5) 23,52 1cistina 0 aluminio 4 proton
6) 0,00 0 cistina 1 aluminio 0 préton
7) 0,00 0 cistina 0 aluminio 1 proton
8)-5,33 0 cistina 1 aluminio -1 préton
9) -10,41 0 cistina 1 aluminio -2 préton
10) 29,92 0 cistina 1 aluminio -3 préton
11) -23,46 0 cistina 1 aluminio -4 préton
12) -13,13 0 cistina 3 aluminio -4 proéton
13) 6,92 1 cistina 1 aluminio 0 préton
14) 1,34 1 cistina 1 aluminio 1 préton
15) 0,46 1 cistina 1 aluminio -1préton
16) 0,91 1 cistina 1 aluminio 2 proton
17) -5,97 1 cistina 1 aluminio -2 préton
18) -5,22 1 cistina 1 aluminio -3 proton
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19) -14.20
c=0,324
Vb
0,000
0,020
0,040
0,060
0,080
0,100
0,120
0,140
0,160
0,180
0,200
0,220
0,240
0,260
0,280
0,300
0,350
0,400
0,450
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,800
0,850
0,900
0,950
1,000
1,100
1,200
1,300
1,400
1,500

-0,101
-0,073
-0,045
-0,017
0,011
0,039
0,067
0,095
0,123
0,151
0,179
0,207
0,235
0,263
0,291
0,318
0,388
0,458
0,528
0,598
0,668
0,737
0,807
0,877
1,017
1,087
1,156
1,226
1,296
1,436
1,575
1,715
1,855
1,994

0 cistina

pH experimental
4,827
4,850
4,897
4,930
4,967
5,017
5,053
5,080
5,120
5,153
5,172
5,183
5,193
5,210
5,220
5,232
5,247
5,257
5,268
5,278
5,290
5,297
5,310
5,318
5,337
5,347
5,360
5,370
5,378
5,407
5,428
5,460
5,487
5,527

0 aluminio

PH calculado
4,507
4,528
4,549
4,570
4,590
4,609
4,628
4,647
4,665
4,683
4,700
4,717
4,734
4,750
4,766
4,782
4,821
4,858
4,896
4,933
4,969
5,006
5,044
5,081
5,155
5,192
5,227
5,261
5,293
5,349
5,398
5,439
5,476
5,508
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1,600
1,700
1,800
1,900
2,000
2,500
3,000
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000
6,500
7,000
7,500
8,000

2,134
2,274
2,413
2,553
2,693
3,391
4,089
4,788
5,486
6,883
6,883
7,581
8,279
8,978
9,676
10,374
11,073

5,577
5,637
5,707
5,840
6,127
8,400
9,047
9,550
10,057
10,530
10,827
11,027
11,163
11,267
11,343
11,420
11,473

5,538
5,565
5,592
5,617
5,642
5,768
5,936
6,289
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Apéndice J

Resultados

computacao

dos

dados

da titulacao

potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e ornitina na proporcdo de 1:1, u

=0,091MeT=25°C.

Programa BEST versao

10/10/1991
Ornitina

Volume inicial

Normalidade da

base

Milimoles de &cido

NUmero de pontos da titulagao

Componentes
1 ornitina
2 aluminio

3 proton

Log B

1) 0,00

2) 10,86
3) 20,00
4) 22,06
5) 0,00

6) 0,00

7) 6,60

8) 7,50

9) 8,91
10) -2,01
11)-10,84
12) 6,48
13) -14,23
5 =0,033
Vb

0,000
0,020

0,001
0,003

22,0
0,085
-0,00081
68

1,0
1,0
2,0

Espécies
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina

0 ornitina

pH experimental
3,900
3,903

0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio

0 aluminio

PH calculado
3,880
3,891

0 proton
1 proton
2 préton
3 préton
0 préton
1 proton
0 préton
-1 préton
1 préton
-2 préton
-3 préton
2 proton

-1 préton
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0,040
0,060
0,080
0,100
0,200
0,300
0,400
0,500
1,000
1,500
2,000
2,500
3,000
3,500
4,000
4,500
5,000
6,000
7,000
8,000
9,000
10,000
11,000
12,000
13,000
14,000
15,000
16,000
17,000
18,000
19,000
20,000
21,000
22,000
23,000
24,000
25,000

0,004
0,006
0,008
0,009
0,018
0,026
0,035
0,043
0,086
0,128
0,171
0,213
0,256
0,298
0,341
0,383
0,426
0,511
0,596
0,681
0,766
0,851
0,936
1,021
1,106
1,191
1,276
1,361
1,446
1,531
1,616
1,701
1,786
1,871
1,956
2,041
2,126

3,906
3,908
3,910
3,920
3,930
3,960
3,980
4,000
4,080
4,130
4,190
4,270
4,300
4,340
4,380
4,400
4,420
4,450
4,470
4,490
4,520
4,530
4,550
4,570
4,590
4,610
4,630
4,650
4,670
4,690
4,720
4,740
4,770
4,810
4,840
4,880
4,950

3,900
3,909
3,018
3,927
3,964
3,996
4,022
4,046
4,132
4,191
4,237
4,274
4,307
4,336
4,362
4,386
4,408
4,449
4,486
4,520
4,553
4,584
4,613
4,642
4,671
4,699
4,727
4,754
4,782
4,810
4,839
4,868
4,898
4,929
4,962
4,996
5,031
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26,000
27,000
28,000
29,000
30,000
31,000
32,000
33,000
34,000
35,000
36,000
37,000
38,000
39,000
40,000
41,000
42,000
43,000
44,000
45,000
46,000
47,000
48,000
49,000
50,000
51,000
52,000
53,000
54,000

2,211
2,296
2,381
2,466
2,551
2,636
2,721
2,806
2,891
2,976
3,061
3,146
3,231
3,316
3,401
3,486
3,571
3,656
3,741
3,826
3,911
3,996
4,081
4,166
4,251
4,336
4,421
4,506
4,591

4,990
5,080
5,240
5,540
6,050
6,480
7,370
7,690
7,900
8,070
8,190
8,350
8,600
8,720
8,780
8,860
8,910
8,970
8,990
9,080
9,170
9,250
9,320
9,370
9,430
9,500
9,570
9,630
9,690

5,070
5,110
5,157
5,207
5,265
5,333
5,418
5,530
5,703
6,142
8,140
8,444
8,600
8,707
8,790
8,860
8,921
8,977
9,028
9,077
9,124
9,171
9,113
9,113
9,113
9,113
9,113
9,113
9,113
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Apéndice K

Resultados da computacao

dados

titulacdo

potenciométrica para obtencdo de constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e ornitina, usando as constantes

de hidrélise do aluminio, na propor¢do de 1:1, u=0,091 Me T =25

°C.

Programa BEST versdo 10/10/1991
Ornitina

Volume inicial

Normalidade da base

Milimoles de &cido

Numero de pontos da titulacdo
Componentes

1 ornitina

2 aluminio

3 proton

Log B

1) 0,00

2) 10,86
3) 20,0

4) 22,06
5) 0,00

6) 0,00
7)-5,33
8) -10,41
9) —29,92
10) -23,46
11)-13,13
12) 6,84
13) 6,89
14) 6,60
15) -10,85
16) -5,18

22,0
0,085
-0,00081
68

1,0
1,0
2,0

Espécies

1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
0 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina
1 ornitina

1 ornitina

0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
0 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
3 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio
1 aluminio

1 aluminio

0 proton
1 proton
2 préton
3 préton
0 préton
1 préton
-1 préton
-2 préton
-3 préton
-4 préton
-4 préton
0 préton
1 préton
2 préton
-3 préton

-2 préton
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17) 7,52
18) -14,23
o =0,444
Vb
0,000
0,020
0,040
0,060
0,080
0,100
0,200
0,300
0,400
0,500
1,000
1,500
2,000
2,500
3,000
3,500
4,000
4,500
5,000
6,000
7,000
8,000
9,000
10,000
11,000
12,000
13,000
14,000
15,000
16,000
17,000
18,000
19,000

0,001
0,003
0,004
0,006
0,008
0,009
0,018
0,026
0,035
0,043
0,086
0,128
0,171
0,213
0,256
0,298
0,341
0,383
0,426
0,511
0,596
0,681
0,766
0,851
0,936
1,021
1,106
1,191
1,276
1,361
1,446
1,531
1,616

1 ornitina

0 ornitina

pH experimental
3,900
3,903
3,906
3,908
3,910
3,920
3,930
3,960
3,980
4,000
4,080
4,130
4,190
4,270
4,300
4,340
4,380
4,400
4,420
4,450
4,470
4,490
4,520
4,530
4,550
4,570
4,590
4,610
4,630
4,650
4,670
4,690
4,720

1 aluminio

0 aluminio

PH calculado
3,448
3,452
3,456
3,460
3,464
3,467
3,486
3,503
3,518
3,533
3,594
3,644
3,686
3,724
3,758
3,791
3,822
3,853
3,882
3,940
3,998
4,058
4,120
4,185
4,256
4,333
4,418
4,509
4,606
4,701
4,792
4,876
4,953
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20,000
21,000
22,000
23,000
24,000
25,000
26,000
27,000
28,000
29,000
30,000
31,000
32,000
33,000
34,000
35,000
36,000
37,000
38,000
39,000
40,000
41,000
42,000
43,000
44,000
45,000
46,000
47,000
48,000
49,000
50,000
51,000
52,000
53,000
54,000

1,701
1,786
1,871
1,956
2,041
2,126
2,211
2,296
2,381
2,466
2,551
2,636
2,721
2,806
2,891
2,976
3,061
3,146
3,231
3,316
3,401
3,486
3571
3,656
3,741
3,826
3911
3,996
4,081
4,166
4,251
4,336
4,421
4,506
4,591

4,740
4,770
4,810
4,840
4,880
4,950
4,990
5,080
5,240
5,540
6,050
6,480
7,370
7,690
7,900
8,070
8,190
8,350
8,600
8,720
8,780
8,860
8,910
8,970
8,990
9,080
9,170
9,250
9,320
9,370
9,430
9,500
9,570
9,630
9,690

5,024
5,090
5,154
5,215
5,275
5,335
5,396
5,459
5,625
5,596
5,674
5,763
5,867
5,998
6,174
6,443
6,979
7,579
7,957
8,205
8,386
8,526
8,642
8,740
8,827
8,905
8,978
9,046
9,112
9,176
9,240
9,305
9,372
9,442
9,518
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Apéndice L

Resultados da computacdo dos dados da titulacédo

potenciométrica, usando o programa BEST para obtencdo de

constantes de estabilidade dos complexos formados entre aluminio e

lisina na proporcdo de 1:1, n=0,1Me T =25 °C.

Programa BEST versao 10/10/1991

Lisina

Volume inicial 20,0

Normalidade da base 0,1

Milimoles de &cido -0,0339

NUmero de pontos da titulagao 66

Componentes

1 lisina 0,2

2 aluminio 0,2

3 proton 0,3

Log B Espécies

1) 0,00 1 lisina 0 aluminio 0 proton
2) 10,14 1 lisina 0 aluminio 1 proton
3) 18,44 1 lisina 0 aluminio 2 préton
4) 19,91 1 lisina 0 aluminio 3 préton
5) 0,00 0 lisina 1 aluminio 0 préton
6) 0,00 0 lisina 0 aluminio 1 proton
7) 7,68 1 lisina 1 aluminio 0 préton
8) 1,19 1 lisina 1 aluminio -1 préton
9) 17,70 1 lisina 1 aluminio 1 préton
10) 3,90 1 lisina 1 aluminio -2 préton
11) 13,96 1 lisina 1 aluminio 2 préton
12) 20,95 1 lisina 2 aluminio 1 proton
12) -14.28 0 lisina 0 aluminio -1 préton
6 =0,031

Vb a pH experimental PH calculado
0,000 0,170 3,980 4,063

0,020 0,180 4,000 4,087

0,040 0,190 4,033 4,109

167



0,060
0,080
0,100
0,120
0,140
0,160
0,18

0,200
0,220
0,240
0,260
0,280
0,300
0,320
0,340
0,360
0,380
0,400
0,420
0,440
0,460
0,480
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,750
0,800
0,900
1,000
1,100
1,200
1,300
1,400
1,500
1,700

0,200
0,210
0,220
0,230
0,240
0,250
0,260
0,270
0,280
0,290
0,300
0,310
0,320
0,330
0,340
0,350
0,360
0,370
0,380
0,390
0,400
0,410
0,420
0,445
0,470
0,495
0,520
0,545
0,570
0,619
0,670
0,719
0,770
0,820
0,869
0,920
1,020

4,060
4,083
4,103
4,123
4,153
4,187
4,203
4,227
4,240
4,257
4,267
4,277
4,283
4,293
4,307
4,310
4,323
4,333
4,340
4,343
4,347
4,350
4,357
4,367
4377
4,383
4,393
4,400
4,407
4,417
4,427
4,433
4,443
4,457
4,467
4,480
4,490

4,129
4,147
4,164
4.180
4,194
4,207
4,219
4,231
4,242
4,252
4,261
4,271
4,279
4,287
4,295
4,303
4,310
4,317
4,324
4,330
4,336
4,342
4,348
4,361
4,374
4,386
4,397
4,407
4,417
4,435
4,452
4,467
4,482
4,495
4,508
4,520
4,542
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2,000
2,200
2,500
2,800
3,000
3,200
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000
6,500
7,000
7,500
8,000
8,500
9,000
9,500
10,000
10,500
11,000
11,500
12,000
12,500
13,000

1,170
1,270
1,420
1,570
1,670
1,770
1,920
2,170
2,420
2,670
2,920
3,170
3,420
3,670
3,920
4,170
4,420
4,670
4,919
5,169
5,420
5,670
5,920
6,170
6,420
6,67

4,523
4,550
4,573
4,593
4,627
4,647
4,693
4,787
4,910
5,260
6,927
8,747
9,247
9,693
9,860
10,090
10,267
10,510
10,723
10,957
11,200
11,440
11,650
11,850
12,027
12,150

4,573
4,592
4,619
4,644
4,661
4,678
4,702
4,744
4,788
4,839
4,902
4,993
5,217
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
11,329
12,582
12,582
12,582
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Apéndice M

Resultados da computacdo dos dados da titulacédo
potenciomeétrica, usando 0 programa BEST para obtencao
de constante de estabilidade dos complexos formados entre aluminio
e lisina, usando as constantes de hidrélise do aluminio, na proporc¢éo
de1:1, n=0,1Me T =25 "°C.

Programa BEST versdo 10/10/1991

Lisina

Volume inicial 20,0

Normalidade da base 0,1

Milimoles de &cido -0,0339

Numero de pontos da titulacdo 66

Componentes

1 lisina 0,2

2 aluminio 0,2

3 proton 0,3

Log B Espécies

1) 0,00 1 lisina 0 aluminio 0 proton
2) 10,14 1 lisina 0 aluminio 1 proton
3) 18,44 1 lisina 0 aluminio 2 proton
4) 19,91 1 lisina 0 aluminio 3 préton
5) 0,00 0 lisina 1 aluminio 0 préton
6) 0,00 0 lisina 0 aluminio 1 préton
7)-5,33 0 lisina 1 aluminio -1 préton
8) -10,41 0 lisina 1 aluminio -2 préton
9) —29,92 0 lisina 1 aluminio -3 proéton
10) -23,46 0 lisina 1 aluminio -4 proton
11) -13,13 0 lisina 3 aluminio -4 proéton
12) 13,92 1 lisina 1 aluminio 2 préton
13) 17,70 1 lisina 1 aluminio 1 préton
14) 2,36 1 lisina 1 aluminio -1 préton
15) 3,90 1 lisina 1 aluminio -2 préton
16) 20,96 1 lisina 2 aluminio 1 préton
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17) -14,28
5=0,023
Vb
0,000
0,020
0,040
0,060
0,080
0,100
0,120
0,140
0,160
0,18
0,200
0,220
0,240
0,260
0,280
0,300
0,320
0,340
0,360
0,380
0,400
0,420
0,440
0,460
0,480
0,500
0,550
0,600
0,650
0,700
0,750
0,800
0,900
1,000

0,170
0,180
0,190
0,200
0,210
0,220
0,230
0,240
0,250
0,260
0,270
0,280
0,290
0,300
0,310
0,320
0,330
0,340
0,350
0,360
0,370
0,380
0,390
0,400
0,410
0,420
0,445
0,470
0,495
0,520
0,545
0,570
0,619
0,670

0 lisina

pH experimental
3,980
4,000
4,033
4,060
4,083
4,103
4,123
4,153
4,187
4,203
4,227
4,240
4,257
4,267
4,277
4,283
4,293
4,307
4,310
4,323
4,333
4,340
4,343
4,347
4,350
4,357
4,367
4,377
4,383
4,393
4,400
4,407
4,417
4,427

0 aluminio

-1 préton

PH calculado
4,064
4,088
4,110
4,130
4,148
4,165
4.180
4,194
4,207
4,220
4,231
4,242
4,252
4,262
4,271
4,279
4,288
4,295
4,303
4,310
4,317
4,324
4,330
4,336
4,342
4,348
4,361
4,374
4,386
4,397
4,407
4,417
4,435
4,452
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1,100
1,200
1,300
1,400
1,500
1,700
2,000
2,200
2,500
2,800
3,000
3,200
3,500
4,000
4,500
5,000
5,500
6,000
6,500
7,000
7,500
8,000
8,500
9,000
9,500
10,000
10,500
11,000
11,500
12,000
12,500
13,000

0,719
0,770
0,820
0,869
0,920
1,020
1,170
1,270
1,420
1,570
1,670
1,770
1,920
2,170
2,420
2,670
2,920
3,170
3,420
3,670
3,920
4,170
4,420
4,670
4,919
5,169
5,420
5,670
5,920
6,170
6,420
6,67

4,433
4,443
4,457
4,467
4,480
4,490
4,523
4,550
4,573
4,593
4,627
4,647
4,693
4,787
4,910
5,260
6,927
8,747
9,247
9,693
9,860
10,090
10,267
10,510
10,723
10,957
11,200
11,440
11,650
11,850
12,027
12,150

4,467
4,481
4,495
4,508
4,520
4,542
4,573
4,592
4,618
4,644
4,661
4,677
4,702
4,743
4,788
4,838
4,901
4,994
5,229
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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Apéndice N

Resultado dos calculos das constantes de estabilidade dos

complexos formados entre aluminio e os aminoacidos cisteina, cistina,

ornitina e lisina com incluséo de espécies 1:2 e 1:3 (M:L).

Complexo| cisteina cistina
log B* log B™* log B log B* log B™* log B
ML 6,52 6,45 6,34 6,92 10,61 10,79
MHL 6,68 6,51 6,57 1,45 1,52 1,50
MH2L 5,75 4,43 491 0,94 1,02 1,19
MLOH 6,14 5,74 6,51 0,69 0,57 1,17
ML(OH)2 | -2,09 -0,19 -2,61 -6,05 -6,63 -5,59
ML(OH)3 | -15,16 -15,31 -11,91 -6,10 -5,37 -5,21
ML2 2,00 2,00 2,43 -0,16 -0,94 -0,78
ML2H2 0,26 0,25 0,25 0,09 -0,70 -0,85
ML2(OH)2| -1,93 -3,12 -2,55 -2,02 -0,66 -0,84
ML3 1,10 1,84 2,66 0,06 -0,76 -0,90
6=0,460|6=0,456 |6 =0,025| 6 =0,324| 6 = 0,275 |c = 0,538
Complexo| ornitina lisina

log B* log B* log B log B* log B* log B

ML 6,84 6,89 7,14 8,00 8,26 7,93
MHL 6,89 9,02 9,33 17,69 18,32 18,62
MH2L 6,60 6,50 6,79 13,97 14,12 13,92
MLOH 7,52 8,62 8,28 1,80 3,22 3,30
ML(OH)2 | -5,18 -1,91 -1,81 3,89 3,70 3,99
ML(OH)3 | -11,23 -11,30 -11,09 -4,58 -4,60 -4,61
ML2 5,00 1,97 -0,18 -0,68 -4,49 -4,58
ML2H2 6,68 0,07 -0,11 -0,56 -4,50 -4,56
ML2(OH)2| -0,50 -0,32 -0,45 -0,68 -4,50 -4,55
ML3 8,62 -0,02 -0,11 0,16 0,07 0,02

6=0,444|6=0,668 |6 =0,065| ¢ =0,023 | 6 = 0,104 |c = 0,104

B*- célculos feitos considerando as constantes de hidrélise do aluminio, com resultados de

titulagBes potenciométricas na proporcao de 1:1 (M:L).

B’*- calculos feitos considerando as constantes de hidrélise do aluminio, com resultados de

titulagdes potenciométricas na proporc¢do de 1:2 (M:L).

B - célculos feitos ndo considerando as constantes de hidrélise do aluminio, com resultados de

titulagbes potenciométricas na proporcédo de 1:2 (M:L).
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