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Resumo

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE ESTABILIDADE DOS COMPLEXOS
FORMADOS ENTRE OS AMINOACIDOS CISTEINA, N-ACETILCISTEINA E
LISINA COM CHUMBO EM SOLUCAO AQUOSA

AUTORA: CLAUDIA WOLLMANN CARVALHO
ORIENTADOR: PROF. DR. PAULO CICERO DO NASCIMENTO
Data e local de defesa: Santa Maria, 18 de janeiro de 2011.

Neste trabalho investigou-se a interagdo entre chumbo e os aminoéacidos cisteina, N-
acetilcisteina e lisina por meio de ensaios de contato de longa duragcdo com resina de troca
ibnica e estudos para determinar as constantes de estabilidade dos complexos formados entre
eles.

A importancia de investigar a presenca de chumbo em solucdes de nutrigdo parenteral
relaciona-se ao risco de contaminacdo interna destas solu¢cdes em decorréncia da afinidade
entre 0s aminoacidos que compdem as solucbes e o chumbo presente nas embalagens
plasticas. Os aminoacidos em funcdo de suas afinidades relativas podem atuar como
transportadores do metal nos organismos Vvivos.

Os resultados dos ensaios de contato com resina na forma Pb?* mostraram que a maior
extracdo do chumbo ocorre pelo aminoacido que possui maior afinidade pelo metal e isto é
comprovado pelo valor da constante de estabilidade calculada, ou seja, houve relacdo direta
dos valores das constantes obtidas através do célculo das mesmas para os aminoacidos
estudados com a taxa de extragdo do chumbo da resina pelos ligantes (aminoécidos). O efeito
cinético, estabelecido pelas leis de velocidades ndo importaram nesse estudo, uma vez que us
ensaios foram de longa duracdo. Ensaios com agentes complexantes, como EDTA e acido
citrico, com constantes de estabilidade j& conhecidas, também foram realizados para fins
comparativos.

A quantificacdo de chumbo nos ensaios de longa duragdo foi realizada por

espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) com atomizacBes por chama e eletrotérmica. As



constantes de estabilidade foram obtidas por potenciometria com o tratamento dos dados
através do programa computacional BEST®. TitulacBes potenciométricas, de solugdes
aquosas com forca ibnica e temperatura constantes, mostraram que as espécies predominantes
em solucdo sdo de razdo molar 1:1 (L:M) para N-acetilcisteina e lisina e de 1:1 e 2:1 para
cisteina.

As principais espécies encontradas foram para cisteina, Cys,Pb e CysPbOH com log K
= 1,61 e 24,00 respectivamente, para N-acetilcisteina N-Acetil-Cys,Pb, N-Acetil-Cys,PbH e
N-Acetil-CysPbOH, com log K = -1,55; 14,52 e 21,49 respectivamente, e para lisina LysPb,
com log K =9,69.

A interacdo dos aminoacidos estudados com o chumbo também foi constatada pelos
ensaios feitos com a matéria-prima das embalagens das solucBes de Nutricdo Parenteral

através da analise por AAS.

Palavras-chave: cisteina, N-acetilcisteina, lisina, troca ibnica, constante de estabilidade,

aminoacido, chumbo.



Abstract

DETERMINATION OF STABILITY CONSTANTS FOR LEAD COMPLEXES WITH
CYSTEINE, N-ACETYLCYSTEINE AND LYSINE IN AQUEOUS SOLUTIONS

Author: Claudia Wollmann Carvalho
Adviser: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento
Santa Maria, January 18th, 2011.

In this study we investigated the interaction between lead and the amino acid cysteine,
lysine and N-acetylcysteine by testing long-term contact with ion exchanger resins and also
the determination of stability constants. The importance of investigating the presence of lead
in solutions for parenteral nutrition is related to the risk of internal contamination of these
solutions due to the affinity between amino acids that compose these solutions and lead
present in plastic packaging. The amino acids according to their relative affinities can act as
carriers of metal in living organisms. The long term tests with adsorbents in form of Pb*
showed that the higher extraction of lead occurs at amino acid that has a greater affinity for
the metal and this is evidenced by the value of stability constant calculated, i.e., there was a
direct relationship of the values of the calculated stability constants. Kinetic effects were not
significant in this study, since the trials were of long duration. Tests with complexing agents
such as EDTA and citric acid, that have known stability constants, were also performed for
comparison purposes. The quantification of lead in long term tests was performed by atomic
absorption spectrometry with flame and electrothermal atomization. The stability constants
were obtained by potentiometry by processing the data through the software BEST®.
Titrations in aqueous solutions with constant ionic strength and temperature showed that the
predominant species in solution have molar ratio of 1:1 (L: M) to N-acetyl-cysteine and lysine
and 1:1 and 2:1 for cysteine. The main species found for cysteine were Cys,Pb and CysPbOH
with log K = 1.61 and 24.00, respectively, for N-acetylcysteine N-Acetyl-Cys,Pb, N-Acetyl-
Cys,PbH and N-Acetyl-CysPbOH with log K =-1.55, 14.52 and 21.49 respectively, and for
lysine LysPb with log K = 9.69. The interaction of amino acids studied with lead was also
detected by the tests made with the raw material of the packaging of parenteral nutrition
solutions through the analysis by AAS.

Keewords: cysteine, N-acetylcysteine, lysina, ionic exchange, stability constant, amino acid,

lead.
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1 INTRODUCAO

Os aminoédcidos desempenham funcbes importantes no metabolismo animal [1,2].
Dentre 0s muitos amino&cidos, hé os constituidos de 4&tomos de enxofre, como a metionina, a
cistina e a cisteina. Estes integram a composi¢do da maioria das solu¢des de aminoacidos,
utilizadas como nutricdo parenteral para fornecimento de nutrientes, administrados via
intravenosa, a pacientes com problemas de desnutricao e respiratorios, pré e pos-operatorios e
outros.

Como a nutricdo parenteral é aplicada a pacientes debilitados e com problemas de
salde, a administracdo via intravenosa, com a presenca do metal pesado chumbo, como
contaminante, mesmo em nivel de tracos, € prejudicial, pois além da conhecida toxicidade do
chumbo, estudos demonstram que o Pb(ll) liga-se fortemente a doadores de elétrons em
cisteina, mas que este ion ndo estabiliza 0s compostos respectivos com a mesma geometria do
Zn(ll). Estes estudos sugerem que os problemas associados com a toxicidade do Pb(ll) seja
por sua ligacdo com estes locais de ligacdo Zn-cisteina[3]. Os mecanismos bioquimicos pelos
quais o chumbo provoca os maleficios ao organismo sdo: ligagdo com aminoacidos
sulfurados, inativacdo de varias enzimas plasmaticas e intracelulares, imunossupresséo,
aumento do risco de carcinogénese, ligacdo a grupos carboxil e fosforil e agressdo do trato
gastrointestinal [4].

O conhecimento de constantes de estabilidade ndo é 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. Além disso, a determinacdo de
constantes de estabilidade tem estendido seu dominio por também tornar-se necessaria para
cientistas do solo e oceonografos [5].

Os metais pesados sdo cumulativos no organismo, principalmente no tecido adiposo,
la ficam armazenados sob forma organica ou inorganica, prontos a se combinarem com
proteinas e lipidios circulando pelo sangue e danificando os rins, pulmdes e aparelho
cardiovascular.

A toxicidade de metais pesados pode ser causada por varios mecanismos, incluindo
bloqueios de grupos funcionais essenciais de biomoléculas tais como proteinas e enzimas,

deslocando ions de metais essenciais de biomoléculas, rompendo a integridade de
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biomembranas ou ligagdes com bioanions resultando na diminui¢do do nivel de bionions
essenciais [6].

Neste trabalho investigou-se a interacdo entre chumbo e os aminoacidos cisteina,
N-acetilcisteina e lisina por meio de estudos para determinar as constantes de estabilidade dos
complexos formados entre eles. Na primeira parte do presente trabalho, foi estudada a
interagdo entre chumbo e os trés amino&cidos estudados, primeiramente atraves da medida da
quantidade extraivel de chumbo, de partes das embalagens das solugbes de NP, pela solucéo
dos aminoacidos, separadamente, e, em seguida, usando um sistema de troca ibnica. Na
segunda parte, os valores das constantes de estabilidade dos complexos formados entre os
mesmos aminodcidos e o chumbo foram obtidos a partir de dados de titulacdo
potenciomeétrica.

A importancia de investigar a presenca de chumbo em solucdes de nutricdo parenteral
relaciona-se ao risco de contaminagdo interna destas solucgdes [7] em decorréncia da afinidade
entre 0s aminoacidos que compdem as solucdes e o chumbo presente nas embalagens
plasticas. Na fabricacdo das embalagens o chumbo é adicionado ao plastico na forma de um
sabdo como estabilizante do material das embalagens. O chumbo, em virtude de sua
conhecida toxicidade, ndo deve fazer parte da composicao das solugdes de nutricdo parenteral,
principalmente considerando que as solugfes sdo administradas diretamente na corrente
sanguinea dos pacientes sem passagem pelo sistema digestivo. Os aminoacidos em funcdo de
suas afinidades relativas podem atuar como transportadores do metal nos organismos vivos. A
avaliacdo do risco de contaminacdo e da distribuicdo do chumbo entre os diferentes
amino&cidos pode incluir a determinagdo de constantes de estabilidade.

Geralmente, os elementos metalicos de transi¢do na forma de seus respectivos sais ou
oxidos (compostos inorganicos) ndo sdao a melhor fonte de biodisponibilidade destes
elementos. Uma forma biodisponivel de ions metalicos sdo seus complexos, formados da
ligagdo quimica entre o ion metélico e seu respectivo ligante que constitui uma molécula

organica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aminoéacidos

2.1.1 Definicao e configuracdo

Os aminoacidos sdo substancias que apresentam um grupo de amina e um carboxilico
ligados a0 mesmo carbono. Os aminoacidos de importancia bioldgica tém estes grupos
ligados a carbono oc. As espécies de aminoacidos diferem uma das outras por possuirem
diferentes cadeias laterais ligados ao carbono oc, assim a cadeia lateral da a cada aminoéacido a
sua identidade [24]. Os aminoacidos podem apresentar-se na forma carregada ou neutra,
dependendo do pH do meio no qual se encontram [25]. Todos os 20 aminoéacidos comumente
encontrados em proteinas, exceto a prolina, possuem 0s grupos oc amino e oc carboxilico
livres.

A cadeia lateral dos aminoacidos assegura diversas classificacdes como polaridade,
acidez e basicidade.

Todos 0s aminoacidos naturais ou o0s obtidos por hidrdlise de proteinas tém sempre um
grupo aminico ou iminico adjacente ao grupo carboxilico. Todos esses aminoacidos, com
excecdo da glicina, apresentam pelo menos um atomo de carbono quiral, e conseglientemente
existem em duas formas oticamente ativas, denominadas D-aminoacido e L-amino&cido.
Essas configuracdes, D e L, referem-se a configuracdo de determinados carbonos quirais e
ndo ao sentido da rotacdo Otica desses compostos.

O valor nutritivo de uma proteina estd estritamente relacionado a proporcdo 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 0 organismo nao
tem capacidade de sintetiza-los, chamados de aminoacidos essenciais, entre 0s quais estdo
incluidos a alanina, valina, isoleucina, leucina, lisina, triptofano, fenilalanina, metionina e

treonina [23].
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2.1.2 Classificagéo

Aminoacidos tém sido classificados de varias maneiras, como, por exemplo, em
alifaticos, aromaticos e heterociclicos; ou em aminoacidos monoamino-monocarboxilicos
(neutros), monoamino-dicarboxilicos (acidos) e diamino-monocarboxilicos (basicos). A
classificagdo mais significativa baseia-se na polaridade dos radicais R, ligados ao carbono em
a carboxila e de acordo com essa propriedade os aminoacidos sao classificados em:

1) aminoéacidos nos quais R é ndo polar ou hidrofébico: aminoacidos alifaticos, todos com
carater hidrofébico (alanina, fenilalanina, glicina, isoleucina, leucina, metionina, prolina,
triptofano, valina).

2) aminoacidos nos quais R € polar, mas sem cargas: Os residuos ligados ao carbono
adjacente a carboxila tém grupos polares (hidroxilas, sulfidrilas etc.) e, portanto, com
capacidade de formar ligacGes de hidrogénio. Também neste caso 0s residuos poderdo ser
alifaticos ou aromaticos (asparagina, cisteina, glutamina, hidroxiprolina, serina, tirosina,
treonina).

3) aminodacidos nos quais R € carregado positivamente: as cargas positivas sdo causadas por
um segundo grupo aminico ou por um grupo iminico. Sdo denominados basicos (arginina,
hidroxilisina, histidina, lisina).

4) aminoacidos nos quais R é carregado negativamente: a carga negativa é causada pela
presenca de um segundo grupo carboxilico. Sdo denominados acidos (&cido aspartico, acido
glutdmico).

Existe um valor de pH chamado ponto isoelétrico (pl), que é caracteristico para cada
aminoacido, (tabela 1), no qual o aminoécido ndo apresenta carga, pois a carga positiva do
grupo NH3" é neutralizada pela negativa do grupo COO™. Quando o pH do meio for superior
ao seu pl este se apresentara na forma predominante negativa enquanto que se o pH do meio
for inferior ao seu pl 0 aminoacido se apresentara na sua forma positiva [26]. Devido a esta

propriedade os aminoacidos sdo chamados “zwitterion[27].

Tabela 01 — Ponto Isoelétrico (pl) dos aminoacidos

Aminoacidos pl Aminoacidos pl
Alanina 6,00 Arginina 10,76
Lisina 9,74 Glicina 5,97

Prolina 6,30 Cisteina 5,07
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Continuacéo tabela 01

Leucina 5,98 Triptofano 5,89
Isoleucina 6,02 Acido Glutamico 3,22
Metionina 7,54 Acido Aspartico 2,77

Fenilalanina 5,48 Serina 5,68

Treonina 5,64 Glutamina 5,65

Tirosina 5,66 Valina 5,96
Histidina 7,59 Asparagina 5,41

Ornitina 9,70

Os aminoacidos que possuem além dos grupos amino e carboxilico, outros grupos
(Tabela 02) podem reagir de diferentes formas dependendo da natureza do grupo funcional.
Acido aspartico e glutdmico possui um segundo grupo carboxilico e apresentam um carater
mais &cido, enquanto lisina, arginina e histina possuem um segundo grupo amino sendo,
portanto, aminoacidos com um carater basico maior.

A capacidade dos aminoacidos em atuarem como ligantes para ions metélicos estéo
relacionadas ndo s6 a presenca dos grupos amino e carboxilico, mas também a estes outros
grupos funcionais. Entretanto, como os grupos sdo diferentes em sua natureza, a capacidade
dos aminoéacidos de se ligarem a metais também é diferente. Por exemplo, os grupos R-OH,
R-NH;, R-CO, podem ser classificados como ligantes duros, enquanto que 0s grupos R-SH,
R,S podem ser classificados como moles. Com isso, os aminodcidos ndo podem ser
classificados de uma Unica maneira e estdo aptos a combinarem-se de diferentes formas com

diferentes ions metéalicos [28].

Tabela 02 — Valores de pKas para 0s aminoacidos

Aminoacidos Grupamento a- Grupamento o-NH;"  Cadeia Lateral
COOH
Alanina 2,30 9,90
Lisina 2,20 9,20 10,80
Asparagina 2,02 8,80
Ornitina 1,94 8,65 10,76
Prolina 2,10 10,60
Leucina 2,40 9,60

Isoleucina 2,40 9,70
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Continuacéo tabela 02

Metionina 2,30 9,20
Fenilalanina 1,80 9,10
Treonina 2,60 10,40 13,0
Tirosina 2,20 9,10 10,90
Histidina 1,80 9,20 6,00
Arginina 1,80 9,00 12,50
Glicina 2,40 9,80
Cisteina 1,80 10,80 8,30
Triptofano 2,38 9,39
Acido Glutamico 2,20 9,70 4,30
Acido Aspartico 2,00 10,00 3,90
Serina 2,10 9,20
Glutamina 2,17 9,13
Valina 2,30 9,60

Em solucdo aquosa, os aminoacidos contém grupos o-carboxila fracamente acidos e
gruposa-amino fracamente basicos. Além disso, cada aminoacido &cido e cada aminoacido
basico contém um grupo ionizével na cadeia lateral. Assim, tanto os aminoéacidos livres
quanto alguns aminoacidos combinados por meio de ligacdes peptidicas podem atuar como
tampdes. Os acidos podem ser definidos como doadores de protons e as bases como aceptoras
de protons. Acidos (ou bases) sdo descritos como “fracos” quando ionizam em Proporgao
limitada. A concentracdo de protons em solucdo aquosa é expressa como pH, onde pH = log
1/[H'] ou —log[H+]. A relagdo quantitativa entre o pH da solucdo e a concentragio de um
acido fraco (HA) e sua base conjugada (A-) é descrita pela equacdo de Henderson-
Hasselbalch.

Considere a liberagdo de um préton por um acido fraco, representado por HA «<» H™ + A",
O “sal” ou base conjugada, A", é a forma ionizada de um &acido fraco. Por definicdo, a

[(H+] [A-]

constante de dissociacdo do &cido, Ka, € Ka= AL

Quanto maior o Ka, mais forte o acido, pois indica que a maior parte de HA dissociou-
se em H'e A . Por outro lado, quanto menor o Ka, menos &cido foi dissociado e, portanto,
mais fraco é o &cido. Isolando [H+] na equacgéo anterior, tomando o logaritmo de ambos 0s
lados da equac&o, multiplicando ambos os lados por —1 e substituindo pH = —log [H'] e pKa =

—log Ka, obtem-se a equacéo de Henderson-Hasselbalch:
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log [A-
pH = pKa + (’[‘ili]] (1)

Os aminoécidos abordados no presente estudo séo a cisteina, N-acetilcisteina e a lisina.
2.1.3 Aminoacidos sulfurados

Aminodcidos sulfurados sdo muito importantes do ponto de vista fisioldgico e
bioquimico. Encontram-se amplamente distribuidos nas células humanas, fazendo parte de
proteinas ou como moléculas independentes, os tidis sdo envolvidos em numerosas reacdes do
metabolismo. Suas fungfes incluem, entre outras, detoxificacdo e transporte de metais
pesados, defesa antioxidante celular e sintese de proteinas e DNA. Na estrutura protéica, as
pontes dissulfeto entre residuos das cadeias laterais de cisteinas sdo responsaveis pela
estruturacdo tridimensional da proteina, sendo desta maneira responsavel pela estabilidade e
manutencdo da funcédo bioldgica de proteinas e enzimas endogenas [29, 30].

Os tidis bioldgicos podem ser classificados como tidis protéicos de alto peso
molecular e tidis livres de baixo peso molecular (LMW). Ti6is de LMW, como cisteina,
metionina, glutationa, homocisteina e N-acetilcisteina, séo componentes celulares criticos que
fazem numerosos papéis importantes na homeostase do organismo. Cisteina é um substrato

critico para sintese protéica, precursor da sintese de glutationa e taurina.
2.2 Chumbo

O chumbo interfere com a funcdo de minerais essenciais: célcio, ferro, cobre e zinco.
Além disso, o metal diminui a sintese de hemoglobina e interrompe a atividade de varias
enzimas eritrocitarias incluindo a a-aminolevulinico dehidratase e a ferroquelase. O chumbo é
considerado como neurotoxina, capaz de provocar sérias alteracfes nervosas e cerebrais de
carater irreversivel. Sobre o tecido 6sseo o chumbo age deslocando o célcio e provocando
osteoporose.

Os mecanismos bioguimicos pelos quais o chumbo provoca os maleficios ao
organismo sdo: ligacdo com amino&cidos sulfurados, inativacdo de véarias enzimas plasmaticas
e intracelulares, imunossupressdo, aumento do risco de carcinogénese, ligacdo a grupos
carboxil e fosforil e agressao do trato gastrointestinal [8]. Estudos recentes demonstram que 0
Pb(Il) liga-se fortemente a doadores de elétrons em cisteina, mas que este ion ndo estabiliza

0S compostos respectivos com a mesma geometria do Zn(Il). Estes estudos sugerem que 0s
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problemas associados com a toxicidade do Pb(Il) seja por sua ligagdo com estes locais de
ligacdo Zn-cisteina [9].

2.2.1 Toxicidade do Chumbo

O chumbo foi um dos primeiros metais que 0 homem aprendeu a usar. Ha evidéncias
de que ja era utilizado na Asia Menor no ano 4.000 A.C.. Por ser utilizado de forma to
intensiva por tdo longo tempo, a historia de sua intoxicacdo é extensa. No entanto, foi
Hipocrates o primeiro a ligar os sintomas de intoxicacdo por chumbo a seu fator causal.
Durante a Idade Média a intoxicacdo por chumbo foi totalmente esquecida e somente no
século XVI apareceu novamente na literatura médica quando Paracelso descreveu a “doenga
dos mineiros”.

Mesmo com amplo conhecimento de sua causa, apresentacdo clinica e prevencdo, esta
patologia ainda é comum em todo 0 mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento.

Os casos atuais de intoxicacdo sdo, em geral, mais brandos do que os de 50 anos atras.
No entanto, as estatisticas demonstram apenas a ‘ponta do iceberg’ e geralmente ndo
consideram a intoxicagao subclinica.

O chumbo € virtualmente onipresente no meio ambiente como resultado de sua
ocorréncia natural e sua utilizacdo industrial. A ingestdo diaria média de um adulto é de
0,1 mg a 2 mg. Os casos de toxidade resultam tanto de exposi¢cdo ambiental quanto da
industrial. E considerada uma doenca cronica, as vezes com episodios sintomaticos agudos

que levam a efeito cronico irreversivel [10].

2.2.2 Toxicocinética do Chumbo

A maioria das intoxica¢Ges por chumbo é lenta e gradual devido a sua exposicédo e
acumulo freqientes. Seus compostos inorganicos apresentam duas vias de absorcao:
respiratoria e digestiva, sendo aumentada quando ha deficiéncia organica de ferro, célcio e
zinco.

Apenas seus compostos organicos conseguem penetrar no organismo por via cutanea,
por exemplo, o chumbo tetraetila, que penetra rapidamente no organismo pelos pulmdes, pelo
trato gastrointestinal e pela pele. Pela via respiratoria a absor¢do varia com a forma (fumos
metalicos x particulas), a concentracdo e com as variagdes patoldgicas e fisiologicas
individuais [10].
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As particulas de chumbo que sdo inaladas do ar atmosférico sdo absorvidas pelo
organismo e serdo entdo, depositadas nas regides nasofaringes, traqueobrénquica e alveolar,
de onde serdo eliminadas pelo mecanismo mucocilar da faringe, ou serdo engolidas e
absorvidas, ou eliminadas pelo trato gastrointestinal (com excec¢éo da regido alveolar) [11].

A absorcdo de chumbo pelo trato gastrointestinal é de aproximadamente 10% nos
adultos, j& que a maior parte do chumbo ingerido é excretado in natura, mas o indice de
absorcdo pode chegar a 50% quando ingerido como solucdo. Nas criancas essa absorcdo
chega a 40% do total de chumbo ingerido com os alimentos. Cumpre ressaltar que a absor¢éo
de chumbo pela via digestiva depende principalmente de fatores dietéticos, como o estado de
jejum, a ingestdo de proteinas e de presenga de célcio, ferro e fosforo. Uma deficiéncia desses
nutrientes aumenta a absorcdo de chumbo e vice-versa, provavelmente pela competicdo destes
minerais por um mesmo mecanismo de transporte. Estudos demonstram que ha uma relacéo
reciproca entre o contetdo de célcio da dieta e a absor¢do do chumbo.

Setenta por cento do chumbo que ingerimos provem dos alimentos (frutos e legumes,
cereais, mariscos...) e das bebidas (vinho, sumo de frutos, agua...). O chumbo ingerido é em
grande parte eliminado pelas fezes, urina e suor. O saturnismo, intoxicacdo pelo chumbo,
conhecido desde ha muito tempo, corresponde a absorcdes deste elemento muito mais
elevadas do que os teores normalmente encontrados nos alimentos e nas bebidas. Esta
intoxicacdo esta na maior parte das vezes ligada a uma poluicdo acidental, podendo ser fatal.
Entretanto, a absorcdo regular de pequenas quantidades de chumbo pode conduzir a efeitos
nefastos para a salde, particularmente em individuos de risco. E por isso que devem ser
desenvolvidos todos os esfor¢os no sentido de se reduzir ao minimo os efeitos associados a
esse metal [10,11]. Depois de sua penetracdo na corrente sanguinea, o chumbo é depositado
na forma de bifosfato no figado, rins, baco, pulmdes, cérebro e na medula dssea, fixando-se
entdao nos 0ssos como trifosfatos [12].

Os primeiros sintomas sdo a dor de cabeca e muscular, fadiga, emagrecimento,
obstipacdo, vomitos, anemia e dificuldade de concentracdo. Uma intoxicacdo maior da
seguimento a agitacdo, irritabilidade, perda de memoria e de coordenagdo, vertigens e
depressdo. Mais aguda, da origem a fortes dores abdominais, nauseas, vémitos, debilidade
muscular e encefalopatia [13].

A legislacéo brasileira, a partir da portaria 518/2004 do Ministério da Saude, determina
como padrdo de potabilidade a presenca de, no maximo, 0,01mg L™ de chumbo na 4gua para

consumo humano [14].
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O Ministério da Saude também define, através da Portaria n.° 82/2000, como padréo da
qualidade da agua tratada utilizada na preparacdo de solugdo de dialise a quantia de, no
méximo 0,005 mg L™ de chumbo e as anélises desta 4gua devem ser feitas semestralmente. A
AAMI (Association for the Advancement of Medical Instrumentation), instituicdo que define
as normas desta area nos EUA, e a Farmacopéia Européia também possuem este valor como
limite, mas as analises de controle devem ser realizadas mensalmente [15,16]. Se a &gua
potavel for rica em chumbo, o metal pode persistir mesmo apds o tratamento, podendo, além
das intoxicacfes com sintomas ja descritos, levar o individuo a letalidade [11].

Segundo Goes (1998) [17] a absorcdo, distribuicdo e excrecdo dos compostos toxicos é
feita no organismo humano conforme esquema a seguir:

Esquema 01 — Roteiro de absorcdo, distribuicdo e excrecdo dos compostos toxicos no

organismo
Ingestéo Inalacédo intravenoso
A 4 A 4 Intraperitoneal
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gastrointestinal
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2.2.3 Distribuicéo do chumbo no organismo humano

A concentracdo de chumbo no sangue, denominada plumbemia, é funcéo da absorcéo,
armazenamento e excre¢do do metal no organismo. Assim, plumbemia é igual ao total de
chumbo absorvido menos o total de chumbo armazenado e excretado [Pb sg = Pb absorvido -
(Pb armazenado + Pb excretado)]. No sangue, 90 a 99% do chumbo é encontrado nos
eritrocitos. A natureza da ligacdo do chumbo nesse local ainda nao esta bem elucidada, mas
parece que ele se liga, principalmente a proteina dos eritrocitos, notadamente a hemoglobina
e, também, a membrana celular. Esta fracdo € denominada chumbo nédo difusivel, ou seja,
incapaz de ser distribuida pelo organismo. No plasma, tragos de chumbo podem estar ligados
a albumina. E no plasma, também, que se encontra a chamada fracéo difusivel do chumbo
(0,1 a 1%), ou seja, aquela capaz de atravessar as membranas bioldgicas e ser distribuida pelo
organismo.

A forma sob a qual o chumbo circula ainda é discutivel. Alguns autores afirmam que
seria como fosfato plumbico, mas a maioria dos pesquisadores acredita que o chumbo seria
distribuido sob a forma de um complexo com biomoléculas, suficientemente pequeno para
transpor membranas.

O chumbo segue o movimento do calcio no organismo, depositando-se nos 0ssos
como fosfato de chumbo, sendo que até 94% do chumbo absorvido pode ser armazenado
nesse local. A concentracdo do chumbo nos ossos varia de acordo com a idade e o tipo de
0ss0. Alguns autores afirmam, ainda, que o sexo também podera influenciar na porcentagem
de chumbo armazenado nos 0ssos. Este armazenamento ocorre na superficie inorganica dos
0ss0s, basicamente na matriz inorgénica da superficie Ossea, formada pelos cristais de
hidroxiapatita [Caz(PO,4),CaOH].

Acredita-se que o chumbo se ligue principalmente a dois tipos de 0ssos: o trabeculares
e 0s corticais. Nos primeiros, a ligagdo é mais fraca podendo ser desfeita na presenca de
quelantes e/ou outros fatores. A t1/2 e de 2,4 anos. A fragdo cortical do chumbo dsseo

representa 3/4 do total de Pb presente neste tecido e 2/3 do total do metal no organismo. E
uma fracdo fortemente ligada aos 0ssos e ndo é, geralmente, movimentada, mesmo com a

administracdo de quelantes. Este tipo de armazenamento resulta de precipitacdo do chumbo na

forma de fosfato insoltvel, deslocando o Ca2+ da matriz inorganica da superficie 6ssea. A

t1/2 do Pb no osso cortical €, geralmente, de 9,5 anos.
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A volta do chumbo 6sseo para a corrente circulatéria pode ser desencadeado por
alguns fatores tais como a atividade osteocléstica, osteolitica, a acidose e a troca ionica.

Em relacdo a troca ibnica é importante ressaltar o intimo relacionamento Ca-Pb.

Geralmente, todo fator que auxilia na fixacdo ou facilita na liberacdo do Ca2* dos 0ssos,
exercerd igual papel em relacdo ao chumbo. Além disto, deve-se considerar a influéncia da
dieta nesta troca ibnica. Por exemplo, a absor¢do aumentada de fosfato favorece a deposicao
do chumbo nos 0ssos e a baixa concentragdo deste ion leva a maior concentracdo do metal no

sangue e tecidos moles. Nos casos de individuos pré-expostos ao chumbo, uma absor¢éo

maior de Ca2™*, especialmente na auséncia de fosfato, vai também aumentar a concentragéo
sanguinea do chumbo. Isto porque o Ca pode deslocar o Pb depositado nos 0ssos, que no caso
de exposicao antiga pode ser grande. Mesmo em exposicdo recente, quando a concentracao de
chumbo nos ossos ndo é significativa, o calcio vai competir pelo fosfato, logo o chumbo se
depositara menos e ficara mais no sangue.

A acidose, que resulta na diminuicdo do pH do meio organico, provoca a solubilizagéo
da hidroxiapatita e, conseqlientemente, a liberacdo do Pb armazenado.

E importante ressaltar que, no trabalhador exposto ao chumbo, a concentracdo do
metal nos 0ssos aumenta progressivamente no decorrer da exposic¢éo, enquanto a dos tecidos
moles ndo. Assim a concentracdo de chumbo nos 0ssos reflete exposicéo antiga e nos tecidos
moles, exposicdo recente. Estudos cinéticos feitos no homem indicam que o chumbo no
organismo se encontra essencialmente em trés compartimentos. O primeiro deles,
representado pelo sangue, contém cerca de 2 mg de chumbo (pessoas ndo expostas

ocupacionalmente), com tq/7 de 35 dias. O segundo compartimento é composto pelos tecidos
moles e contém 0,3 a 0,9 mg de Pb, cuja t1/p é de 40 dias. O terceiro compartimento e
representado pelos 0ssos e contém 90% do conteudo total de chumbo no organismo. A ty/2 é

de cerca de 2 a 10 anos. Esquematicamente, a distribuicdo do chumbo no organismo é a

seguinte (esquema 02):



Esquema 02 — Distribuicdo do chumbo no organismo
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O chumbo transpde rapidamente a barreira placentaria e sua concentragdo no sangue

do recém-nascido é semelhante a da mde. Os compostos organicos de chumbo nédo alcangam

concentracdes significativas no esqueleto e se distribuem mais ou menos uniformemente no

organismo.

2.3 Propriedades quimicas e capacidade de ligacéo

2.3.1 Ligacdes Metais-Aminoacidos

A complexacdo dos metais por aminoacidos basicamente se d& por reacdo do

grupamento amino e do grupamento carboxilico com formacdo de anel. Nestes casos 0

aminoéacido atua como ligante bidentado. Quando o aminoacido possui além dos grupamentos

amino e carboxilico outro grupo funcional, o aminoacido pode atuar como um ligante

bidentado de trés formas diferentes ou como um ligante tridentado.

Quando o aminoacido possui em sua cadeia lateral outro centro reativo além do

grupamento aminodcido e atua mesmo assim como um ligante bidentado, a formagao do anel

pode ocorrer por reacdo do grupamento amino e carboxilico, pelo grupamento amino e

grupamento da cadeia lateral, ou pelo grupamento carboxilico e o grupamento da cadeia

lateral [18,19,20].
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2.3.2 Hidrolise do chumbo

A hidrolise do chumbo (I1) resulta na formacéo de hidréxi ions mono e polinucleares;
a reacao de equilibrio pode ser representada pela equacéo geral
pPb** + g Hz0 «— [Pbp(OH)g] 9" +qH"  (2)

Quando a hidrélise do chumbo (I1) é investigada por titulagdo potenciométrica (meio
ibnico 1,0 M NaClO,4) e os dados tratados e calculados pelo programa SUPERQUAD,
apresenta as seguintes espécies: Pb(OH)*, Pb3(OH),**, Pbs(OH)s", Pbs(OH)s** e Pbg(OH)s™,
na faixa de pH 5,5 — 8,5. No meio i6nico KNO3, a concentragdo da espécie Pbs(OH)s", em pH
~7,5 é inferior a encontrada com NaClO,. Por exemplo, em solugdo de Pb*" 0,0025 M, a
concentracio maxima de Pbs(OH)s" obtida em 1 M KNOs, em pH 7,2 foi apenas 3,5 % do
total de chumbo comparado com 18,2 % em pH 7,7 em 1,0 M NaClO,4. As constantes de
equilibrio determinadas no meio idnico nitrato concorda com as determinadas em perclorato

quando se considera a complexagdo de chumbo Il com OH" [21].
2.4 Nutricdo parenteral

A nutricdo parenteral pode ser definida como a administragdo, parcial ou total, de
nutrientes necessarios para a sobrevida por via intravascular [20]. Esta inclui a administracéo
de micro e macronutrientes, sendo capaz de fornecer todos 0s nutrientes importantes aos seres
humanos. Os nutrientes que sofrem uma deplecdo rapida, como a 4gua e 0s minerais, que
atuam regulando o metabolismo enzimatico, mantendo o equilibrio &cido-base e na pressao
osmotica, sdo administrados via venosa, através de uma veia menor, geralmente na médo ou no
antebraco. Ja as proteinas e as calorias, sdo administradas através de solucbes concentradas,
por intermédio de uma veia de grande diametro, geralmente subclavia ou jugular interna, que
chega diretamente ao coracdo. Para isto, na maioria das vezes € necessario puncionar uma
veia central [22,23].

2.4.1 Complicagdes da nutricdo parenteral

O uso de nutricdo parenteral total (NPT) ndo e isento de complicacdes. Além dos
problemas relacionados & administracdo, podem ocorrer complicagdes metabdlicas muito
importantes, pois incluem o coma hiperglicémico, devido a sobrecarga de NPT e glicose,

manifestagdes toxicas devido a sobrecarga de aminoacidos, bem como a “sindrome do roubo
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celular”, que segundo Fischer [22], ocorre em pacientes desnutridos graves ou em jejum
prolongado, quando submetidos a um suporte nutricional ndo balanceado. Esta sindrome gera
deficiéncia dos oligoelementos, que sdo o F, Si, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo, Sn e
I, gerando sinais caracteristicos devidos a deficiéncia.

Os oligoelementos essenciais a vida atuam como cofatores essenciais de enzimas e
como organizadores de estruturas moleculares das células (como as mitocondrias) e da
membrana celular. Existe uma concentracéo ideal para estes minerais em nosso organismo. A
falta gera insuficiéncia metaboélica e o excesso pode ser toxico. Além dos oligoelementos, a
matéria viva ¢ formada, na maior parte por outros elementos, todos correspondendo aos
atomos dos numeros atdmicos mais baixos da tabela periddica, como o H, C, N, O, Na, Mg, P,

S, Cl, K e Ca. Do mesmo modo, estes também apresentam uma concentracédo tecidual ideal.

2.4.2 Preparo das solugdes de nutricdo parenteral

Estabelecidos os componentes de uma NPT, € necessario considerar, para 0 Sseu
preparo, a ordem de adicdo e a concentracdo de cada ion, pois as alteragdes dos mesmos
podem ocasionar incompatibilidades fisico-quimicas, que implicam na degradacdo
irreversivel de alguns componentes da solucdo. Também, a quantidade e multiplicidade de
aditivos, injetados em um frasco, podem levar a riscos de contaminacéo, exigindo condicdes
rigorosas de vigilancia, controle e assepsia em todas as fases de seu preparo, para garantir
esterilidade e qualidade. Atualmente, a indastria farmacéutica tem desenvolvido técnicas e
equipamentos, onde uma série de solucdes de aminoacidos e glicose, pré-esterilizadas, pode
ser combinada assepticamente e, as solucgdes resultantes, se estocadas a 4 °C, podem ter uma

vida média de aproximadamente trés meses.
2.5 Embalagens utilizadas para armazenar solugdes de NP
As embalagens utilizadas para armazenar solugdes de NP podem ser de plésticos:

polivinil cloreto (PVC), polipropileno (PP) etil vinil acetato (EVA) ou de vidro, sendo as

embalagens de vidro mais amplamente utilizadas [31].
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2.5.1 Embalagens poliméricas

As embalagens plasticas para solugdes parenterais tornaram-se comercialmente
disponiveis somente na década de 80. Ao contrario do vidro que é um produto inorganico, o
plastico é de natureza organica e polimérica. Um polimero é simplesmente uma grande
molécula constituida da unido de pequenas moléculas ou monémeros [32].

Os plésticos estdo divididos basicamente em duas classes: termoplasticos e
termorrigidos. Termoplasticos sdo polimeros que amolecem quando aquecidos a altas
temperaturas e solidificam por resfriamento. Termorrigidos sdo polimeros quw sdo somente
amolecidos durante a fabricacdo de um artigo e solidificam permantentemente, entretanto,
eles ndo podem ser amolecidos novamente com aquecimento. Para embalagens parenterais,
polimeros termoplasticos sdo preferidos aos polimeros termorrigidos, devido a sua
disponibilidade, reutilizacdo e processabilidade [32].

A FDA (Food and Drugs Administration) tem dado uma importancia em relacdo a
avaliacdo e testes de materiais poliméricos. Para introduzir um plastico para uso como
material na embalagem de solu¢fes parenterais, a seguinte estrutura basica de testes deve ser
considerada:

a) Determinar procedimentos para testes bioldgicos e fisico-quimicos, a quantidade e
tipos de substancias potencialmente lixiviaveis em qualquer embalagem plastica
aplicada as solucdes parenterais;

b) Determinar a integridade ou estabilidade, testando os efeitos das condicdes de
armazenagem (tempo, temperatura, luz e umidade) e o efeito do ciclo de esterilizagéo
nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas da embalagem;

c) Realizar quaisquer outros testes e gerar uma base de dados apropriada para garantir a
seguranca da embalagem.

Uma vez determinado o tipo de plastico para o uso em embalagens de solucbes

parenterais, 0 proXimo passo é processar 0 novo material para o produto final. Todas

as embalagens para solugdes parenterais disponiveis no mercado estdo na forma de
bolsas ou garrrafas. As bolsas séo fabricadas a partir de filmes, enquanto as garrafas

séo feitas num molde por sopro [33].

Na fabricacdo das embalagens sdo utilizados antioxidantes e plastificantes. No produto
final devem ser feitos testes garantindo a qualidade do produto acabado.

O EVA pode conter ndo mais que trés antioxidantes, sendo especificado os limites

para cada aditivo na Farmacopeéia Britanica. Dentre os principais antioxidantes usados, pode-
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se citar o butil-hidroxi-tolueno (até 0,125%), a oleamida (até 0,5%), o0 estearato de calcio ou
de zinco (até 0,5%), o carbonato de calcio ou hidréxido de potassio (até 0,5% de cada) e a
silica coloidal (até 0,2%) [34].

2.5.2 Embalagens de vidro

O vidro é um liquido viscoso resfriado até & condicéo de rigidez, sem cristalizar. E um
produto da fusdo de materiais cristalinos em temperaturas elevadas, caracteriza-se por nao
possui uma temperatura de fusdo definida. A composi¢do béasica do vidro pode ser expressa
por trés compostos inorganicos: silica (SiO;) 73%, Na,CO3 14%, CaCO3 11% [35].

Como a manufatura de vidro de silica é muito cara devido a utilizacdo de altas
temperaturas (em torno de 2000 °C), utilizam-se os modificadores de rede que sdo capazes de
reduzir a temperatura tornando mais vidvel o processo. Os modificadores de rede mais
comuns sdo os 6xidos alcalinos Na;O, PbO, K,O e Li;O. O mecanismo de atuacdo desses
atomos, nos vidros silicatos alcalinos, é a ligacdo idnica com o oxigénio que interrompe a
continuidade da rede, uma vez que alguns atomos de oxigénio ndo sdo compartilhados entre
dois tetraedros, mas ligados somente a um atomo de silicio, diminuindo assim a temperatura
de fusdo do vidro [35].

A adicdo de grandes quantidades de 6xidos alcalinos resulta na degradacdo das
propriedades do vidro, tornando o vidro solivel em agua. Esta degradacdo pode ser diminuida
pela acdo de modificadores de propriedades, incluindo os éxidos de metais alcalinos terrosos.
Estes vidros sdo denominados sodo-calcicos, sendo adicionados éxidos como alumina (Al,O3)
e vidros borossilicatos com a adicdo de Oxido de boro (B,O3) e alumina. Estes 6xidos
diminuem a temperatura de trabalho do vidro e conferem maior resiténcia hidrolitica e a
choques térmicos [35].

Corantes sdo usados apenas no controle final da cor do vidro como mecanismo de
protecdo as substancias sensiveis a luz. Em muitos casos, corantes sdo 0xidos de metais de
transicdo, como os oxidos de ferro, cobalto, manganés, niquel, cromo e outros. Para promover
a remocdo de bolhas da fusdo dos oxidos, adicionam-se os agentes finalizadores. Esses
agentes incluem éxidos de arsénio e antimonio, nitratos de potassio e sodio, fluoreto de sodio,
calcio e aluminio bem como sulfatos. S&o utilizados em pequenas quantidades apenas para a

remocdo de bolhas [35].
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2.6 Resinas trocadoras de ions

Resinas sdo particulas amorfas de matéria organica (poliestireno). Os trocadores de
cations contém grupos carregados negativamente como o sulfonato (-SO3z’) enquanto o0s
trocadores de anions grupos carregados positivamente (-NR3z") [36].

As resinas de troca ibnica contém grupos que sdo também, capazes de complexar ions
metalicos. O mecanismo de acdo pode ser através de quelacdo em lugar de uma simples troca
ibnica, e como consequéncia, elas se tornam muito mais seletivas. Elas sdo largamente usadas
para separacao e pré-concentracao de ions metalicos [37,38,39].

Pasavento et al. [40] observaram que quando ions metalicos sdo sorvidos por Chelex
100 (grupo iminodiacético) de solugcbes aquosas, 0 mecanismo que prevalece é quelacdo com
formacdo de complexos estaveis como no caso do cobre e do zinco, embora complexacdo por
carboxilato prevaleca quando ions metalicos com baixa constante de complexacdo com
iminodiacetato, tais como zinco, cAdmio e célcio estdo envolvidos.

Pasavento e Biesuz [41] observaram que a presenca do complexante em solucédo
(IDA), afeta grandemente a sorcdo de ions metalicos (cobre 1), diminuindo a fracdo sorvida
do metal pela resina, na presenca de IDA em solucdo; mudando isto em altos valores de pH,
quando as fracGes sorvidas de metal tendem para 0 mesmo valor.

Resinas quelantes contendo grupos iminodiacético que formam complexos estaveis
com ions de metais pesados, formam também complexos com o ion divalentes como cobre,
chumbo, zinco, célcio, entre outros, nos mais diversos tipos de amostras, como, por exemplo,
aguas e solos [40].

Resina Chelex 100 tem sido usada para determinagé@o da capacidade de complexagédo
de metais tri e divalentes como zinco, cadmio, niquel, cobre e aluminio [40, 42], bem como
determinacdo de constantes de estabilidade para a formagdo de complexos entre o ion
metalico em solucdo e o contra ion da resina, usando 0 modelo de equilibrio de Gibbs-Donnan
[41,43].

2.7 Complexos

2.7.1 Reac0es de formacéao de complexos

M(H20), + L < M(H20)n1L + HO  (03)
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Apesar da amplitude do conceito de compostos complexos, se considera normalmente
uma reacdo de formacdo 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), 0 nimero maximo de atomos doadores dos ligantes (n) se denomina
ndmero de coordenacdo do ion central. O ligante pode ser monodentado, bidentado,
tridentado..., dependendo do numero de sitios de ligacdo, envolvidos na formacdo do
complexo [44]. Quelante é o ligante com no minimo dois grupos funcionais participando da
formacdo do complexo quelato, apresentando maior estabilidade do que complexos
monodentados [45].

A formacédo do complexo é o resultado de uma interagdo &cido-base de Lewis, na qual
0 atomo central com um orbital vago atrai um par de elétrons de um atomo 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 eletrdnicos
ndo compartilhados [44].

2.7.2 Estabilidade dos Complexos

A estabilidade termodindmica de uma espécie é uma medida da extensdo na qual esta
sera formada a partir de outras espécies sob determinadas condi¢des, desde que se estabeleca
equilibrio no sistema [46].

O conhecimento dos valores das constantes de estabilidade é de considerével
importancia em quimica analitica, pois elas fornecem informac@es sobre as concentracfes dos
varios complexos formados por um metal em dadas misturas em equilibrio. Isto € valioso no
estudo da complexometria e de varios processos de separacdo analitica, como 0s de extracao
por solvente, troca idnica e cromatografia [46].

A estabilidade dos complexos, do mesmo tipo, esta relacionada com [46,47]:

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

¢) afinidade metal-ligante.
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2.7.3 Habilidade de complexagéo dos metais

Cada ion metalico fornece uma combinacdo distinta de preferéncia geométrica de
coordenacado, raio ionico, troca de ligante, densidade de carga e outras propriedades que
podem ser exploradas pelo ligante para complexagao [48].

A relativa habilidade de complexagéo, 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
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 o0s seus complexos mais estaveis com o primeiro membro de cada
grupo de atomos doadores na tabela periddica (N, O, F). Os metais da classe B se coordenam
mais prontamente com | do que com F em solucdes aquosas, e formam 0s seus complexos
mais estaveis com o segundo (ou mais pesado) atomo doador de cada grupo (P, S, CI). A
classificacdo de Schwarzenbach define trés categorias de ions metélicos aceitadores de
elétrons:

1. Cétions 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
interacbes entre ions pequenos de carga elevada sdo particularmente fortes,
conduzindo a complexos estaveis.

2. Cétions com subcamadas-d completamente preenchidas. Elementos tipicos deste
grupo séo cobre (1), a prata (I), que exibem propriedades de aceitadores classe B. Estes
ions tem um alto poder de polarizacdo e as ligacGes formadas nos seus complexos tem
carater covalente apreciavel. O complexo formados sdo tanto mais estavel quanto mais
nobre for o metal e menos eletronegativo o &tomo doador do ligante.

3. lons de metais de transicio com subcamadas-d incompletas. Neste grupo tanto a classe
A como a classe B tem tendéncias que podem ser distinguidas. Elementos com
caracteristicas da classe B formam um grupo aproximadamente triangular dentro da
tabela periddica, com o apice no cobre e a base estendendo-se do rénio ao bismuto. A
esquerda deste grupo, os elementos em seus estados de oxidacdo mais elevados
tendem a exibir propriedades da classe A, engquanto a direita do grupo os estados de
oxidacdo mais elevados de um dado elemento apresentam mais carater da classe B
[46,47].
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2.7.4 Habilidade de complexacéo dos ligantes

Se aplicarmos o conceito acido-base de Lewis a reacdo de complexacdo, esta reacao
podera ser tomada como uma reacdo de neutralizacdo. O ligante € um doador de pares
eletronicos e atua como uma base, desde que o ion metélico aceite o par de elétrons e
funcione como um acido [47].

Entre as caracteristicas do ligante que séo, geralmente, reconhecidas como influentes
na estabilidade dos complexos em que estdo envolvidos, estdo [46]:

- a forga bésica do ligante;
- as suas propriedades de quelagéo (se as tiver) e
- efeitos estéricos.

O termo “efeito quelante” refere-se ao fato de que um complexo quelato, isto &, que
seja formado por um ligante bidentado ou multidentado, é mais estdvel do que o
correspondente complexo com ligantes monodentados: quanto maior o nimero de pontos de
ligacdo ao ion metalico, maior a estabilidade do complexo [47].

A geometria do anel quelante é tal que anéis quelantes com 5 membros preferem ions
metélicos grandes e aneis 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 [ 48,49].

O efeito estérico mais comum é o da inibicdo da formacdo do complexo devido a
presenca de um grupo grande ligado ou préximo ao atomo doador [46].

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 é completa dentro do intervalo de tempo requerido para se fazer a mistura dos
reagentes. O termo inerte é aplicado aos complexos que sofrem reagGes de substituicao lentas,

isto &, reacBes com meia-vida na ordem de hora e até dias [46].

2.7.5 Teoria HSAB (acidos e bases/duros e moles — Hard and Soft Acids and Bases)

Em 1963 Pearson usou termos “Duro” e “Mole” para descrever interagdes entre ions
metalicos (&cidos de Lewis) e ligantes (bases de Lewis). Ele convencionou que cations duros
sdo aqueles que formam complexos estaveis com ligantes duros e cations moles com ligantes

moles.
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De acordo com essa classificagdo, os ions duros séo caracterizados por pequeno raio e
grande carga, ou seja, ions duros tém uma nuvem eletrénica pouco disponivel para um
partilhamento com o ligante. Enquanto que ligantes duros, também, ndo entregam com
facilidade ao ion metélico suas densidades eletrdnicas, logo a combinacdo de ambos, ions
metélicos e ligantes duros resultam em um complexo estabilizado por simples forca
eletrostatica. Por outro lado, ions metélicos e ligantes moles sdo aqueles que possuem nuvem
eletrbnica polarizada, estando assim mais disponiveis para o partilhamento destas, havendo
entre eles um aumento na covaléncia da ligacdo, formando entre si complexos com uma alta
estabilidade. Pearson ndo eliminou a hipotese de interacdo entre ions metélicos e ligantes de
classificacdo diferente, explica ele que caso ocorra, por exemplo, a combinacgdo entre um ion
metalico duro com um ligante mole, o metal ndo aceitara facilmente a densidade eletr6nica
que o ligante oferece e o resultado sera um complexo com uma estabilidade baixa. Também é
dito em seus trabalhos que certos ions e ligantes dispdem de uma classificacdo intermediaria
podendo, com isso, serem capazes de interagir reacionalmente bem como ambas as espécies
moles e duras.

Na pratica, a teoria de Pearson de &cidos e bases duros e moles (HSAB), indica as
possiveis combinagdes favoraveis entre ions metalicos e ligantes.

A seletividade entre ions metélicos e ligantes no meio bioldgico depende ndo somente
da natureza dos dois, segundo a teoria HSAB, mas também de vérios outros fatores como, por
exemplo, estados de oxidacdo, geometria de coordenacdo, tamanho do ion e pH do meio [50,
51]. Estes termos descrevem, por diferentes modos, uma base cujos elétrons do atomo doador
ndo estdo fortemente presos, mas sdo facilmente distorcidos e removiveis. Bases duras tém
propriedades opostas a estas, ou seja, o atomo doador tem baixa polarizabilidade e alta
eletronegatividade, é dificil de reduzir-se e esta relacionada com orbitais vacantes de alta
energia que sao inacessiveis [46].

Segundo a classificagdo de Pearson o0s ions metalicos, como mencionado
anteriormente, podem ser divididos em 3 grupos. O primeiro grupo € a classe de metais
denominados duros onde estdo incluidos os elementos dos grupos IA, 1A e IlIA da tabela
periodica, esses metais possuem um unico estado de oxidacdo e, com exce¢do do Be e do IA,
complexam fracamente ligantes organicos. Ao segundo grupo, pertencem o0s metais
classificados como intermediarios. Eles complexam de diferentes maneiras e mais fortemente
os ligantes organicos do que os metais classificados como duros. Aqui estdo incluidos todos

0s metais pertencentes a primeira série de transicdo do Ti ao Ga. Ao terceiro e ultimo grupo
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pertencem os metais classificados como moles que s&o os metais do periodo do Mo ao Sb e do
W ao Bi, e, ainda, aqueles da série de transicdo da tabela periddica [52].

Na Tabela 3 estdo classificados exemplos especificos de acidos e bases, duros e moles
[50].

Tabela 03 - Acidos e bases, duros e moles.

Acidos Bases
Duros H*, Li*, Na*, K, Mg”*, Ca®*,  H,0, ROH, NH3, RNH,,
Mn?*, A" Ln* RCO;, CI', F, PO,¥, HPO,*,
H,PO,
Intermediérios cr¥*, co**, Fe**, vO?**, S04, Imidazol, pyridine

MoO*, Fe**, Co?*, Ni?*,
cu®, zn*, Pb**, Sn*, SO,,
NO*, Ru?*
Moles cu, Ag*, Au®, TI', Hg", RSH, RS, CN', I', S,05%
Cd2+, Pd2+, Pt2+, ng+

R representa uma cadeia lateral orgéanica.

Desta forma, vé-se que os aceitadores da classe A, preferem ligar-se a bases duras,
com atomos doadores, como: nitrogénio, oxigénio e flior, enquanto que os aceitadores da
classe B preferem ligar-se a bases moles, como atomos doadores P, As, S, Se, Cl, Br, I. Um
exame dos aceitadores da classe A, mostra que eles tém as 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 &cidos duros. Os
aceitadores classe B, no entanto, tem uma ou mais das seguintes propriedades: estado de
oxidacdo positivo baixo ou zero, tamanho grande e muitos elétrons externos facilmente
excitaveis (no caso dos metais estes s@o elétrons d). Todas estas propriedades conduzem a
polarizabilidade elevada, e assim os acidos classe B podem ser chamados de acidos moles
[46].

De um modo geral, pode-se correlacionar a capacidade de complexacdo dos metais
pelo enunciado: “Os acidos duros preferem se associar com as bases duras e os acidos moles
com as bases moles”. Este principio ndo deve ser encarado como exclusivo, isto €, sobre

condicBes adequadas, &cidos moles podem complexar com bases duras ou &cidos duros com
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bases moles resultando, entretanto em complexos de baixa estabilidade, uma vez que ambos
0s componentes sdo incompativeis [46,50].

Uma das melhores ilustracfes desta teoria em gquimica bioinorgéanica é a formacéo dos
complexos de proteinas de baixo peso molecular, (30-35% dos aminoacidos desta classe de
pequenas proteinas sdo residuos de cisteina) através de grupos sulfidrila que complexam
fortemente metais como Cd**, Hg?*, Pb?* e TI*[52].

2.8 Constante de estabilidade ()

A reacgéo de formacgdo de complexos pode ser expressa como:
M(H,0), + L < M(H,0),1L + H,O (03)

“Constante geral de estabilidade” () ¢ meramente a constante de equilibrio para
formagédo de um complexo em particular, a partir dos componentes apropriados M e L [5],
podendo ser representada por:

M@0, 1]
M (H0)n][L]

(04)
sendo, no equilibrio: [M(H20),.1 L] = concentracdo do complexo formado
[M(H20),] = concentracdo do ion metélico
[L] = concentracdo do ligante
Medidas de variacdo da concentracéo livre de somente uma espécie com a composicao
geral da solucdo podem em principio, levar a valores da constante de estabilidade [5].
Variacdo de propriedades adequadas com a composi¢do da solucdo pode, entretanto,
ser exploradas para dar informac6es sobre os complexos que sdo formados. Por exemplo,
medidas potenciométricas podem ser designadas de maneira que sua f.e.m. forneca uma
medida da concentragdo do ion metalico ndo complexado [5].
Na formac&o sucessiva de complexos de indice de coordenacdo superior a unidade, se

tem as seguintes reac;()es e constantes:

M +L ML K=o (05)
[ML,]

ML+L < ML, s (06)

ML, +L <> MLg — MLl g7)

3 MLy
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As constantes Kj, K; e K3 sdo denominadas constantes sucessivas de formacgéo dos
distintos complexos. O subindice nos indica de forma clara a etapa de complexagdo, bem
como o numero de ligantes unidos ao metal no complexo [53].

As vezes é conveniente utilizar as constantes globais de formagdo (B), que para o

complexo MLj é dada pela relacao [44]

ML
M +3L < ML B =K1.K2.K3 B=ﬁ (08)

2.8.1 Influéncia da forga i6nica 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 termodindmica), que deveria ser independente do meio i6nico, ou em funcdo do
cociente de concentracdo (constante de estabilidade estequiométrica), que sdo validas somente
em uma solucdo de composicéao particular. Se a constante de estabilidade estequiométrica for
determinada na presenca de um grande excesso de um eletrélito forte inerte e as solugdes em
estudo forem bastante diluidas, pode ser assumido que os coeficientes de atividade sdo
independentes da concentracdo das espécies reagentes e dependem somente da natureza e
concentracdo do eletrolito principal. Constantes de estabilidade estequiométricas obtidas sob
estas condi¢des sdo também quantidades termodinamicas, referentes ao estado padrdo no qual
todos os coeficientes de atividade sdo unitarios. Contudo, em respeito ao uso convencional, 0
termo constante de estabilidade termodinamica se refere ao cociente de atividade [54].

Se no tratamento matematico do equilibrio quimico se utilizar a constante
termodindmica, K, esta ndo se modifica com a forca ibnica, ja que é constante e independente
dos fatores de atividade. Entretanto a constante de equilibrio K, ndo termodindmica, esta
relacionada com K; pelos coeficientes de atividade das espécies que interferem no equilibrio.
Para a reacéo: [44]

A+BoC+D (09)

arelacdo entre K e Ky é:

Tc Tp

K= [YA Vg

] K (10)
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Sendo K; constante, so serd K, se o termo correspondente aos coeficientes de atividade
o for.

Se numa reacdo quimica houver s6 espécies moleculares, ndo carregadas, oS
coeficientes de atividade s&o unitarios, e a constante de equilibrio sera igual a termodinamica;
nédo dependendo da forca ibnica do meio [44].

A adocdo do assim chamado método do meio ibnico 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 solugdo sob
investigacdo (ex. NaCl, NaClO, ou KNOj3). Estes ions monovalentes, que sdo escolhidos
serem inertes dentro do possivel, dominam a forca idnica da solucdo e o conjunto de
coeficientes de atividade para todos os ions e moléculas formados nos sistemas sob
investigacdo serdo constantes. Na préatica, isto se mantém enquanto a concentracdo
equivalente dos compostos investigados ndo excederem a ~10 % da concentracdo do eletrolito
suporte. Isto corresponde ao limite superior de uma “janela” experimental, na qual os
coeficientes de atividade podem ser incorporados ao valor de B, e na qual concentragdes
quimicas podem ser usadas no lugar das atividades [55].

Constantes condicionais (determinadas neste trabalho) sofrem efeito do meio, portanto
dependem do solvente usado, da forca do meio, da temperatura e englobam a dissociacédo da
agua [47].

2.8.2 Interacdo metais-aminoacidos

A capacidade dos aminoacidos de formarem complexos metalicos ndo é somente de
importancia tedrica, mas também prética, estando relacionada ndo sé a presenca dos grupos
amino e carboxilico, mas também ao grupo funcional constituinte da cadeia lateral.
Entretanto, como os grupos sdo diferentes em sua natureza, a capacidade dos aminoacidos se
ligarem a metais também é diferente. Por exemplo, os 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, 0os aminoacidos ndo podem ser classificados de uma Gnica maneira e
estdo aptos a combinarem-se de diferentes formas com diferentes ions metalicos [25].

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 complexacédo de cobre

com a glicina [56].
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Li e Doody atraves de polarografia, condutometria e espectrofotometria estudaram a
formacdo de complexos de prolina, alanina, leucina, metionina, glicilglicina com cobre e
zinco [57].

Albert usando titulacdo potenciométrica determinou as constantes de estabilidade de
complexos formados entre os metais cobre e niquel, com os amino&cidos ornitina, glicina,

acido diaminobutirico e &cido diaminopropandico [58].

2.8.2.1 Interacdo cisteina-metais

A cisteina tem trés prétons dissociaveis (sitios de ligacdo) (anexo 01). A dissociacao
do préton a partir do grupo carboxilico ocorre em baixos valores de pH (pK1 = 1,71). A
dissociacdo dos outros dois prétons dos grupos —SH e NHs3" tem pKs 8,33 e 10,78,

respectivamente [56]. E podem ser representados pelos seguintes passos [59]:

Esquema 03
(SH)CH,CH(NH3")COOH
P
(SH)CH,CH(NH3")COO <«—>  (SH)CH,CH(NH,)COO
(S)CH,CH(NH;")COOH «—  (S-)CH,CH(NH,)COO

Uma caracteristica da desprotonacdo da cisteina estd na dificuldade de designar o
grupo envolvido nos dois passos de equilibrio mais basicos. Os modos de ionizacdo estdo
descritos no esquema 03 acima, que tem sido discutido por varias décadas. Atualmente €
aceito que a ionizacéo da cisteina ocorra simultaneamente a partir dos grupos SH e NH3" [60].

Durante a formagéo de complexos entre a cisteina e 0os metais cobre, cobalto e ferro,
hd formacdo de cistina, dificultando a determinacdo das constantes de estabilidade dos
complexos formados, devido a capacidade da cisteina de oxidar metais que apresentam mais
de um estado de oxidacéo [56].

O aminoacido cisteina pode sofrer oxidagédo se transformando em cistina. Em virtude
desta tendéncia de sofrer oxidagdo, a hidrolise de uma proteina onde a cisteina estiver
normalmente presente, conduz sob condi¢gdes normais, ao isolamento final de cistina em vez
da forma reduzida do aminoacido [56,61].

Cakir e colaboradores [62] estudaram a complexacéo de cisteina com o fon Cu®*

através de polarografia, usando voltametria de onda quadrada.



42

Quimicamente, grupos tiois 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?*[63]. Para a
complexacdo de cisteina com ions metalicos divalentes Disbudak e colaboradores [64]
encontraram a seguinte ordem de afinidade metal-ligante em funcdo das constantes de
estabilidade obtidas Cd (11)>Pb(I1)>Cu(ll). Ordem esta que esta de acordo com o previsto pela
teoria de Pearson, pois o Cd(Il) é classificado como um acido mole, apresentando maior
afinidade pelo —SH (base mole) da cisteina do que o Pb(ll) e o Cu(ll), que sdo intermediarios
[48].

Dolinska [65] observou que o amino&cido cisteina combina com Zn(ll) para formar
complexos solidos na faixa de concentragdo de 4 a 90 umol L™, possuindo trés sitios de
ligagdo com o metal, sendo que o complexo (1:1) formado entre Zn(ll) e cisteina é de média
estabilidade com log p = 2,23. Na formagdo de complexos cisteina-zinco (1:2), dois anéis
quelantes de cinco membros coordenados com o metal sdo formados, cada anel envolvendo
enxofre e nitrogénio, enquanto o grupo carboxilico esta livre [66]. 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 insol(veis com cistina ou cisteina e que

possui a capacidade de causar a redugéo da cistina [56,58].
2.8.2.2 Interacdo N-acetilcisteina-metais

A N-Acetil-Cys contém grupos tidis em sua estrutura (anexo 01) e também € utilizada
como antioxidante em condicdes de estresse oxidativo [67]. Sabe-se que a N-Acetil-Cys pode
estimular a sintese de glutationa [67] e proteger os tecidos contra a peroxidacao lipidica [68].

Vaérios estudos tém indicado que a N-acetilcisteina também possui atividade quelante
com relacdo a diversos metais pesados [69].

A utilizagdo da N-Acetil-Cys como agente antioxidante ou quelante, entretanto, requer
certos cuidados, ja que Ritter e colaboradores [70] descreveram que o uso da N-Acetil-Cys
pode ter algumas limitagdes e apresentar efeitos pro-oxidantes, devido a facilidade com que

interage com o ferro.
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2.8.2.3 Interacao lisina-metais

O aminoécido lisina apresenta trés hidrogénios ionizaveis (anexo 01), correspondendo
ao grupo carboxilico, e a dois grupos amino, com pKs a 25 °C de 2,20; 8,90 e 10,28,

respectivamente [56]. Os passos de dissocia¢ao estdo representados no esquema 04:

Esquema 04
(NH3")CH,CH,CH,CH,CH(NH3")(COOH)

s

(NH3")CH,CH,CH,CH,CH(NH3")(CO0)
JKe
(NH3")CH,CH,CH,CH,CH(NH,)(COO)
J
(NH,)CH,CH,CH,CH,CH(NH,)(CO0")

A lisina contém na cadeia lateral o grupo amino, que é potencialmente apto a
coordenar ions metalicos, podendo atuar como ligante tridentado [71]. Tem sido mostrado que
sais de cobre de lisina envolvem principalmente ambos 0s grupos aminos e com pequena
extensdo o a-amino com o grupo carboxilico [56,72], o que foi comprovando através de dados
de titulacdo potenciométrica publicados por Albert [58].

A lisina pode complexar com alguns ions metalicos, como V(II1) [72] e Fe(l1l) [73].

A cadeia lateral do grupo amino do aminoacido lisina é um grupo doador para
coordenacdo de oligopeptideos e proteinas com ions metalicos. Dados da literatura neste
topico sdo crescentes, mas habilidade real deste grupo para participar da formacdo de
complexos metalicos é ainda uma questdo discutida. Nao tem sido observado evidéncias de
ligacdo —NH,-metal, cadeia lateral, para complexos Cu(ll)/Lys e Ni(ll)/dipeptideos [74,75].
De outro modo, recentes investigacdes [76,77] do equilibrio de formacgdo de complexos de
oligopeptideos contendo Lys com ion Cu(ll), sustentam a hipotese de que o grupo —NH; do
aminoacido Lys interage com cobre, mas somente em pH alcalino. A desprotonacdo do —NH,
(e subsequente interacdo com cobre) ndo foi encontrada em pH neutro, assim sustentando a
hipdtese que, sob condigdes fisiologicas residuos protonados de Lys de metalo-peptideos
podem agir como “ancora’para receptores biologicos. Sharma [78], obteve as constantes de
estabilidade dos complexos formados entre L-lisina e os metais divalentes, Zn(ll), Cd(ll) e

Hg(ll). A tendéncia nas estabilidades destes 1:2 complexos metalicos foi encontrado ser
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Zn(11)> Hg(I)>Cd(ll). O Cd(Il) e o Hg(Il) sdo classificados como acidos moles segundo a
classificacdo de Pearson [50] e o Zn(ll) como intermediéario, 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 pelo acido intermediario do que pelos
acidos moles.

Albert [58] atraves de dados de titulagdo potenciométrica, obteve constantes de
estabilidade para complexos formados entre aminoacidos a ions metalicos alguns valores

obtidos estdo mostrados na Tabela 04.

Tabela 04 - Constante de estabilidade como log K de complexos de aminoacidos divalentes
com metais [48]

aminoacido Cu”* Ni®* Zn** Co** Fe?* Mn** Mg**
Cisteina - 19,3 18,2 - 6,2 4,1 2
Ornitina 13,0 8,3 6,9 6,3 5,0° <2 -
Lisina 13,7 8,8 7,5 6,8 4,5 2 -

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

2.9 Principios bésicos para determinacao de constantes de estabilidade

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

Método 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 Vaage,

Constante de equilibrio = constante de velocidade da reagdo direta / constante da velocidade
x k
da reacgéo reversa = =

desde que a solucdo contenha somente uma espécie considerada, que seja formada na etapa
determinante de velocidade. Assim a raz&o entre as constantes de velocidade direta e reversa
da reagéo:
k
A+B *C+D (11)
=

fornece a constante geral de estabilidade (j3,)
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A velocidade de formacdo de um complexo esta relacionada com a estrutura eletronica
do grupo central, e reacdes lentas (mensuréveis) sao restritas principalmente aos complexos
de ions de metais de transicdo. Embora a aproximacao cinética possa, em principio, ser usada
para o estudo destes sistemas, métodos de equilibrio sdo geralmente mais convenientes [47].

Método do equilibrio: um grande nimero de sistemas de complexos atinge
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¢do ou medidas de condutividade, os quais dependem de

variaveis intensivas de vérias espéecies presentes [47].

2.9.1 Método de obtencdo de constantes de estabilidade

Véarios métodos podem ser usados para determinacdo da concentracdo com razoavel
exatidao, de pelo menos uma das espécies no equilibrio, que junto com a composi¢do analitica
da solucdo experimental pode levar a determinacdo de constantes de estabilidade [79].

Métodos para medidas de constantes de estabilidade podem ser classificados de acordo
com a natureza das espécies existentes, ou ndo, em mais de uma fase [5]. Alguns métodos

utilizados na determinacéo de constantes de estabilidade estdo citados na tabela 05.

Tabela 05 - Métodos para determinacdo de constantes de estabilidade [79].

Potenciometria
Espectrofotometria
Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
Polarografia

Troca ibnica

Condutividade ibnica
Distribuicdo entre duas fases
Cinetica de reacao

Medidas de press6es parciais
Solubilidade

Eletroforese

Eletroforese capilar

Medidas de solubilidade de um sélido pouco soltvel em solugéo aquosa de um agente
complexante € um dos métodos mais antigos para o estudo de equilibrio em solugdo. O

método tem sido aplicado ao estudo do equilibrio em misturas de solventes aquoso-organicos
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e em sistemas saturados com respeito a liquidos ou gases pouco soltveis. Se um complexo
formado em solugdo aquosa for eletricamente neutro, ele pode ser parcialmente extraido por
um solvente organico imiscivel. A determinacdo do efeito da concentracdo do ligante livre no
equilibrio de particdo permite em principio, o célculo da constante de estabilidade do
complexo formado na fase aquosa [54].

Estudos de absorcdo de radiacdo no visivel e ultravioleta tém sido usados para obter
informacdes sobre equilibrios em solugdo. As mudancas de energia que sdo estudadas em
diferentes regides do espectro sdo de diferentes tipos: nuclear, eletrénico ou mudancas
moleculares, os varios ramos da espectroscopia ddo informacfes sobre a concentracdo de
espécies constituintes do sistema em estudo [54]. Medidas espectrofotométricas podem ser
dificeis de interpretar, j& que a absortividade molar é a soma das absortividades molares de
todas as espécies que absorvem radiagdo no A usado. Porém, se a adicdo do ligante ao ion
metalico resultar em uma mudanca significante na absorvancia, devido a formacdo de um
unico  complexo, a concentragdo  desta  espécie pode ser  determinada
espectrofotometricamente e levar entdo a obtencdo de constantes de estabilidade [5].

A polarografia [80] é usada em sistemas nos quais o ion metéalico pode ser
reversivelmente reduzido no eletrodo de mercurio gotejante, mas alguns sistemas podem ser
melhor estudados potenciometricamente pelo uso de eletrodo de améalgama [5]. Anélises
polarograficas sdo baseadas nas curvas caracteristicas, corrente-voltagem (polarogramas) para
solucdes diluidas (10° a 10" mol L™) [54]. A formagdo de complexo resulta em uma
mudanca no potencial de reducdo do ion para valores mais negativos, pois ions complexos
resistem a reducdo eletrolitica mais efetivamente que ions simples [81].

O uso de troca ibnica para a determinacdo de constantes de estabilidade é mais dificil
do que a distribuicdo entre fases liquidas, exceto para casos especiais, onde 0 Unico cation
formado seja o ion metalico livre. A quantidade de metal sorvida na resina so pode ser obtida
pela diferenca entre a quantidade inicial e final em solugdo [5]. Pasavento e Biasuz
determinaram constantes de complexagéo para adsorc¢do de Cu(ll) em resina IDA [41].

O método de Gulberg e Waage para determinacdo da constante de estabilidade de um
complexo BAn pressupde a medida da velocidade de formac&o do complexo. Se uma ou mais
das espécies BAn (n > 0) ou A reagem espontaneamente permitindo uma medida da
velocidade de formacgdo do complexo, ou determinagdo da velocidade de decomposicédo do
mesmo como uma fungdo das concentracGes de A e B [54], é possivel chegar as constantes de

estabilidade dos complexos.
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Eletroforese em papel foi usada por Tewari [82] para determinacdo de constantes de
estabilidade dos complexos formados entre os metais Fe(lll) e Cr(l11), e metilcisteina, através
de medidas da mobilidade eletroforeética.

Eletroforese capilar € um método com aplicacdo na determinacdo de constantes de
estabilidade relativamente novo, como mostra Havel et al. [83] na determinacé&o 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.

2.9.2 Titulagdo 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 exatiddo para medidas da concentracdo do ion
hidrogénio em um procedimento de titulacdo potenciométrica. Neste procedimento, uma
solucdo padrdo de uma base é adicionada em incrementos a uma solucdo acida bem
caracterizada do ligante na auséncia e na presenca de uma conhecida concentracdo do ion
metalico. Na maioria dos casos, 0 pH varia entre 2 e 12, durante tempo no qual 50-100
leituras de equilibrio sdo obtidas, constituindo a curva de equilibrio potenciométrico [79].

Uma grande vantagem do uso de medidas com eletrodos ion-seletivo, é que uma série
de dados pode ser facilmente coletada atraves de titulagdes. A partir da composicdo analitica
inicial, mudancas parciais com adicGes da base feitas com auxilio de uma bureta [55],
permitem a determinacdo da atividade dos ions em solucédo [84].

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 idnico 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 é a determinacdo da interacdo do ligante com o préton e do
metal com o anion hidroxila. Nos metais com a interacdo hidroxido-metal fraca, a mesma
pode ser negligenciada, uma vez que o uso das constantes de hidrdlise disponiveis na
literatura pode acarretar erros insignificantes de calculo [85].

As medidas potenciométricas do ion hidrogénio podem ser empregadas para calculo de

constantes de estabilidade, quando a formacdo do complexo for sensivel a concentracdo do
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ion hidrogénio, isto é, o grau de formacao apresentar mudancas mensuraveis conforme o pH
for mudado [79].

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, séo medidos para o
sistema contendo uma ou mais razGes molares de metal/ligante. Quando este é uma
competicdo aproximada entre o nimero de grupos doadores efetivos do ligante e o nimero de
coordenacao (em solucdo) do ion metalico, uma razdo molar 1:1 é usualmente suficiente. O
perfil de pH assim obtido é empregado para calcular a constante de estabilidade do complexo
formado em solugéo, como descrito por exemplo por Martell e Motekaitis, usando o programa
computacional BEST®[79].

O programa BEST® refina constantes de estabilidade pelo ajuste interativo néo linear
dos minimos quadrados das curvas de equilibrio através de um conjunto de equacbes de
balango de massa simultaneas para todos 0s componentes expressos em termos de constantes
de equilibrio conhecidas e desconhecidas. Com o uso apropriado do programa é possivel obter
um alto grau de discriminacdo na selecdo de espécies quimicas [86].

O programa computacional BEST® tem sido usado para determinagéo de constantes de
estabilidade, através de dados obtidos nas titulagcGes potenciométricas do ligante e do ligante
mais o ion metalico, em solucdo com forca ibnica constante, com uma base forte; dentre os
trabalhos publicados usando o referido programa estéo:

- Li e Martell [86]: determinacdo das constantes de estabilidade de complexos formados entre
fons metélicos divalentes (Pb%*, Cd** e Ni®*) e os trivalentes (Ga**, In®*" e AP*) com 2-
mercaptoetilamina (MEA),

- Chen et al. [87]: determinacdo das constantes de equilibrio para a formacdo de complexos
entre Fe(l11) e sorbitol,

- Inoue et al.[88]: determinacdo das constantes de estabilidade de complexos formados entre o
dissociado acido epigalocatequin galato e AI**,

- Gholivand et al [89]: determinaram a constante de equilibrio para os complexos formados

entre xilenol orange e fons alcalinos terrosos (Mg?*, Ca**, Sr** e Ba**) e 0 AI**.
2.9.3 Método Scatchard
Existem varios caminhos para linearizar dados que fornecem a relacdo entre

quantidades de uma dada substancia combinada e livre em solugéo, os diagramas Scatchard

(mais precisamente atribuido a Rosenthal) séo freqiientemente usados para este fim [90]. Um
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grafico de [PA]/[A] (concentracdo do componente A ligado sobre concentracdo do
componente A livre) versus [PA], terd uma inclinagdo de —K (constante de equilibrio do

complexo formado PA) e é chamado diagrama de Scatchard [36]. Como mostra a Figura 01:

[PAJIA]

Inclinacéo = -K

[PA]

Figura 01 - Grafico de Scatchard

Abate e Masini [84,91] usando o diagrama Scatchard determinaram as constantes de
estabilidade de complexos formados entre &acidos humicos e 0s metais: cobre, chumbo,
cadmio 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 [92-95].

Embora o diagrama de Scatchard seja muito Util para visualizacdo dos dados, ndo é o
caminho mais exato para andlise de dados. O problema é que a transformacdo linear distorce
0s erros experimentais [90].

2.9.4 Calculo de constantes de estabilidade

Se o sistema puder ser descrito por somente um ou dois parametros, métodos graficos
podem ser usados no calculo de constantes de estabilidade. Métodos graficos sdo de dois tipos
principais [5]:

1) Método linear: até dois parametros podem ser obtidos de um unico gréfico. O valor médio
de B pode ser encontrado convenientemente a partir do grafico linear log [a/(a-1)] versus log
a, que fornece uma linha reta de intercepg¢ao log .

2) Método de ajuste de curva: usualmente baseado no grafico semi-logaritmico envolvendo
uma variavel normatizada. Se um unico complexo for formado, a curva n e log a (o) é de
forma unica. O valor de B pode ser obtido por combinacdo de pontos experimentais com a
curva tedrican e log a (a) [5,54].

Onde: n = nimero médio do ligante complexado

a = concentracdo do ligante livre no equilibrio
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a = fracdo do metal complexado

O desenvolvimento de métodos computacionais para processamento de dados de
equilibrio, provendo mais exatiddo e rapidez nos calculos 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 espécies moleculares e
ibnicas presentes em meios bioldgicos e sistemas ambientais [79].

Muitos programas computacionais para calculo de constantes de estabilidades séo
usados e citados na literatura, como SPECFIT 209 V [96], Hyperquad [97], CELET [83],
BEST® [98] e PSEQUAD [99]. O programa BEST é um programa computacional FORTRAN
para computacdo de dados das curvas de titulacdo potenciométrica. Devido a ser interativo ele
¢ uma ferramenta poderosa para computacdo de constantes de estabilidade com algum grau
pratico de complexidade. Nesta consideracdo o BEST® é usado para minimizar o desvio
padrao do ajuste (¢ — sigfit), entre os valores de pH observados e calculados de toda a curva
de titulacdo. Esta minimizacdo é 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 propoésito de obter o melhor ajuste possivel dos minimos
quadrados entre os dados observados e os dados obtidos. A boa qualidade do ajuste é medida
por orit que € uma medida da soma ponderada do quadrado da diferenca entre pHgps — PHcarc €

o0 objetivo ¢ minimizar oy através do refinamento dos pardmetros [79].

Tw( £\
w pHo s _pHcac
Gﬁt:< %W I ) (12)

onde: w = fator ponderante, dado pela equacao,

B 1
e ((PH1+1‘PHi-|)2> )

i = Numero do componente da titulacéo.

O programa computacional BEST® foi usado no presente trabalho para tratamento dos dados
obtidos experimentalmente atraves de titulacbes potenciomeétricas de solucBes do ligante e
solugdes do ligante mais o metal, com o0 objetivo de obter as constantes de estabilidade dos

complexos formados em solugéo aquosa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacéo

— Espectrometro de absorcdo atdomica com atomizador por chama e com atomizador
eletrotérmico em forno de grafite novAA300 e Zeenit 600 com amostrador automatico
MPEG0, respectivamente (AnalytikJena)

- potencidmetro digital (modelo 827 pHlab, Metrohm, Suica)

- Balanga analitica Sartorius com quatro casas decimais

- Chapa de aquecimento — IKAMA G® RET-GS

- agitador magnético de bancada — IML Labor Labortechnik, tipo THYS

- Cémara de fluxo laminar — Trox do Brasil, classe 100

- Frascos plasticos de 13 mL com tampa

- Frascos plasticos de 40 mL com tampa

- Frascos plasticos de 100 mL com tampa

- Banho termostatico Julabo U3 (25 -37 °C) (Alemanha)

- Bureta automatica - Dosimat 665 com teclado para programacao (Metrohm, Suica)

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

3.2 Reagentes e Solugbes

Todos os reagentes utilizados foram produtos de qualidade para analise e a agua
utilizada para o preparo das solugdes foi purificada em sistema de Milli-Q (resistividade de
18,2  cm™). As solucdes dos aminoacidos, bem como, as solucdes padrdes de chumbo e
KOH foram armazenadas em recipientes plastico que foram antes do uso, submetidos ao
processo de descontaminagdo descrito no capitulo 3.3.

Os reagentes utilizados para o desenvolvimento deste trabalho estéo listados na Tabela
06.
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Tabela 06 — Lista dos reagentes utilizados para o desenvolvimento do trabalho

Reagentes Fabricante
Acido nitrico destilado Merck
Hidroxido de sodio Merck
Acido cloridrico Merck
Etanol Synth
Resina catidénica Dowex 50 x 4 (50 — 100 mesh) Fluka
Nitrato de chumbo Sigma
Cisteina Merck
N-acetilcisteina Sigma
Lisina Sigma
KCI Merck
KNO; Merck

3.3 Cuidados com a contaminacao

Durante todas as etapas deste trabalho, foi utilizado apenas material plastico
(polietileno, polipropileno), a fim de evitar contaminacdo com Chumbo e outros metais
provenientes do vidro.

Esses materiais foram armazenados em solucdes alcodlicas de HNO3; 10% (v/v), por
48 horas antes do uso. Apos este periodo, 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 Quantificacdo do chumbo em embalagens comerciais de solucdo de nutricdo
parenteral (NP) utilizando Espectrometria de Absor¢do Atdmica por Forno de Grafite
(GFAAS)

Apesar dos vidros usados para armazenar medicamentos possuirem uma elevada
resisténcia hidrolitica, ndo se deve asssumir que vidros em geral ndo sdo soltveis em solucgdes

aquosas. Estes vidros podem se dissolver se expostos as solugdes alcalinas, havendo a
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dissolugdo da superficie do vidro pelo ataque as ligagdes quimicas. Quando em contato com
solugdes acidas é favorecida a troca de ions metélicos do meio para o vidro e vice-versa [100].

Para determinar a concentracdo de chumbo livre que migra da embalagem de vidro,
bem como, das tampas de borracha em que as solu¢cdes NP sdo armazenadas, solucdes dos
aminoacidos em estudo foram preparadas (100,0 mL), separadamente, nas concentraces
usuais encontradas nas solugdes de NP, bem como ajustados os valores de pH de acordo com
0 descrito na embalagem da mesma (5,5-6,0). Nos ensaios de contato das solucbes dos
aminoacidos estudados, separadamente, com partes da embalagens das solucbes de NP
(embalagem de vidro inteira, embalagem de vidro triturada, tampas de borracha e EVA). As
solugcdes dos aminoécidos foram colocados em contato com a embalagem de vidro, com o
vidro triturado da embalagem, com as tampas de borracha cinza e vermelha trituradas e EVA
(etilvinil acetato) triturado. Aliquotas de 1,0 mL eram retiradas em intervalos de tempo de
contato de: 0 (logo apds o processo de esterilizagdo (4 h em estufa a 120 °C); 4; 6; 12; 16 e 19
semanas e a concentragdo de chumbo medido por AAS. A Tabela 07 resume os dados

utilizados nos ensaios de contato.

Tabela 07 - Ensaios para quantificacdo do chumbo extraivel em embalagens comerciais de
solugdo de nutricdo parenteral (NP) utilizando Espectroscopia de Absorcdo Atémica por
Forno de Grafite (GFAAS)

Aminodcido (g L™) Espécie da embalagem (concentracéo)
Cisteina (0,52) Vidro triturado (14,613g/100 mL)
N-acetilcisteina (0,52) Embalagem de vidro- 250 mL

Lisina (8,51) Borracha vermelha (3 g/50 mL)

Borracha cinza (3 g/25 mL)
EVA (3 9/50 mL)

3.5 Estudo da interacdo do chumbo com os aminoacidos cisteina, N-acetilcisteina e lisina

através do uso de resina catidnica

O estudo foi feito em batelada, e constituiu em colocar certa quantidade de resina
catidnica de interesse em contato com a solugdo em estudo, sob mesa agitadora na
temperatura ambiente. A escolha dos aminoacidos se deveu a sua estrutura, ou seja, a cisteina

e n-acetilcisteina pela presenca do grupo tiol que favorece a formagdo de complexos com
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metais pesados e a lisina por conter sitios ativos diferentes da cisteina e n-acetilcisteina, além

da importancia bioquimica que 0s mesmos possuem.
3.5.1 Preparo da resina catiénica

Antes do preparo da resina, a mesma foi descontaminada com solucéo alcoodlica de
HNO;3; 10% (v/v), conforme descrito no item 3.3.

Resina catidnica na forma Pb®*: 5 g de resina descontaminada foram condicionadas,
em coluna, com 500 mL de solucdo de Pb(NO3), 0,5 M, numa vazdo de 2 mL/min. Apoés a
resina foi lavada com agua Milli-Q até o descarte ndo acusar a presenca de chumbo por reacdo

com dicromato de potéassio.
3.5.2 Interacdo dos agentes complexantes com a resina na forma Pb?*

Para verificar a capacidade dos agentes complexantes em extrair chumbo da resina
catidnica, solucdes de agentes complexantes listadas na Tabela 08 foram colocadas em
contato, sob agitacdo mecanica, com uma massa de resina na forma Pb*".

O pH e a concentracdo de chumbo presentes nestas solugdes, foram determinados
antes do contato destas com a resina.

Apbs intervalos de tempos de 24, 48 e 96 h, do inicio do contato com a resina, o pH
das solucGes foi novamente medido e simultaneamente, aliquotas de, aproximadamente, 1 mL
foram recolhidas para posterior determinacdo de chumbo por espectroscopia de absorcéo

atbmica com chama.

Tabela 08 - Misturas de soluges e resinas utilizadas no item 3.5.2

Substancia ~ Concentragédo pH Volume solugdo  Massa Resina (g)  pH final

(mmol L) inicial (mL)

H,0 6,53 100 0,1 6,55
EDTA 2,00 6,51 100 0,1 6,52
EDTA 4,00 6,53 100 0,1 6,54
EDTA 10,0 6,52 100 0,1 6,53
EDTA 20,0 6,55 100 0,1 6,56
EDTA 30,0 6,52 100 0,1 6,53

Acido citrico 2,00 6,50 100 0,1 6,52

Acido citrico 4,00 6,54 100 0,1 6,56
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Continuacéo

Acido citrico 10,0 6,53 100 0,1 6,54
Acido citrico 20,0 6,54 100 0,1 6,56
Acido citrico 30,0 6,50 100 0,1 6,51

3.5.3 Interagdo dos aminoécidos cisteina, N-acetilcisteina e lisina com resina na forma Pb?*

Porces de 0,1 g de resina cationica na forma Pb** foram colocadas em contato com
100 mL de agua ou de solucdo dos aminoacidos em estudo (20 mM), separadamente. Apds
tempos de contato pré-estabelecidos (resina-solucdo), aliquotas de aproximadamente 1,0 mL
foram retiradas das solugdes em equilibrio com a resina, amostras estas que foram analisadas
usando espectroscopia de absorcdo atdbmica com chama para a determinagdo da concentracao

de chumbo.

3.5.4 Avaliacdo das constantes de estabilidade dos complexos chumbo-lisina através do

método Scatchard

Este estudo foi feito em batelada, para determinacdo da constante de estabilidade
usando os dados obtidos por espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS) para determinacéo da
concentracdo de chumbo em solucdo contendo aminodcido, em equilibrio com resina

catidnica na forma Pb?*, o método Scatchard [88] foi usado para tratamento dos dados.
3.5.5 Auvaliacdo da constante de estabilidade dos complexos chumbo-lisina

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre Pb-
Lis, porcdes de 0,1 g de resina catidnica na forma Pb?", foram colocadas em contato com 100
mL de &gua ou de solucéo de lisina com concentracéo entre 2,0 e 30,0 mM, separadamente,
sob agitacdo constante, em agitador de bancada. Apds tempos de contato estabelecidos,
aliquotas da solucdo em equilibrio com a resina foram retiradas e analisadas usando
espectroscopia de absor¢do atbmica (AAS) com atomizacgdo por chama para determinagéo da

concentracdo de chumbo.
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3.6 Titulagdo complexométrica

Com o propdsito de observar a interacdo entre o chumbo e os aminoacidos cisteina,
N-acetilcisteina e lisina, foram feitas titulagcdes complexométricas usando pHmetro com
eletrodo de vidro combinado, sistema termostatizado a 25 °C e desaeracdo com nitrogénio
puro, para titulacdes de 30,0 mL de solucdo de cisteina e N-acetilcisteina 3,3 mmol L™,
separadamente, com solucdo de Pb(NOs), 10,0 mmol L™ e titulacdes de 20,0 mL de solucéo
de lisina 50,0 mmol L™ com Pb(NO3), 100,0 mmol L™. As concentracées utilizadas foram as

mesmas utilizadas em trabalhos anteriores [103].
3.7 Determinacdo das constantes de estabilidade

Para determinar as constantes de estabilidade dos complexos formados entre o metal
chumbo e os ligantes cisteina, N-acetilcisteina e lisina foi utilizado o método potenciométrico.

3.7.1 Titulacéo potenciométrica

Todas as titulacdes e calibracdes para medidas potenciométricas foram realizadas em
uma célula (Figura 02) de acrilico de parede dupla termostatizada (25,0 + 0,1 °C), com
capacidade de 80 mL, em atmosfera inerte (N;), com forca idnica constante (KNO;3 0,1
mol L™). O sistema era fechado com uma tampa de nylon com 4 orificios, sendo um para
colocacéo do eletrodo de vidro combinado, com sensibilidade superior (trés casas decimais) -
especifico para este fim, o qual apresenta uum para o borbulhamento de gas inerte, um para
introducdo da bureta automaética e o 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 através de uma 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® [79]. No total
foram feitos trés calculos para cada aminoacido estudado, sendo que em cada calculo foi

usada a média das trés titulacoes.
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FN;;’*’# Titulante

pHmMétro 7

— __+ Agua

Figura 02 - Sistema de titulacdo potenciométrica.
3.7.1.1 Calibrag&o do sistema potenciométrico

O sistema eletrodo e medidor de pH foi inicialmente calibrado usando solugcbes
tamp&o Merck com pHs 4,0 e 7,0.

A calibracéo foi feita em termos de pH para pHmetro e eletrodo usando 22 mL de uma
solucéo de HCI 45,0 mmol L™ e KCI 91,0 mmol L™, com solugdo de KOH 93,0 mmol L. O
método Gran foi aplicado para avaliar o grau de contaminacdo por carbonato das solucdes de
KOH.

3.7.1.2 Sistema chumbo/cisteina (Pb / Cys)

Para verificacdo da proporcdo metal-ligante, no complexo formado, foram feitas
titulagcbes de solucbes de cisteina-chumbo, nas proporgdes de (1:1), (2:1), (3:1) e (10:1),
mantendo sempre a concentracdo do ligante constante em relacdo a do metal. Para tal, foram
titulados 30 mL de solugdo de cisteina 0,01 mol L™ e 0,01 mol L™ de Pb(NO3), com KOH
0,05 mol L™ ; solucéo de cisteina 0,01 mol L™ e 0,005 mol L™ de Pb(NO3), com KOH 0,05
mol L™ ; solugdo de cisteina 0,01 mol L™ e 0,003 mol L™ de Pb(NOs), com KOH 0,05
mol L™ e solucdo de cisteina 0,01 mol L™ e 0,001 mol L™ de Pb(NOs), com KOH 0,05
mol L™ . A forca iénica do meio foi mantida em 0,1 mol L™ com KNO;.

Para a determinagdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre
chumbo e cisteina, foram titulados 30,0 mL de solucéo de cisteina 0,01 mol L™ na auséncia e
presenca de solucdo de Pb(NOs), 0,01 mol L com KOH 0,05 mol L*; a forca i6nica do
meio foi mantida em 0,1 mol L™ com KNOs. Foram feitas titulagdes de solugdes de cisteina-
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chumbo nas proporgdes (1:1), (2:1) e (3:1) mantendo sempre constante a concentracdo do
ligante em relacdo a do metal.

3.7.1.3 Sistema chumbo/ lisina (Pb/Lys)

Para verificagdo da proporcdo metal-ligante, no complexo formado, foram feitas
titulacGes de solugdes de Lys-Pb, nas proporcdes de (1:1), (2:1), (3:1) e (10:1), mantendo
sempre a concentracdo do ligante constante em relacdo a do metal. Para tal, foram titulados
30 mL da solugdo do aminoacido e solucdo do metal com solucdo de KOH 0,05 mol L™
padronizada e a forca iénica do meio foi mantida em 0,1 mol L™ com KNOs, conforme
mostrado na Tabela 09.

Para a determinacdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre
chumbo e lisina, foram titulados 30,0 mL de solucdo de lisina 0,01 mol L™ na auséncia e
presenca de solucdo de Pb(NOs); 0,01 mol L™ com KOH 0,05 mol L™; a forca idnica do meio
foi mantida em 0,1 mol L™ com KNOs. Foram feitas titulacées de solucdes de lisina-chumbo
nas proporcdes (1:1), (2:1) e (3:1) mantendo sempre constante a concentracdo do ligante em

relacdo a do metal.
3.7.1.4 Sistema chumbo/ N-Acetil-Cisteina (Pb/ N-Acetil-Cys)

Para verificacdo da proporcdo metal-ligante, no complexo formado, foram feitas
titulagcbes de solucbes de N-acetilcisteina-chumbo, nas proporcbes de (1:1), (2:1), (3:1) e
(10:1), mantendo sempre a concentragdo do ligante constante em relagéo a do metal. Para tal,
foram titulados 30 mL da solucdo do aminoacido e solucdo do metal com solucdo de KOH
0,05 mol L* padronizada e a forga iénica do meio foi mantida em 0,1 mol L com KNO;,
conforme mostrado na Tabela 09.

Para a determinagdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre
chumbo e N-acetilcisteina, foram titulados 30,0 mL de solucdo de N-acetilcisteina 0,01
mol L™ na auséncia e presenca de solucio de Pb(NO3); 0,01 mol L™ com KOH 0,05 mol L,
a forca iénica do meio foi mantida constante em 0,1 mol L™ com KNO;. Foram feitas
titulacbes de solucdes de N-acetilcisteina-chumbo nas proporgdes (1:1) e (2:1) mantendo

sempre constante a concentracdo do ligante em relagdo a do metal.
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Os dados das titulagbes potenciométricas feitas para verificagdo da proporgéo
ligante:metal nos complexos formados entre os trés aminoécidos em estudo e o chumbo, estdo

resumidos na Tabela 09.

Tabela 09 - Dados das titulagcBes potenciométricas para verificacdo da relacdo metal:ligante
predominante.

Ligante (L) [Ligante] [Metal] Proporcdo  Forca idnica [KOH]
(mmol LY (mmol LY  molar (L:M) (mol) (mmol L™
Cisteina 0,01 0,010 1:1 0,10 0,05
Cisteina 0,01 0,005 2:1 0,10 0,05
Cisteina 0,01 0,003 3:1 0,10 0,05
Cisteina 0,01 0,001 10:1 0,10 0,05
N-Acetil-Cys* 0,01 0,010 1:1 0,10 0,05
N-Acetil-Cys* 0,01 0,005 2:1 0,10 0,05
N-Acetil-Cys* 0,01 0,003 3:1 0,10 0,05
N-Acetil-Cys* 0,01 0,001 10:1 0,10 0,05
Lisina 0,01 0,010 11 0,10 0,05
Lisina 0,01 0,005 2:1 0,10 0,05
Lisina 0,01 0,003 3:1 0,10 0,05
Lisina 0,01 0,001 10:1 0,10 0,05

* N-Acetil-Cisteina
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A compreensdo de muitos sistemas biologicos passa pelo estudo da ligacdo de ions de
metais pesados por peptideos, proteinas e aminoacidos, e técnicas potenciométricas s&o
adequadas para a determinacédo de valores exatos de constantes de estabilidade [101].

Estudos demonstram que o chumbo (Il) liga-se fortemente a grupos funcionais em
cisteina, mas que este ion ndo estabiliza 0s respectivos compostos com a mesma geometria do
zinco (I1), sugerindo que os problemas associados com a toxicidade do chumbo (I1) se deve ao
fato deste ocupar o sitio de ligagdo que seria do zinco ou o organismo carregar o chumbo livre
ou coordenado, ao invés do zinco, que é um elemento essencial [102].

Desta forma, a proposta deste trabalho consistiu em investigar as possiveis interacdes
entre alguns aminoéacidos, que compdem as solugdes de nutricdo parenteral, com o chumbo,
através da determinacdo das constantes de estabilidade.

Na primeira parte do presente trabalho, foi estudada a intera¢do entre chumbo e os trés
aminoéacidos estudados, primeiramente através da medida da quantidade extraivel de chumbo,
de partes das embalagens das solucfes de NP, pela solucdo dos aminoécidos, separadamente,
e, em seguida, usando um sistema de troca idnica. Na segunda parte, os valores das constantes
de estabilidade dos complexos formados entre 0s mesmos aminoacidos e o chumbo foram
obtidos a partir de dados de titulacdo potenciométrica.

A técnica da titulacdo potenciométrica foi escolhida devido a diversidade de sistemas a
que pode ser aplicada, pela instrumentacdo requerida ser corrente na maioria dos laboratdrios
e por fornecer valores bastante precisos. Se no estudo de um sistema em equilibrio existir uma
espécie idnica cuja concentracdo (ou atividade) seja afetada pela formacdo de complexos
moleculares e se existir um eletrodo sensivel a esta espécie com comportamento nernstiano na
zona de concentracdo a estudar, é possivel utilizar os valores de potencial da célula para
solucBes com diferentes composi¢cdes por forma a obter as constantes de equilibrio do
sistema. E, quando se utiliza um eletrodo sensivel ao cation hidrogénio e se as espécies em
estudo tiverem carater acido/base fraco ou intermediario, é usula seguir a variacdo da
concentracdo do céation hidrogénio em fungdo da quantidade de acido ou base adicionada a

uma solucéo com concentracdes totais do ligante e outras espécies conhecidas.
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4.1 Avaliagdo da migragdo de chumbo das embalagens de armazenagem das solugdes de
nutricdo parenteral para as solu¢des dos aminoacidos cisteina, n-acecil-cisteina e lisina

utilizando Espectrometria de Absorcdo Atdmica por Forno de Grafite (GFAAS)

Nos ensaios de contato das solu¢fes dos aminoacidos estudados, separadamente, com
partes da embalagens das solugbes de NP (embalagem de vidro inteira, embalagem de vidro
triturada, tampas de borracha e EVA)

A solucbes permaneceram em contato com esses materiais, por 19 semanas, sob
constante agitacdo e temperatura em 25 °C, e delas foram feitas cinco coletas, de 1,0 mL cada
uma, para posterior analise.

Na Tabela 10, encontra-se a média da concentracdo de chumbo que as solucdes dos
aminoacidos em estudo extrairam dessas embalagens e verificou-se que a lisina foi o
aminoacido que mais extraiu chumbo do vidro, seguido da cisteina e N-acetilcisteina. A
mesma ordem observou-se quando as solugdes de aminoacidos permaneceram em contato
com embalagem de EVA triturada, por um periodo de O (logo apés o periodo de
esterilizacdo); 4; 6; 12; 16 e 19 semanas, respectivamente. Em relacdo as borrachas que
constituem a tampa das embalagens de vidro das solugdes de NP, a ordem decrescente de
extracdo de chumbo foi: lisina > N-acetilcisteina > cisteina.

Embora ndo haja um aumento proporcional da concentragdo de chumbo em solugéo
em relacdo ao aumento do periodo de contato (embalagem — solu¢do do aminoéacido), através
desses ensaios pode-se comprovar que existe a contaminacdo, dessas embalagens por chumbo,
mesmo em concentracdo extremamente baixa e que os aminoacidos estudados possuem
interacdo com esse metal. A partir desta constatacdo, o estudo do mecanismo dessas

interacdes foi possivel através dos calculos das constantes de estabilidade entre 0s mesmos.
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Tabela 10 - Concentracdo de chumbo extraido pelas solu¢Ges de aminoacidos das embalagens
de solucdes de NP

Concentracdo (ug L™) de Pb extraida por:

Cys N-Acetil-Cys Lis
Embalagem de vidro 10,21 2,58 19,80
Embalagem de vidro* 2,88 0,83 0,29
Tampa de borracha 1** 0,49 0,65 14,43
Tampa de borracha 2*** 0,37 0,557 2,65
EVA 1,68 0,01 4,22

*embalagem de vidro triturada
** tampa de borracha cinza (triturada)

*** tampa de borracha vermelha (triturada)

Em trabalho recente, desenvolvido pelo grupo deste laboratorio, Bertagnolli [100],
constatou que os aminoacidos extrairam varios metais das embalagens plasticas e de vidro.
Porém, a acdo destes aminoacidos ndo pode ser relacionada com o pH, ja que as solucbes de
aminoacidos ndo possuem valores de pH extremos. O qué, provavelemente, ocorre é a
formagdo de complexos destes aminoacidos com os metais. Neste ensaio, pelo periodo de 225
dias de armazenamento das solu¢des de aminoacidos em embalagens de EVA, se obteve 0s
seguintes resultados: o chumbo extraido pela cisteina e lisina alcancou a concentracdo de
641,3 nug/g e 23,1 ng/g de aminoacido, respectivamente, analisados por AAS. O estudo indica
que ndo ha especificacdo de limites estabelecidos pelas Farmacopeias para metais em
embalagens plasticas. No ensaio com as embalagens de vidro, as solu¢fes de aminoacidos
foram armazenadas por um periodo de até 90 dias, sendo feita analises, por AAS, em 30; 60 e
90 dias. O chumbo extraido do vidro pela cisteina foi de 7,6 ug/g de aminoacido em
embalagem de pequeno volume e 6,0 ug/g em embalagem de grande volume no periodo
méaximo de 90 dias [100].

4.2 Estudo da interacdo do chumbo com os aminoacidos através do uso de resina de

troca ibnica

Para os amino&cidos investigados, devido a natureza dos ligantes, presenca de enxofre
na molécula da cisteina e N-acetilcisteina e a afinidade que estes ligantes podem apresentar

por ions intermediérios como o chumbo, foram realizados ensaios com resina de troca i6nica
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para verificar a distribuicdo do chumbo entre uma resina cationica e a solugéo contendo o
aminoacido. Pela teoria de Pearson, é possivel que ocorra a ligacdo entre um &cido
intermediario e uma base mole, e existem exemplos onde estes complexos se formam. Li e
Martell [86], 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
11, as constantes de estabilidade para os ions trivalentes sdo maiores do que para 0s ions
divalentes para os mesmos tipos de complexo formado: ML.

Como neste caso as Unicas ligacdes possiveis sd&o com 0s grupos tiol e amino, ndo ha
duvidas de que a formacgdo do complexo se da através da ligacdo destes dois grupos com 0s

metais.

Tabela 11 - Constantes de estabilidade para complexos formados entre MEA* e ions
metalicos divalentes medidos potenciometricamente em éagua a 25 °C e forca ibnica
0,1 mol L™* KCI.

fon metalico (M) Log K
[ML)/[M][L] [MHL]/[ML][H] [M(OH)L)/[ML][OH]
Ga>* 14,82 3,67 -
In®* 12,25 4,31 -
AP 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

MEA : 2-mercaptoetilamina (HSCH,CH,NH,) [80].

Os resultados obtidos através da titulacdo potenciométrica (descritos adiante na secdo
4.3) mostram que as espécies presentes em maior quantidade em solugdo aquosa para 0
sistema cisteina-Pb sdo Cys,Pb e CysPbOH, para o sistema N-acetilcisteina-Pb sdo: N-Acetil-
Cys,Pb, N-Acetil-CysPbOH e N-Acetil-Cys,PbH e para o sistema lisina-Pb sdo LysPb e
LysPbOH, indicando o envolvimento de espécies hidrolisadas de chumbo e aquo ion, uma vez
gue os complexos existem na faixa de pH, onde as espécies hidrolisadas de chumbo e aquo
ion estdo presentes em solucdo aquosa, na auséncia de ligante.

A coordenacdo entre o chumbo e os ligantes acima nao é ainda bem definida, podendo

ser com 0 aquo fon (Pb**) ou com Pb(OH),*".
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4.2.1 Interagdo dos aminoécidos cisteina e N-acetilcisteina com resina na forma Pb?*

Os resultados dos ensaios envolvendo resina catidnica na forma Pb** em contato com
agua, solucdo de cisteina e N-acetilcisteina (Figura 03), separadamente, mostram que o
chumbo permaneceu ligado a resina, quando a mesma ficou em contato com agua, mas
quando a resina foi colocada em contato com solucéo contendo cisteina ou N-acetilcisteina, o
Pb foi extraido da resina, devido a interacdo entre chumbo e os aminoacidos em estudo,
provavelmente por formacdo de complexos entre o Pb e os aminoacidos: cisteina e N-

acetilcisteina.

30 - Cys
T, 20 -
g I -
~ N-Acetil-Cys
o
10 f
1 . A A agua
O K-lfl T T
0 15 30 45 60

Figura 03 - Concentracéo de Pb?* em solugdo versus tempo de contato da resina cationica na
forma Pb* (0,1 g) com &gua, solucdo de Cys e solucdo de N-Acetil-Cys 20 mmol L™,

separadamente.

A partir do ensaio, pode-se constatar que a cisteina em solucdo extrai mais chumbo da
resina catiénica e que quanto maior o tempo de contato com a mesma, maior a quantidade de
chumbo extraido da resina catidnica, o qué ndo se reproduz para a N-acetilcisteina. Observa-
se na Figura 08, que a extracdo de chumbo pela cisteina comeca com 50 % de extragdo e
alcanca o maximo em 60 h, comportamento que deve estar associado a oxidacdo da cisteina
em solucdo, onde grupos tidis da mesma formam ligacdes dissulfeto [103] resultando na

formacéo de cistina em solugéo.
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4.2.2 Interagdo do aminoacido lisina e outros agentes complexantes com resina na forma Pb?*

Os complexantes estudados foram acido citrico, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e a lisina.

A finalidade deste ensaio consistiu em comparar 0s agentes complexantes entre si,
uma vez que todos os complexantes em estudo possuem o grupo funcional carboxilico, onde
seu anion carboxilato é considerado uma base dura, segundo classificacdo de Pearson [28] que
se liga ao Pb?* (4cido intermediario) para formar complexos pouco estaveis.

Como EDTA, é&cido citrico e lisina possuem 4, 3 e 1 grupos carboxilicos
respectivamente, complexos de EDTA com chumbo prevalecem, uma vez que o EDTA é um
ligante multidentado que forma complexos estaveis 1:1 com a maioria dos ions metéalicos,
com ligacdo através de quatro atomos de oxigénio e dois a&tomos de nitrogénio [36]. A maior
afinidade do EDTA em complexar o Pb?* é devido a sua estrutura espacial, com 6 atomos
doadores de elétrons, permite satisfazer o numero de coordenacdo seis frequentemente
encontrado nos ions metalicos e formar na quelacdo anéis de cinco atomos que tem pouca
tensdo [46].

Os resultados dos ensaios envolvendo resina catidnica na forma Pb** em contato com
solucdo dos agentes complexantes, separadamente, mostraram que o chumbo foi extraido da
resina, devido a interacdo entre 0 chumbo e os complexantes em estudo, provavelmente por
formacdo de complexos entre o chumbo e os agentes complexantes. A figura 04 A e B
mostram a concentracdo de chumbo em solucdo em relacdo ao tempo de contato da resina
catibnica na forma Pb?*(0,1 g) com a solucdo dos complexantes na concentracdo de
20 mmol L™. Aos dados originais foi aplicada a escala logaritma, no eixo x, para melhor

visualisacdo (figura 04 B).
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Figura 04 - Concentracdo de Pb®* em solucéo versus tempo de contato da resina catiénica na
forma Pb** (0,1g) com solugéo dos complexantes 20 mmol L, separadamente (A); tempo em

escala logaritma (B).

Pode-se concluir dos resultados deste ensaio, que a resina catiénica na forma Pb?*,
pode atuar como uma fonte de fons Pb®*, onde os complexantes EDTA e lisina extrairam
maior quantidade de chumbo da resina do que a solucéo de acido citrico. Assim, a quantidade
de chumbo extraida pelas diferentes solucdes analisadas esta relaciona com a estabilidade do
complexo formado, ou seja, solugbes que extraem mais chumbo da resina formam complexos
muito mais estaveis do que solugdes que extraem pouco chumbo.

Com o objetivo de verificar qual o pH que propicia uma maior migragdo do metal para
4gua pura, realizou-se ensaios colocando-se em contato 0,1g de resina cationica na forma Pb**

com agua de Milli-Q (100 mL) ajustando os valores de pH em: 2 (com solugdo de acido
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cloridrico 0,1 mol L™), 8, 10, 12 e 14 (com solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol L™). Foram
retiradas aliquotas em tempos de 1; 2; 24 e 48 h (Figura 05 A e B). O resultado mostra que a

extracdo aumenta conforme aumenta o pH e que permanece estavel independente do tempo de

contato.
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Figura 05 - Concentracdo de Pb* em agua versus tempo de contato da resina catiénica na
forma Pb%*(0,1 g), em diferentes pHs: A (pH 8,0; 10,0 e 12,0); B (pH 2,0 e 14,0)

A Figura 06 mostra a concentragdo de chumbo em solucdo em relagdo ao tempo de
contato da resina catiénica na forma (0,1 g) com a solugdo do aminoécido lisina, em pH
fisioldgico (pH 7,0), nas concentracdes de 2, 4, 10, 20 e 30 mmol L™, ou seja, na proporcao

ou relagéo 1:1, 1:2, 1:5, 1:10 e 1:15 metal:ligante (M:L).



68

0.5 - 30 mmolL?
20 mmolL1
10 mmolL1

L 047 —
4 R
> 4 mmolL-1
S —=n
$)

P et ——

0.2 T T : . . )

24 48 12 96

t/h
Figura 06 - Concentracdo de Pb/ Lys (mg L™) em solucdo (100 mL) versus tempo de contato

(dia) resina — solucdo de cinco solugdes de lisina (pH 7,0).

Os ensaios mostraram que o tempo de contato utilizado no estudo ndo foi um
determinante para 0 aumento da extracdo de chumbo e sim, 0 aumento da concentracdo do
ligante. O equilibrio de troca é atingido logo nas 48 h de contato para as concentracdes 4 e
20 mmolL™?, para a concentragdo de 2 e 20 mM ocorre em 96 h e para concentracio de
30 mmol L, a partir de 48 h ocorre um decréscimo na extracio do metal.

A Figura 07 mostra que a relacdo [Pb]yesina/[Pblsoiczo diminui com o aumento da
concentracdo do ligante em solucdo, indicando que o aumento da concentracdo do ligante em
solucdo, aumenta a concentracdo de chumbo extraido da resina. O chumbo em solugdo deve
estar complexado com o ligante, e a extensdo da troca para cada ligante usado pode estar

relacionada com a constante de estabilidade do complexo formado em solucgéo.
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Figura 07 - Concentracdo de chumbo na resina/concentracdo de chumbo em solucdo versus
concentracdo dos ligantes: Lys, EDTA e &cido citrico em solucdo (100 mL), em contato com

resina catidnica na forma Pb?* (0,1 g) em 96 h de contato.

Na Tabela 12, observa-se as extracdes de chumbo da resina catibnica em contato com

solucdes de todos os ligantes estudados, em concentragdo 20 mmol L™.

Tabela 12 - Comparativo da concentracdo de chumbo (mg L™) em solucéo (50 mL) 20 mM
extraido pelas solugdes dos ligantes estudados.

Concentracdo de Pb** (mg L™) extraido pelas soluc8es nos tempos

Ligante 2h 24 h 48 h 5 dias
EDTA 294,30 296,70 296,90 305,90
Acido citrico 32,13 34,66 35,62 -
Cys 15,71 20,00 28,50 31,12
Lys 146,20 149,00 149,50 -
N-Acetil-Cys 40,40 38,20 16,00 -

A partir da Tabela 12, constata-se a maior extracdo de chumbo pelo ligante, na
seguinte ordem decrescente: EDTA > Lys > N-Acetil-Cys > acido citrico > Cys. Embora 0s
tempos de contato da resina Pb** com os ligantes sejam diferentes, constata-se que a
complexacdo entre o Pb e a N-Acetil-Cys é mais répida, uma vez que, em um periodo de
apenas duas horas, ocorre uma extracdo de 40,40 mg L™ de N-Acetil-Cys pelo metal. E, para
extrair a mesma quantidade pela cisteina, o periodo requerido foi de pelo menos 5 dias.

Porém, a extracdo de chumbo pela cisteina se mantém constante por um longo periodo de
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tempo e pela N-Acetil-Cys, a extracdo alcanca um méaximo, num periodo curto de tempo, e

em seguida, diminui gradativamente.

4.2.3 Avaliacdo das constantes de estabilidade do complexo Pb-Lisina através do método
Scatchard

O método de Scatchcard tem sido usado para determinacdo de constantes de
estabilidade dos complexos formados entre ions metalicos e substancias himicas [104, 105] e
principalmente de associagdes entre farmacos e 0s constituintes do sangue como as proteinas.

Para obter uma constante de equilibrio, devemos medir as concentracGes (atividades)
das espécies envolvidas no equilibrio.

Um grafico da relacdo entre a concentracdo da espécie combinada e concentracdo da
espécie livre, versus a concentracdo da espécie combinada, tera uma inclinacdo —K (constante
de equilibrio) e € chamado de diagrama de Scatchard. Ele é muito utilizado para medir as
constantes de equilibrio, especialmente em estudos de bioquimica [36].

Para a aplicacdo do método Scatchard na determinacdo de constantes de estabilidade
dos complexos formados entre o fon Pb** e 0 aminoacido em estudo, os resultados trabalhados
sdo correspondentes ao tempo maximo de contato resina-solucéo estudado, ou seja, quando o
equilibrio de troca foi atingido.

Como foi visto em 4.2.2, sem a presenca de lisina em solu¢cdo, o chumbo permanece
ligado & resina, portanto o chumbo extraido da resina catidnica Pb>* pela lisina, dever estar
ligado a mesma, e a concentracdo de chumbo em solucdo correspondendo a concentracao de
chumbo combinado com a lisina (lisina combinada). Pela diferenga de concentragéo inicial de
lisina obteve-se a concentracdo de lisina livre. Dados que estdo mostrados na Figura 08 (A) e
(B). A partir da inclinacdo da reta mostrada no gréafico da Figura 08 (A) (diagrama Scatchard),
obteve-se a constante de estabilidade do complexo Lys- Pb em solucdo, nas condi¢Ges do

experimento.
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Figura 08 - Isoterma de troca ibnica para solugdes contendo lisina em diferentes
concentragdes em equilibrio com resina catiénica na forma Pb**(0,1 g) (A). Diagrama de

Scatchard para lisina em solugdo combinada com Pb?* extraido da resina cationica (B).

Os valores obtidos para log K, usando o método Scatchard (resina de troca ibnica), a
partir do coeficiente angular da curva 13 (B) (K =-0,77) foi -0,11 (Pb-Lys).

O valor da constante (que foi superior ao do grafico de Scatchard) obtido com dados
das titulagBes potenciométricas e calculada pelo program BEST® seré discutido na secdo 4.3.
Esta divergéncia nos resultados deve-se provavelmente ao método Scatchard, que fornece
valores aproximados para constantes de estabilidade [89] e as condic¢Oes de complexagéo néo
serem as mesmas, com o pH que para o estudo envolvendo troca ionica foi < 6,0. Este pH

propicia a formacao de espécies protonadas em solucdo, que ndo foram encontradas como
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espécies predominantes usando titulagdo potenciométrica, provavelmente devido a faixa de
pH trabalhada.

4.3 Titulacdo complexométrica

A titulacdo com formacgdo de complexos ou complexometria baseia-se em reagdes
envolvendo um ion metélico e um agente complexante, com formacdo de um complexo. A
variacdo da concentracdo do metal em solucdo em torno do ponto de equivaléncia €
dependente da constante de estabilidade do complexo formado [106].

Segundo Li e Doody [57], o formato da curva de titulagdo complexométrica, indica a
intensidade da interacdo metal-ligante, ou seja, a estabilidade dos complexos formados.
Quando complexos de menor estabilidade sdo formados, as variacdes de declividade na curva
de titulacdo sdo pouco nitidas e, as vezes, ndo perceptiveis tanto visualmente quanto através
de derivagbes das curvas primitivas. Para observar o efeito descrito acima, foram feitas
titulacbes potenciométricas de solucBes dos ligantes cisteina, N-Acetil-Cisteina e Lisina,
separadamente, com o ion metalico, as curvas obtidas estdo representadas nas Figuras 09 (A e
B), 10 e 11.

pH

V/mL

(A)
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Figura 09 - pH versus volume de Pb(NO3), 10 mmol L™, na titulacio de 30 mL de solucdo (A)

3,3 mmol L™ de cisteina e (B) primeira derivada 3,3 mmol L™ de cisteina, separadamente.
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Figura 10 - pH versus volume de Pb(NOs), 100,0 mmol L™, na titulacdo de 20 mL de solugéo
50,0 mmol L™ de lisina.

Pelo aspecto das curvas de titulagdo complexométrica da cisteina e da lisina, pode-se
observar comportamento semelhante, no qual mostra que a interagdo metal- ligante foi fraca
devido ao salto potencimétrico ndo ser acentuado [57]. Tanto para a titulagdo
complexomeétrica da solucgéo de cisteina quanto a da lisina, a propor¢do metal-ligante de 1:1 ¢
atingida com 10 mL adicionados de solugdo de Pb(NOs),, pois a partir deste volume o pH
torna-se constante com a continuacdo da adicdo de incrementos da solugdo de chumbo,

exibindo a curva paralela ao eixo x. O grafico da derivada do pH vs a derivada do volume
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confirma o pH constante j& a partir da adi¢cdo de um volume de 7,0 mL de Pb(NOs3), , sendo
que a partir deste ponto ndo se observa nenhuma oscilagdo na curva de titulagéo (figura 09 B).
A curva de titulagdo complexométrica da N-Acetil-Cisteina ndo mostrou 0 mesmo
comportamento daquele observado para cisteina e lisina. Isto pode ser atribuido a presenca do
grupamento acetil. Entretanto, quando foi realizada a titulacdo com solugdo de KOH dos
aminoacidos em estudo, na auséncia e na presenca do metal, em diferentes proporc¢des de
L:M, as curvas dos trés aminoacidos apresentaram caracteristicas semelhantes, conforme
Figura 11 (A, B, C).
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Figura 11 — Titulacdo potenciométrica dos aminoacidos, com solucéo de KOH, na auséncia e
presenca do metal, em diferentes propor¢des L:M (A: cisteina; B: N-acetilcisteina; C: lisina).

4.4 Determinacdo das constantes de estabilidade

Para determinacdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre
chumbo e os aminodcidos cisteina, N-acetilcisteina e lisina, foi usado o método
potenciométrico. Este método consiste na obtencdo dos dados da titulacdo potenciométrica de
solugdes do ligante e do ligante mais o metal com uma solugéo alcalina e posterior tratamento
dos dados usando o programa computacional BEST, prdprio para célculos de constantes de
estabilidade. Para a lisina foi usado também o diagrama de Scatchard. Em estudos feitos por
Scatchard [107], foi possivel calcular constantes de equilibrio relativas e a avaliacdo dessas
constantes, através do Diagrama Scatchard, a partir da determinacdo da concentracdo das
especies em equilibrio em solucdo, e ainda, possibilitou estabelecer um conjunto de

constantes de estabilidade relativas metal:ligante (chumbo: lisina).

4.4.1 Determinagdo das constantes de estabilidade Pb-aminoacido por titulacdo

potenciométrica

4.4.1.1 Calibracdo do sistema potenciomeétrico

Visando obter resultados confiaveis na determinacdo das constantes de estabilidade, as

condigdes experimentais precisam ser objeto de cuidadoso planejamento.
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Antes de cada conjunto de titulagcdes potenciométricas, o sistema eletrodo-pHmetro era
calibrado. O método Gran era aplicado para determinacdo da contaminagdo por carbonato das
solucdes de KOH, conforme descrito por Martell e Motekaitis [79]. As solucdes de KOH
preparadas usando agua purificada pelo sistema Milli-Q, se mostraram isentas de CO,. O CO,
absorvido em solu¢bes de KOH pode formar carbonato de potéassio [108]. A presenca de
carbonato de potéssio aumenta o pH do meio, e consequentemente, a leitura do pH na faixa
béasica sofrera alteracdo, ou seja, observar-se-a um desvio na regido de pH bésico observado
pela modificacdo nos valores de pH, interferindo nos resultados das titulagdes
potenciométricas, por isso da necessidade prévia da determinacdo de carbonato. No apéndice
A esté descrito o calculo, bem como o gréfico resultante desta determinacéo.

O produto idnico da agua é um parametro importante, pois trata-se de uma constante
condicional que depende do sistema utilizado e, como tal, deve ser determinado para as
condigdes experimentais em que se irdo realizar as véarias determinacfes potenciométricas
[109].

4.4.2 Determinacédo do produto iénico da agua (pKw)

Muitos solventes em estado de absoluta pureza possuem, ndo obstante, uma pequena
condutividade que se deve atribuir a uma auto-ionizacdo ou autoprotolise. Assim, no caso da
agua, tem-se a reacdo H,O + H,O < H3O" + OH’, que € o inverso da neutralizagio entre o
acido forte H;O" e a base forte OH'.

-

CrrL s , o a0 -
A constante deste equilibrio serd entéo K=ﬁ. Esta constante prevalece,
H,O

evidentemente, ndo s6 na dgua pura, mas também na presenca de solutos. Mas a atividade da
agua pura é igual a unidade, podendo-se admitir que, em solugdes diluidas, o seu valor pouco
se altera. Neste caso, sera constante o produto Ky, = ap+.aon-  (14)

Esta quantidade é chamada produto idnico da agua e significa que, na dgua pura e nas
solugdes aquosas diluidas, é constante o produto das atividades dos ions hidrogénio (hidronio)
e hidroxila. Exprimindo a atividade em funcéo da concentracdo molar,

Kw = Chs - € om- V5 (15)

Porém, em sistemas aquosos de alta pureza e nas solugdes de pequena forca ibnica, o
coeficiente de atividade ibnico médio é préximo da unidade, podendo-se admitir como
aproximadamente constante o produto das concentra¢Ges dos ions hidrogénio e hidroxido:
K’w = CH+ . C oH- (16)



7

O valor deste produto pode ser determinado a partir da condutividade da agua pura
que, a 25°C, é igual a k = 5,54 . 10°® ohm™cm™. Por outro lado, as condutincias equivalentes
dos fons H" e OH’, em pequenas concentracOes, existentes na agua pura podem ser
consideradas idénticas as condutancias em diluicdo infinita, isto €,

y;’H +ydy_ =349,8 + 198,6 = 548,4 ohm™ (17)

Esta condutancia corresponde a um equivalente-grama, ou um mol de fons H* em agua
pura. Como conseqiéncia, 0 nimero de mois de fons H* existentes em um centimetro cubico

5,54 .10
5484

de 4gua pura sera =1,01.10™ mols cm™

Por isso, em um litro (1000 cm™) de 4gua pura, a concentragdo de fons H* (que é igual
a dos fons OH") sera ¢ y+ = € op. = 1,01.107 méis L™

Tem-se entdo, para o produto idnico aproximado da agua:

K’w=Chs . Con-= 1,02 107 (18)
em 25 °C, valor que pode ser considerado igual ao verdadeiro produto iénico, Ky, porque as
concentragdes ibnicas na dgua pura sao muito baixas.

O procedimento conhecido como calibracdo interna, foi usado para determinacdo do
produto idnico da agua [57]. Ele consiste basicamente na titulacdo de um acido fraco com
uma base forte no meio iénico considerado, as constantes de protonacao do acido fraco sendo
conhecidas e o0 produto ibnico da agua pode ser determinado usando programas
computacionais apropriados (BEST) para a titulacdo potenciométrica. Neste trabalho,
utilizou-se o programa BEST para o célculo do produto i6nico da agua, o qual oferece maior
rapidez na determinacgdo. O valor de Kw assim determinado serve também como um teste de
qualidade do sistema de medidas. ApOs conhecido este parametro, os valores das constantes
de protonacdo séo calculadas com maior exatidao.

Com o uso dos dados da titulacdo potenciométrica de solugdes de &cido acético com as
solucdes de KOH, foi obtido 0 pKwieyp) = -14,28 e pKW(cac) = -14,24 para a forga i6nica da
solugéo 0,1 M. pKw(caic) usando

KW = Cp+.Con-. v+ (apéndice B) (19)

Os valores de pKw foram confirmados, para cada ligante, no refinamento de suas
constantes de protonacéo.

A construcdo do diagrama da distribuicdo das espécies sempre comeca com a
especificacdo da concentracdo de cada componente adicionado e sua certeza depende
diretamente da qualidade de todas as constantes de equilibrio envolvidas, inclusive a

concentracdo hidrogenionica do sistema estudado (apéndice B).
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4.4.3 Estudo da proporcdo metal-ligante

No calculo das constantes de estabilidade, as curvas A, B e C, da figura 16, séo
importantes porque informam sobre a relacdo molar do metal-ligante, informando a
estequiometria da reagéo.

Conforme descrito por Martell e Motekaitis [79], uma ou mais curvas de pH devem
ser obtidas para sistemas contendo uma ou mais relagdes molares do metal-ligante. Quando
existir uma igualdade aproximada entre o nimero efetivo de grupos doadores do ligante e 0
namero de coordenagdo do ion metalico em solucéo, uma relagdo molar (1:1) é suficiente.

A caracterizacdo do ligante é o primeiro passo para posterior célculo da constante de
estabilidade, que experimentalmente, é feita pela determinacdo da estequiometria da reacdo e
da constante de protonacdo desse ligante. Para isso, uma solucdo acida do ligante é titulada
com incrementos da solucgdo titulante (base padronizada) de modo a fornecer, em média,
cinquenta pontos experimentais, dos quais acima de dez pontos representardo “a”’(mols da
base / mols do ligante).

Na potenciometria, a variavel medida é —log[H'], que se destina a céalculos com um
algoritmo, o qual calcula pH diretamente e minimiza a soma dos quadrados da massa de —log
[H™] residuais. O fon Pb* geralmente apresenta nimero de coordenacdo 4 , desta forma, é
esperado que coordene com os ligantes em estudo nas relacfes ligante:metal de 1:1 ou 2:1,
visto que os ligantes cisteina, N-acetilcisteina e lisina, de acordo com o numero de
hidrogénios ionizaveis, apresentam 3, 2 e 3 sitios de ligacao, respectivamente [55].

No célculo da constante de estabilidade, as curvas obtidas por pH vs a (razdo mols da
base: mols do ligante) e m (razdo mols da base: mols do ion metalico) ddo uma informacéo
importante sobre a razdo molar dos complexos formados e portanto, sdo fundamentais para o
calculo das constantes de estabilidade. Inamul-Haq [110], encontrou, para os complexos entre
0 aminoacido L-hidroxiprolina e Pb(ll) e com Cd (Il), as espécies L e HL presentes em
solucéo, a partir dos valores obtidos do grau de formacao do ligante estarem compreendidos
entre 0 e 1, indicando a presenca do equilibrio L™+ H* <> LH.

Em outro estudo, Ronald and Mark [111] obtiveram a formacgdo de dois complexos
entre Hg** e BAL (2,3-dimercaptopranol-1), quando plotaram pH vs a (mols da base: mols de
BAL (BAL:Hg*" = 2:1)), pois a curva mostrou pronunciados pontos de equivaléncia em dois e
quatro equivalentes de base por Hg?". As constantes de estabilidade dos complexos HgBAL e
HgBAL,> foram: log Ki: 25,74+0,45 e 8,61+0,10, respectivamente, usando um método

titrimétrico envolvendo o uso simultaneo de um eletrodo de vidro, mercurio e calomelano.
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De forma semelhante, Li e Martell [86], determinaram as constantes de estabilidade
dos complexos de 2-mercaptoetilamina (MEA) com alguns ions metalicos trivalentes e outros
divalentes por potenciometria. Na curva da titulacdo potenciométrica de MEA com KOH
observou-se dois saltos em a =0 e a = 1, indicando processos de dissociacdo de dois prétons.
O primeiro correspondeu a forma diprotonada (H,L") do ligante e o segundo fornecido pelo
excesso do acido mineral.

Zih-Perényi e colaboradores [112], na determinacgéo das constantes de estabilidade de
Pb-IDAEC (imino diacetic acid-ethyl cellulose), observaram dois pontos de equivaléncia na
curva de titulagdo de Pb-IDAEC (1:2) vs a: a = 1,5 e a = 2. O primeiro ponto indica a
formagéo do quelato Pb-IDAEC (Pb + H,L = PbL + 2H) e ocorre a desprotonacéo de IDAEC
restante (H,L = HL + H). O segundo expressa a formacéo de Pb(IDAEC), (PbL + HL = PbL,
+ H). Os graficos de pH vs a, indicam o grau da titulacdo, ou seja, a razdo molar da base
adicionada e os grupos funcionais a serem titulados e, a mudanga no ponto de equivaléncia
representa a quantidade de protons envolvidos durante a interagdo.

As curvas de pH versus a (mols da base/mol do ligante) e versus m (mols da base/mol do
ion metéalico) obtidas para relacdes molares de 1:1 e 2:1 ligante:metal dos sistemas contendo
cisteina, N-acetilcisteina e lisina com chumbo, estdo apresentados nas Figuras 12 (A e B), 13
(A eB)el4 ( AeB), respectivamente.

12
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Figura 12 - Curvas de titulacdo potenciométrica com KOH de solugdes de cisteina e cisteina-

Pb nas proporcdes 1:1 e 2:1, (A) pHvsae (B) pH vs m.

A principal caracteristica da curva de titulagdo potenciométrica da cisteina com KOH
padronizado (Figura 12 A) € a ocorréncia de dois pontos de equivaléncia, a =1 e a = 2,5,
indicando processo de dissociacdo de dois protons. O primeiro encontra-se em valores baixos
de pH (3-6) devido a neutralizacdo da propria dissociacdo do acido da solucdo e corresponde
a forma diprotonada do ligante (H,L). O segundo encontra-se em valores mais altos de pH (8-
10) obtido pela completa dissociacdo do ligante L°(HL), concordando com a estrutura da
cisteina, que possui trés protons dissocidveis. A dissociacdo do préton a partir do grupo
carboxilico ocorre em valores baixos de pH e os outros prétons (-SH e -NH3"), pela
dificuldade de designar o grupo envolvido no equilibrio na regido mais bésica, aceita-se a
ocorréncia da ionizacdo simultanea pelos dois grupos. Ainda é possivel visualizar que, pela
coincidéncia das curvas na regido mais acida (pH < 3) do ligante sozinho e o ligante e Pb
contidas no grafico indicam que o complexo com Pb ndo é formado nesta regido. No
comparativo entre essas curvas, é possivel observar que o grande aumento de pH ocorre
proximo de a = 1,5 sugerindo formacgdo de complexo 1:1. As outras duas curvas obtidas na
Figura 12 (A), é possivel visualiza-las, com maior clareza na Figura 12 (B), pH vs m, que traz
as titulacdes feitas na presenca do ion metalico. Na curva Cys-Pb (1:1) observa-se dois pontos
de equivaléncia, ou seja, dois valores de a. O primeiro (a = 1) (pH 2-4) sugerindo a formacéo
de CysPb (Pb + H,Cys = CysPb + 2H) e o segundo (a = 3) (pH 4-6) correspondendo a Cys,Pb
(CysPb + HCys = Cys,Pb + H). Na curva Cys-Pb (2:1), os valores obtidos para a diferem da

anterior, a = 2; a = 4 porém, representa a formacdo das mesmas formas. O primeiro ponto de
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equivaléncia (pH = 2-4) sugere a formacéo de CysPb ((Pb + H,Cys = CysPb + 2H, 0,3 mmol
CysPb, 0,3mmol H*) e ocorre a primeira desprotonacio do ligante restante (H,Cys = HCys +
H, 0,3 mmol). Entdo, 0,6 mol H" sdo liberados durante esses dois processos, causando um
ponto de equivaléncia em a = 2 (0,6 mmol de H" titulaveis / 0,3 mmol dos grupos funcionais).
O segundo ponto (pH 4-6) expressa a formacdo de Cys,Pb (CysPb + HCys = Cys,Pb + H, 0,3
mmol) que aparece em a = 2 + 2 (0,6 mmol H™ titulaveis /0,3 mmol grupos funcionais). A
razdo da proporcdo ligante:metal do complexo pode ainda se confirmar atraves da razdo a / m,
que para as curvas Cys-Pb (1:1) e Cys-Pb (2:1) corresponde a 1, indicando a estequiometria

predominante 1:1.

12
Lvys . .
10 - Y Lys:Pb (2:1) Lys:Pb (1:1)
8 |
T
Q interrom ,
6 | —pido
4 -
2 ‘ ‘ | |
0 1 2 3 4
(A) :
12 -
Lys:Pb(1:1)
10
Lys:Pb(2:1)
8 -
L6 —
4 -
2 _
0 ‘ | |
0 2 4 0
m

(B)

Figura 13 - Curvas de titulacdo potenciométrica com KOH de solugdes de Lys e Lys-Pb nas
proporcOes 1:1 e 2:1, (A) pHvsae (B) pHvs m.

A principal caracteristica da curva da lisina, Figura 13 (A), estd em a= 0, indicando o

processo de dissociacdo de um préton [99]. Quando o pH é aumentado, cada atomo de
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chumbo é combinado com duas moléculas do aminoécido e portanto, liberando dois fons H*.
A evidéncia est& no ponto de equivaléncia observado, onde a diferenca de trés unidades de pH
mostra que os fons H* estdo sendo liberados e supostamente usam os &tomos de nitrogénio e
0 grupo caboxila para formacéo dos complexos, confirmando a estequiometria 1:1 [60].

A composicdo do complexo formado durante a interacdo dos ions metélicos com L-
lisina foi estabelecida pela medida da magnitude da substitui¢cdo do préton durante a titulacdo
do ligante na auséncia e presenca dos ions metalicos em diferentes razbes indicando a
formacéo do complexo. M ™ + HA — MA ™ + H*, onde M ™ representa Zn(l1), Cd (11) e
Hg (I1), quando o ion metélico e ligante sdo misturados nas razfes 1:4, 1:2 e 1:1 inflexdes
foram oobtidas em n = 0,5; 1,0 e 2,0, respectivamente (n sendo mol de NaOH por mol de
HA). Inflexdes sugerem a formacdo de MA2 correspondendo aos complexos de acordo com
as equacoes:

[M % + HA + OH — MA* + HOH] + [MA" + HA + OH — MA,; + HOH] =
[M 2% +2HA+20H — MA; +2 HOH] (20)
Os complexos 1:2 foram formados espontaneamente [75].

As curvas Lys-Pb (1:1) e Lys-Pb (2:1), Figura 13 (A), apresentam a= 1,5 e 1,0,
respectivamente, ambas na faixa de pH entre 5-8. O mesmo comportamento foi exibido pelas
curvas Lys-Pb (1:1) e Lys-Pb (2:1) na Figura 13 (B) (pH vs m), confirmando a estequiometria
1:1, conforme equacdo Pb ** + Lys + OH — PbLys + HOH. (21)

10 ~

pH

8 _ N-Acetyl-Cys 2:1
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Figura 14 - Curvas de titulacdo potenciométrica com KOH de solucdes de N-acetilcisteina
(curva 1) e N-acetilcisteina-Pb nas proporcfes 2:1(curva 2) e 1:1 (curva 3), (A) pH versus a e

(B) pH versus m.

A partir das curvas da Figura 14 (A) se observa dois pontos de equivaléncia na
titulacdo de N-acetilcisteina com chumbo, a = 1,5 e 2,0 para razdo 1:1 e a = 3,0 e 3,5 para
razdo 2:1 e um ponto na titulagdo do ligante sem o metal, a = 1. Semelhante comportamento
observa-se no sistema Pb-IDA (&cido iminodiacético), nas curvas de IDA e Pb-IDA (2:1). A
coincidéncia das curvas na regido acida do sistema contendo ligante sozinho e o ligante e Pb
(11) indica que o complexo com Pb(Il) ndo é formado nessa regido. O grande aumento de pH
que ocorre préximo a a = 1,5 sugere a formacdo do complexo 1:1. A subsequente regido
tamponada em a = 1,5 continua além de a = 2,0 sendo indicativo de dissocia¢cdo da agua para
forma coordenada OH’, e conseqlientemente, o calculo da formacdo de PbL, é concluido [77].
O gréafico B da Figura 14 informa os valores de m = 1,5 e 2,0 para curva da titulacdo N-
Acetil-Cys-Pb (1:1) e m= 3,0 e 3,5 para N-Acetil-Cys-Pb (2:1) que permite verificar a
estequiometria predominante do complexo (1:1), a partir da razdo a / m, que resulta em 1.

A partir de entdo se adotou no calculo das constantes a propor¢do 2:1 e 1:1 para as
titulagcGes Pb-Cys e 1:1 para Pb-Lys e Pb- N-Acetil-Cys.

Com o objetivo de minimizar erros sistematicos devido a alteragdes nos coeficientes
de atividade como resultado de pequenas mudancas nas condi¢cdes experimentais, constantes
de protonacéo dos ligantes usadas como referéncia no célculo das constantes de formacao dos
complexos foram redeterminadas sob condicGes idénticas as da formagéo dos complexos.

O programa computacional BEST® foi usado para refinar constantes de formagéo

estimadas e desconhecidas de provaveis complexos presentes em solucdo. Nos célculos das
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constantes de estabilidade dos complexos em solucdo, foram usadas as constantes de hidrélise
do chumbo, Tabela 13, e o diagrama de equilibrio das espécies hidrolisadas, no Anexo B.

Para as reacdes com proporcdes do ligante: metal (1:1) para os trés ligantes, ndo foi
observada a formacdo de precipitado, indicando assim que todo o chumbo (II) livre foi
complexado pelos ligantes. Isto foi comprovado através dos célculos das constantes de
estabilidade destes complexos, uma vez que sem o uso das constantes de hidrélise do chumbo
obteve-se valores menores (Cys e N-Acetil-Cys) ou igual (Lys) para o desvio padrdo de
unidades de pH (o) do que com o uso das constantes de hidrolise do chumbo.

Para as curvas de titulagdo das solugdes ligante-chumbo na proporgéo (2:1) para N-
acetilcisteina e lisina o uso das constantes de hidrolise foi necesséaria em vista do fon Pb*,
nestas condicdes, sofrer o processo de hidrolise. A hidrdlise foi observada ap6s a adicdo de
incrementos da base, onde ocorreu a formacao de uma turvacao ao atingir, aproximadamente,
pH 3,0 na titulagdo com N-acetilcisteina e para lisina, 0 mesmo foi observado ao atingir o pH
5,0. Assim, tempos extremamente grandes foram necessarios para estabelecer o equilibrio do
sistema apos sucessivas adi¢oes de pequenos volumes de base. Isto indica que a concentracao
de chumbo (1) livre foi suficiente para precipitar Pb(OH), apresentando uma segunda fase
(solucdo turva) na faixa de pH entre 3,0 e 4,5 para N-acetilcisteina e entre 5,0 e 7,0 para
lisina. Contudo, a dissolucdo do precipitado em valores altos de pH sugere que envolvem a
formagéo do complexo Pb(OH)s;. Mesmo assim, todos os dados obtidos na regido de pH
acima referidos foram empregados no calculo das constantes de estabilidade.

Através do adequado uso do programa, é possivel obter um alto grau de discriminacao
na selecdo das espécies quimicas. Complexos de metais multinucleares e outras espécies, tais
como M(HL);, M(OH),L e ML(OH),, incluidas em vérios estagios de refinamento foram
rejeitadas devido ao aumento no valor de “c”. A inclusdo dessas espécies ndo melhorou 0s
desvios padrdes estimados, porém isso foi necessario em todos os sistemas envolvendo o
chumbo e os ligantes estudados para introduzir uma forma hidrolizada do complexo,

M(OH)L, para minimizar os desvios padréo estimados [86].
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Tabela 13 - Constantes de hidrolise do chumbo (log ) [101].

log p’ p’
Pb(OH)* -7.8 1,58.10°°
Pb3(OH) ,** -22,69 2,04.10%
Pb3(OH)s" -30,8 1,58.10
Pby(OH)4* -19,58 2,63.10°%°
Pbg(OH)g** -42,43 3,71.10%

Tendo em vista o valor das constantes de hidrélise do chumbo (terceira coluna da
Tabela 13) constatou-se que a inclusdo das mesmas no calculo das constantes de estabilidade
ndo contribuiu para uma minimizacdo do desvio (valor “c”), ou seja, devido aos valores
insignificantes das hidrolises de chumbo, foi possivel obter os mesmos resultados sem a

inclusdo das mesmas.

4.4.4 Determinacéo das constantes de estabilidade dos complexos cisteina-chumbo

Cisteina com trés protons ionizaveis € propensa naturalmente a formacdo de
complexos protonados. Além disso, o tamanho do 4&tomo de enxofre facilita a formacéo de
complexos polinucleares [60].

Apds a calibracdo do sistema de titulacdo potenciométrica, foi feita a determinacéo do
valor de pKw nas condi¢bes experimentais adotadas, bem como a determinacédo experimental
das constantes de protonacédo da cisteina, conforme descrito por Martell [79]. O diagrama de
equilibrio das espécies presentes na solucdo titulada de cisteina (30 mmol L) em KNOs;
0,1 mol L™ est4 mostrado na Figura 15. Os valores obtidos para as constantes de protonacao

da cisteina (log ) bem como os valores tabelados (log B*), estdo listados na Tabela 14.
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Figura 15 - Diagrama de equilibrio de espécies para cisteina (30 mmol L) em solugdo aquosa
com p=0,1 mol L™

Na Figura 15 constata-se no sistema, a existéncia em menos de 20%, da espécie
CysH3 na faixa de pH 2 a 4. Na maior faixa de pH utilizada, constata-se a existéncia da
espécie CysH2 (pH 2 a 10) em uma expressiva porcentagem, bem como a espécie CysH,

porém em uma faixa de pH mais restrita (7 a 10).

Tabela 14 - Constantes de protonagao da cisteina (log ).

Espécie log B log B*

HL 10,48 10,87

H,L 18,81 19,07

HsL 20,81 22,04
o= 0,0087

B obtido experimentalmente a 25 °C, u=0,1M e pKw=-13,99
* valores tabelados [55]

Segundo a classificacdo de Pearson [50] o esperado € que o chumbo forme complexo
com a cisteina através dos grupos —SH, que ¢é base mole, —COO" e —-NH,, sdo bases duras.
Entretanto, 0 Pb** que atua como um &cido intermediario deveria formar complexos mais
estaveis com bases intermediarias. Porém neste trabalho, verificou-se a ligagdo de um acido
intermediario com bases duras e uma base mole. Entdo, a cisteina pode atuar como um ligante
tridentado para o chumbo. Comportamento semelhante observa-se entre cisteina e zinco e
cisteina e cobre. No caso de complexos de Zn-cisteina na propor¢do 1:2, dois anéis de cinco
membros sdo quelados ao metal, sendo que cada um desses anéis sdo formados pelo

envolvimento de grupos sulfidrilas e amino, ficando o grupamento carboxilato livre. O Zn
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também pode ser coordenado pela cisteina numa proporcdo 1:1, neste caso, o enxofre, do
grupo sulfidrila, o nitrogénio do grupo amino e o oxigénio do grupo carboxila estéo
envolvidos na reacdo [113]. Complexos de chumbo e cisteina podem se formar a partir da
interacdo da cisteina com o acetato de chumbo, na presenca de carbonato de sodio, através da
seguinte reag&o:

2HSCH,CHNH,COOH +  2Pb(CHsCO0); —  [Pb(SCH,CHNH,COO0),], _N2€%3
[Pb(Nay)(SCH,CHNH,COO),] +  PbCO; _™ [Pb(SCH,CHNH,COO)]  +
HSCH,CHNH,COOH (22)

A cisteina neste caso atua como um ligante tridentado onde o enxofre, 0os grupos
amino e o carboxilico estdo envolvidos, tendo este complexo uma alta estabilidade [28]. Na
reacao entre cisteina e cobre Il ocorre a reducdo dos ions cobre Il a cobre | e a oxidacdo da
cisteina a cistina formando o complexo cobre | e cistina.

2Cu*" + RS + SO3— 2Cu* + RSSO3 (23)

A partir dos exemplos apresentados acima, pode-se concluir que a cisteina forma
complexos com varios metais, sendo que cada complexo formado possui caracteristicas
préprias variando com o tipo de metal.

Usando os dados e resultados das titulacdes potenciométricas de solugdes de cisteina e
cisteina mais solucdo de nitrato de chumbo com hidréxido de potassio, foi montado um
arquivo de introducdo dos dados no programa computacional BEST®. O processamento dos
dados foi feito através do refinamento das constantes de estabilidade estimadas ou
desconhecidas, introduzidas no arquivo dos dados, feitos até um valor minimo no desvio
padrdo de unidades de pH (o) ser alcangado; significando que o modelo proposto descreve o
sistema real, fornecendo entdo os valores das constantes de estabilidade dos complexos
formados entre cisteina e chumbo num arquivo mostrado no apéndice D.

O programa BEST® permite a resolucdo do conjunto das constantes de equilibrio
correspondente ao modelo selecionado e todas suas variagoes.

O uso do algoritmo para computacdo das constantes de equilibrio no BEST® envolve a
seguinte sequéncia: 1°) comega-se com um conjunto de constantes de estabilidade conhecidas

ou estimadas (B’s) e calcula [H] e todos os pontos de equilibrio; 2°) calcula-se o quadrado da

2
soma da massa dos desvios no pH como: U= Y w(pH_  -pH_, ) onde

w = 1/ (pH i+1 — pH i.1)%, um fator importante que serve para reduzir a influéncia da menor
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precisdo dos valores de pH em alguma regido de pH em que a curva apresente maior
inclinagdo; 3°) ajusta-se as constantes de estabilidade desconhecidas e repete os calculos até a
obtengdo da maxima minimizagdo do “sigma fit (6)” e desta maneira fornecer os valores
finais de P calculados [76].

Metodologia dos Célculos das Constantes de Formagéo:

O célculo das constantes de formagdo envolve a determinacéo da estequiometria e das
concentracdes das espécies presentes em uma mistura, contendo o ligante, o ion metéalico, o
ion de fundo e a base adicionada em cada etapa da curva de titulacdo. Em muitas situacdes, a
mistura titulada também contém um é&cido forte, adicionada para protonar completamente o
ligante.

Na determinacdo das constantes de formacdo, todos os equilibrios importantes no
sistema estudado precisam ser considerados, incluindo as reacGes de protonacdo e
desprotonacao do ligante e as reagGes de hidrélise do ion metalico.

As equacdes de balanco de massa relacionam as concentracdes totais de metal (Mt),
ligante (Lt) e &cido (Ht) em cada ponto da curva de titulacdo com as concentracGes analiticas
[M], [L]e[H]

Mi=[M] + XL p [MpLg Hi] (24)
Le=[L]+ X1 q . [Mp Lg HI (25)
Hy = [H] - [OH] +XLt .[My Lg Hi] (26)

Definindo-se a concentracdo da espécie i em relagdo as concentracdes dos reagentes

livres e a constante de formagdo cumulativa Bpq:

C =.[Mp Lg He] = Bpr [IMIP[L]® [H]' (27)
pode-se escrever:

M= [M]+ XL, p . Bpgr [M]P[L]° [H]' (28)
Le=[L]+ X5 p - Boor [IMIP[L [H]' (29)

He = [H] - [OH] +Xi5t . Boar [M1P[L]° [H] (30)

O balanco das cargas pode ser expresso como:

[H] + [B] +m . [M] - [X]~ [OH] — 1. [L] + X | (pm+1-ql). Bpgr . [M]P[L]* [H]"=0  (31)
Assim, as determinacdes das constantes de formacdo por metodo potenciométrico

requerem a medida do titulante B adicionado (Voh) e das concentragdes dos ions hidrogénio

[H] ou ions metalicos [M] com eletrodos adequados, na presenca do ligante [L] e do ion ndo

complexante [X], adicionado para manter a forga ionica.
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No sistema de equacbes (5) - (8), as concentragfes My, L; e H; sdo conhecidas. As
incognitas sdo as concentracles livres do metal, ligante e ions hidrogénio e as constantes de
formagao Bpqr.

As concentracdes hidrogenionica livre e do metal ndo complexado, podem ser
determinados experimentalmente. Em titulagdes potenciométricas usando o eletrodo de vidro,
a medida da concentracdo hidrogenionica [H] pode ser feita adequadamente, conforme
calibracdo do mesmo.

Em cada ponto da curva de titulacdo as espécies presentes na solucéo titulada estdo em
equilibrio e as expressoes (5) - (8) se aplicam.

O problema matemaético, no caso de um sistema contendo um ion metélico e um
ligante, consiste em resolver um sistema com trés equacdes (5) - (7) e 2 + m incognitas (onde
m = namero de constantes de estabilidade desconhecidas) para os n pontos da curva de
titulacéo.

Valores iniciais para as constantes de formacao de todas as espécies sao fornecidas e
usam-se as medidas experimentais da concentracdo hidrogenidnica.

A partir de H, pode-se calcular o volume do titulante correspondente pela relagéo:
Hi=[A] + np . Lt — [B] (32)

onde: [A] = concentrag&o de &cido forte na mistura titulada

[B] = concentracéo do titulante e n, = nimero de protons dissociaveis do ligante.

Desta expressdo, pode-se calcular o volume do titulante adicionado, considerando o
namero de moles de cada componente da solucdo pela expressdo (10) (onde Vi= volume
inicial da mistura e Von,= volume do titulante):

[A] +np . Lt)—Vl . Ht
(He+[B])

Vo=l (33)

O conjunto de informacdes usadas neste calculo constitui o0 modelo matemaético, o qual
relaciona os dados experimentais (medidas de volume, pH e concentra¢Ges) com o parametro
quimico cujo valor se quer determinar, no caso as constantes de formacao.

Para determinar os parametros é necessario encontrar valores que fornegam o melhor
ajuste entre os valores experimentais e calculados.

Geralmente, define-se o melhor ajuste pelo critério dos minimos quadrados, de tal
forma que a soma dos quadrados dos residuos de uma quantidade medida (y; (exp)) e a

calculada (yj(calc) com os dados do modelo proposto seja minima, ou seja, U seja minimo

para expresséo: U = X2, [(y,(calc)-y, (exp)]2 (34)
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No caso de determinacdo das constantes de estabilidade, U pode ser calculado em
relagdo a variacdo nos volumes de titulante medidos e calculados ou em relagdo as
concentragdes totais M; e L. O programa BEST®, além das constantes de formacao, refina
também as concentracdes dos reagentes livres, envolvendo também as equacdes de balanco de
massa, ou seja, todas as concentracOes totais dos reagentes sdo consideradas como sujeitas a
erro experimental e ndo apenas H;. O valor de U é calculado como a soma dos quadrados dos
residuos de todas as equac@es do balanco de massa.

A temperatura da solucéo, forca idnica do meio e a composicao idnica do meio sao
fatores importantes que devem ser controlados rigorosamente. As medidas séo feitas usando-
se um sal ndo complexante para manter a forga idnica em um valor fixo, e assim, passa a valer
a premissa de que os coeficientes de atividade sdo constantes para todas as medidas e que o
eletrolito usado nao forma complexo com as espécies presentes na solucao.

Como a andlise matematica requer medidas feitas em véarias concentracdes totais
inciais de metal e de ligante € importante executar titulages mantendo-se fixa a concentracdo
de um dos reagentes e variando-se as demais.

Na determinacdo das constantes de formacdo, num sistema constituido de um ion
metalico divalente M?* e do 4cido HL, podem ocorrer as seguintes reacdes:

Reac0es de protonacao e desprotonacgéo do ligante:

logk
[HL] + [H']> [HoL'] (35)

PRy -
[HL] < [H7] + [L] (36)

Reacdes de hidrélise do ion metalico:

(TH' + p [M2 [MH,]29 @7)

Reacdes de formacdo de complexos binarios metal-ligante:

pIMPT+ q [LT + 1[HT &5 [M, Lo (39)

Os equilibrios préton-ligante devem ser avaliados separadamente e 0s resultados
usados sem outros ajustamentos no estudo dos equilibrios dos sistemas contendo metal. A
possibilidade da hidrolise do metal deve ser considerada (escolhidos da literatura aqueles
obtidos na mesma temperatura e forga ionica, que sdo considerados constantes nos calculos
posteriores, relativos aos equilibrios metal-ligante), que para este estudo ndo foi significativa,

como descrito anteriormente.
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O objetivo do calculo das constantes de formacgdo consiste em encontrar o modelo
matematico, ou seja, os valores dos coeficientes estequiométricos (p, q e r) e o conjunto de
constantes correspondentes Ppqr que melhor reproduzam os dados experimentais.

A andlise matematica pode ser executada em quatro etapas: 1) proposicdo da
composicdo estequiométrica das espécies existentes a partir das inflexdes nas curvas de
titulacdo e do aspecto das curvas de formacdo, calculadas para titulagbes do ligante e dos
sistemas binarios metal-ligante. 2) calculo das constantes de protonacdo do ligante e de
formacgdo dos complexos binarios metal-ligante através de métodos gréaficos. 3) refinamento
dos valores obtidos na etapa anterior com a utilizacdo do programa BEST. Calculo da
distribuicdo quantitativa das espécies em funcdo do pH, para verificar se as espécies
consideradas existem em concentracdes significativas na faixa de pH investigada. 4) escolha
do melhor modelo matematico (entre os investigados), comparando-se os valores de sigma.
Aqueles que apresentarem os menores valores sdo usados para gerar curvas de titulagdo
potenciométrica e de formacdo, as quais permitem, quando comparadas as curvas
experimentais, verificar a adequacao do ajuste.

As constantes para cada espécie proposta sdo refinadas. O processamento exige, para o
refinamento das constantes, além das medidas de volume e de pH, que sejam fornecidas as
concentragdes iniciais do metal e do ligante na solucdo titulada e a constituicdo de cada
espécie, com um valor estimado de sua respectiva constante de formacdo. A escolha do
modelo ndo pode se basear apenas em resultados numéricos exigindo uma avaliacao critica do
sistema quimico estudado.

A andlise do sistema metal-ligante deve ser iniciada pelo refinamento dos valores das
constantes de protonacédo do ligante, calculadas a partir das titulagGes feitas na auséncia do ion
metalico. As espécies complexas formadas em solucdo contendo o ion metélico sdo incluidas
no modelo progressivamente. O modelo vai se tornando mais complexo e o refinamento
continua até que todas as espécies predominantes e também aquelas menos significativas
tenham sido avaliadas [114]. O processamento simultaneo de dados de varias titulagfes feitas
usando proporgdes metal:ligante diferentes permite chegar a uma boa discriminagdo das
espécies.

Na Tabela 15, estdo os resultados obtidos para o log das constantes de estabilidade dos
complexos formados entre cisteina e chumbo, usando as constantes de protonagdo da cisteina
(log B) e os resultados obtidos com a inclusdo das constantes de hidrélise do chumbo nos

calculos (log B*). O arquivo com os resultados estd mostrado no apéndice C.
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Tabela 15 - Resultado da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencéo
de constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e cisteina, na proporcao
de 1:1,p=0,1 mol L* e T =25°C.

log B log B* log B Jiteratura Complexo formado
12,5425 12,0288 - ML

13,8563 12,2830 16,16 MHL

1,6173 0,8655 2,04 MLOH

-16,3774 -16,8263 - ML(OH),

23,9841 25,8622 25,10 MHL,

24,0022 25,7140 - ML,

06=0,0589 c=0,0974

B = calculos sem as constantes de hidrélise do chumbo

B*= calculos com as constantes de hidrdlise do chumbo

O desvio padrao de unidades de pH (o) obtido para os célculos usando as constantes
de hidrdlise do chumbo foi maior (o = 0,0974), mesmo assim foram destacados os log B* dos
complexos predominantes em solucdo, obtidos com as constantes de hidrolise do chumbo,
valores estes considerados como resultados dos célculos das constantes de estabilidade dos
complexos formados em solugdo aquosa para o sistema cisteina-Pb.

As espécies predominantes em solugdo nas condigdes usadas, ou seja, = 0,1 mol Lt
e T =25 °C, foram, com os respectivos valores do log da constante de estabilidade:

CysPbOH  logp=1,62 £0,13
Cys,Pb log B=24,00+0,11

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

O diagrama de equilibrio das espécies presentes no sistema constituido de cisteina-Pb,
para os calculos usando as constantes de hidrolise do chumbo, esté representado na Figura 16,

mostrando as espécies predominantes em solu¢éo em fungéo do pH.
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Figura 16 - Porcentagem das espécies em solucdo para uma relagdo molar 1:1 de cisteina/Pb,

como fungdo do pH, p=0,1 mol L* e T =25 °C.

Através do diagrama de equilibrio das espécies, pode-se observar que na faixa de pH
de 3,0 a 11,0 a espécie predominante é Cys,Pb e que acima de pH 7,0 a espécie CysPbOH
aparece e aumenta sua porcentagem em solucdo. As duas espécies existentes correspondem a
formacéo de complexos 1:1 e 2:1.

Segundo Li e Manning [98], a ligacdo € via grupos sulfidrila, amino e carboxilato. A
coordenacdo via grupos S, N e O também foi verificada por Lenz e Martell [115], que
propuseram que metionina, S-metilcisteina e etionina foram todos bidentados em seus
complexos com ions chumbo (I). Hay e Porter registraram o complexo ML, entre chumbo
(I1) e metilestercisteina, com grupos N e S, e em maiores valores de pH, via titulacao,
apresentaram as espécies PbL*, PbL,, PbHL?*, Pb(HL),%* e PbHL," [116].

4.4.5 Determinagdo das constantes de estabilidade dos complexos N-acetilcisteina-
chumbo

A N-acetilcisteina possui grande semelhanca estrutural com a cisteina, conforme
Anexo A, respectivamente, portanto, é possivel afirmar que ela possua dois prétons
ionizaveis, sendo um grupo carboxilato e um grupo tiol, podendo a N-acetilcisteina atuar
como ligante bidentado para o chumbo.

Os dados foram tratados da mesma forma como foram para cisteina, o diagrama de
equilibrio das espécies para N-acetilcisteina estd mostrado na Figura 17 e os resultados

obtidos no calculo das constantes de protonacdo da N-acetilcisteina, estdo na Tabela 16.



94

100 -

N-Acetyl-CysH

o]
o
1

% espécies
(2]
o

40 - N-Acetyl-CysH2

20 1 N-Acetyl-Cys

0 7 r - —on )
2 4 6 8 10

pH

Figura 17 - Diagrama de equilibrio de espécies para N-acetilcisteina (30 mmol L™) em

solugio aquosa com p = 0,1 mol L™

Tabela 16 - Constantes de protonacdo da N-acetilcisteina

Espécie log B log B iiteratura
HL 9,6076 -
H,L 12,6233 -

o= 0,0080

B obtido experimentalmente a 25 °C, p=0,1mol L™ e pKw= -13,95

B iteratura: NA0 ha registro de valores na literatura.

Usando os dados e resultados da titulacdo potenciométrica de solucGes de N-
acetilcisteina e nitrato de chumbo em KNOj; mais as constantes de protonacdo da N-
acetilcisteina, foram montados os arquivos para introducdo dos dados, com e sem as
constantes de hidrdlise do chumbo. Feitos os célculos, as constantes de estabilidade (log )
foram obtidas sem o uso das constantes de hidrdlise do chumbo e log f*, com a inclusao das
constantes de hidrolise, os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 17. Os dados usados

e obtidos no calculo com as constantes de hidrdlise do chumbo est&o no apéndice D.
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Tabela 17 - Resultado da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencao
de constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e N-acetilcisteina, na

propor¢do de 1:1, u=0,1 mol L* e T=25°C.

log B log pB* log B iiteratura Complexo formado
5,2914 1,3139 - MHL
21,7325 -10,3029 - MLOH
17,7753 21,2403 - MHL,
-1,0017 4,1709 - ML,
o= 0,0687 o= 0,0863

B = calculos sem as constantes de hidrdlise do chumbo

B*= calculos com as constantes de hidrélise do chumbo

O desvio padrao de unidades de pH (o) obtido para os calculos sem usar as constantes
de hidrélise do chumbo foi mais baixo do que os obtidos usando as mesmas (c = 0,0687),
destacando, assim, os log B dos complexos predominantes em solucdo, obtidos sem as
constantes de hidrélise do chumbo, valores estes considerados como resultados dos céalculos
das constantes de estabilidade dos complexos formados em solug¢éo aquosa para o sistema N-
acetilcisteina-Pb. Como ndo hé registros, na literatura, de valores de constantes calculadas
anteriormente para este ligante, os mesmos obtidos neste estudo representam novos dados,
sem valores referenciais para comparacao.

As espécies existentes em solugdo, em maior quantidade, nas condi¢cdes usadas, ou
seja, 1 = 0,1 mol L e T = 25 °C, foram, com os respectivos valores da constante de

estabilidade:

N-Acetil-Cys,Pb log p=-1,00+£0,18
N-Acetil-CysPbOH log p=21,7325+ 0,23
N-Acetil-Cys,PbH log p=17,7753 £ 0,20

Estes resultados sdo valores médios de uma série de trés calculos para cada conjunto
de trés titulages.
O diagrama de equilibrio das espécies, para o sistema N-Acetilcisteina-Pb, esta

representado na Figura 18 e mostra as espécies predominantes em solugdo em funcéo do pH.



96

100 ~

(0]
o
I

% espécies
D
o
L

40 ~
20 ~
J N-Acetil-CysPbOH
O T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
pH

Figura 18 - Porcentagem das espécies em solucdo para uma relagdo molar 1:1 de N-

acetilcisteina/Pb, como fung¢do do pH, p= 10,1 mol Lt e T =25°C.

Através do diagrama de equilibrio das espécies (Figura 18) sem o uso das constantes
de hidrdlise do chumbo, se pode observar que na faixa de pH de 2,5 a 11,0, as espécies
predominantes sdo N-Acetil-Cys,Pb, N-Acetil-CysH,, N-Acetil-Cys,PbH e N-Acetil-
CysPbOH. As espécies existentes correspondem a formacdo de complexos 2:1 e 1:1. Em pH
fisiologico (7,4) tem-se somente a espécie N-Acetil-Cys,Pb (= 50%). Segundo Raghavan
[103] a coordenacdo via grupos caboxilato e amino e interagdo com o grupo tiol é o que

predomina na reacdo da N-acetilcisteina e chumbo (11), em complexos 1:1.

4.4.6 Determinagéo das constantes de estabilidade dos complexos lisina-chumbo

A lisina possui trés hidrogénios ionizaveis, trés sitios de coordenacao, sendo um grupo
COOQ" e dois —NH_, todos sujeitos a coordenagdo com ions metalicos [115].

Para a obtencdo das constantes de estabilidade dos complexos formados entre lisina e
chumbo, foi adotado o mesmo procedimento usado nos casos anteriores, ou seja, através de
dados de titulacdo potenciométrica de solucBes de lisina com e sem chumbo, foram obtidas
inicialmente as constantes de protonacdo da lisina e pKw, o diagrama de equilibrio das
espécies presentes na solucdo titulada de lisina (30 mmol L) em KNO;z 0,1 mol L™ esta
mostrado na Figura 19 e logo apos, a obtencdo das constantes de estabilidade dos complexos
formados, usando o programa computacional BEST, conforme descrito por Martell [79]. Os
resultados obtidos para as constantes de protonagédo da lisina estdo colocados a seguir, na
Tabela 18.
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Figura 19 - Diagrama de equilibrio de espécies para lisina (30 mmol L™) em solucéo aquosa

com p=0,1 mol L™

Tabela 18 - Constantes de protonacgéo da lisina.

Espécie log B log B*

HL 10,2086 10,28

H,L 19,3625 19,18

HsL 21,6855 21,28
o= 0,0499

B obtido experimentalmente a 25 °C, p=0,1mol L™ e pKw= -14,28
* valores tabelados [57].

Os arquivos foram montados para introducdo dos dados, com e sem as constantes de
hidrélise do chumbo, feitos os calculos, as constantes de estabilidade dos complexos
formados entre lisina € chumbo (log ) foram obtidas sem o uso das constantes de hidrolise do
chumbo e log B*, com a inclusdo das constantes de hidrélise, os resultados obtidos estao
mostrados na Tabela 19. O arquivo com os dados usados e obtidos nos dois calculos, com o
programa computacional BEST® com as constantes de hidrélise do chumbo, estdo no
Apéndice E.
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Tabela 19 - Resultado da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencao
de constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e lisina, na proporcao de
1:1,p=0,1 mol L*e T =25°C.

log B log B* log B literatura Complexo formado
9,2563 9,2552 - ML
7,2199 17,2229 - MHL
0,2644 0,2640 - MLOH
-10,4278 -10,4288 - ML(OH),
-21,5476 -21,5463 - ML(OH);
6=0,1639 0=0,1639

B = calculos sem as constantes de hidrolise do chumbo

B*= calculos com as constantes de hidrolise do chumbo

As mesmas espécies e valores das respectivas constantes de estabilidade foram
encontradas quando efetuou-se o calculo com e sem as constantes de hidrélise do chumbo. O
desvio padrao de unidades de pH (o) obtido para ambos calculos foi aceitavel (¢ = 0,1639),
mesmo assim foram destacadas os log B* dos complexos predominantes em solucdo, obtidos
com as constantes de hidrolise do chumbo, valores estes considerados como resultados dos
calculos das constantes de estabilidade dos complexos formados em solugcdo aquosa para o
sistema lisina-Pb.

As espécies predominantes em solugdo nas condigdes usadas, ou seja, = 0,1 mol Lt

e T =25 °C, foram, com os respectivos valores do log da constante de estabilidade:

LisPb log Bp=9,2563 + 0,18
LisPbOH log p=0,2644 £ 0,16
LisPb(OH)s log p = -21,5463 + 0,22

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

O diagrama de equilibrio das espécies presentes em maior quantidade nas solucfes
contendo lisina e chumbo (1:1), forca i6nica 0,1 mol L™ e temperatura de 25 °C, est4

representado na Figura 20.
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Figura 20 - Porcentagem das espécies em solucdo para uma relagdo molar 1:1 de lisina/Pb,

como fungdo do pH, p=0,1 mol L* e T =25 °C.

Na Figura 20 pode-se observar que o complexo LisPb apresenta uma porcentagem
média de 90% na faixa de pH de 6,0 a 8,0; o complexo LisPbOH atinge uma porcentagem
méaxima de 80% em pH 10,0, diminuindo expressivamente até pH 11,5.

Dados termodinamicos obtidos por Conato et.al. [74], indicam que a lisina complexa
cobre como um aminoacido simples, muito provavelmente devido ao comprimento da cadeia
lateral, havendo formagdo de complexo do tipo LisHCu com log B = 7,54 (25 °C e
w=0,1 mol LY.

O valor obtido neste trabalho para a constante de estabilidade (log f*) do complexo
predominante em solucdo, formado entre lisina e o ion Pb (Il) é de 9,69, indicando que a
lisina nas condicdes estudadas (25 °C e p = 0,1 mol L™ 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
complexacdo, como 0 arranjo estérico e a capacidade quelante com formacgéo de anéis, onde o
numero de membros dos anéis formados € um fator determinante da estabilidade do complexo
formado.

Também foram feitos calculos envolvendo a espécie ML, (1:2) para os complexos
entre chumbo e cisteina e chumbo e N-acetilcisteina. Os valores das constantes de
estabilidade para essa espécie estdo mostrados nos arquivos dos dados obtidos a partir dos
calculos, nos apéndices F e G, para Cys e N-Acetil-Cys, respectivamente. O valor de ©
aumentou e as espécies predominantes em solucdo continuaram sendo 1:1 e 2:1, metal:ligante.

Os resultados dos ensaios de contato com resina na forma Pb?* mostraram que a maior

extracdo do chumbo ocorre pelo aminoacido que possui maior afinidade pelo metal e isto é
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comprovado pelo valor da constante de estabilidade calculada, ou seja, houve relagéo direta
dos valores das constantes obtidas atraves do célculo das mesmas para 0s aminoacidos
estudados com a taxa de extracdo do chumbo da resina pelos ligantes (aminoacidos).

Com este estudo foi possivel constatar que o chumbo forma complexos com
aminoacidos com cadeias laterais polares e que esta interacdo é crescente na seguinte ordem:
lisina<cisteina<N-acetilcisteina, podendo estes aminoécidos, quando presentes na composi¢do
das solucdes de NP, serem os responsaveis pela contaminacdo de chumbo encontradas nas

mesmas.
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5 CONCLUSOES

Devido ao grande emprego dos concentrados de aminoacidos como solucdes de
nutricdo para pacientes debilitados e com falta de nutrientes, e ainda, a toxicidade do chumbo
para o0 homem, o célculo da constante de estabilidade nesses aminoacidos constituintes das
solucdes de NP comerciais sdo de grande importancia. Além disso, sdo desconhecidas as
consequéncias da degradacdo que essas solucbes sofrem a partir de fatores como exposicéo a
luz, temperatura de armazenamento e no processo de pasteurizagdo e tempo de
armazenamento.

O uso de resinas de troca idnica € um método eficiente para a avaliacdo e
quantificacdo das fracdes de uma espécie que se encontra livre ou combinada em um
determinado meio.

A aplicagdo deste método no estudo da interacdo entre Pb e aminoacidos mostrou
quais que complexam o chumbo e relativamente, quais sdo 0s mais estaveis. A comparagado
dos resultados encontrados para o chumbo e aminoacidos e com agentes complexantes
validam os resultados encontrados, concluindo que o chumbo se combina com os aminoacidos
cisteina, N-acetilcisteina e lisina.

Através de titulagdo potenciométrica foi possivel obter as constantes de estabilidade
(log B) dos complexos formados entre os aminoacidos cisteina, N-acetilcisteina e lisina,
separadamente, com o fon Pb*" a 25 °C, forca ionica constante (0,1 mol L™) usando para o
tratamento dos dados o programa computacional BEST®, préprio para este calculo. Para a
regido de pH 6 - 7, foram encontradas as espécies 1:1 e 2:1 do ligante-metal, ao passo que
para as proporcdes 3:1 e 10:1 ndo foi possivel obter alguma espécie do género.

Os valores de 6 obtidos nos calculos das constantes estdo na faixa de 0,2 a 0,04, sem o
uso das constantes de hidrolise do chumbo, bastante semelhantes aos valores com o uso das
constantes de hidrolise, valores estes considerados aceitaveis [86].

Os valores calculados para as constantes de estabilidade dos complexos formados em
maior propor¢do em solucdo entre o chumbo e os trés aminoécidos estudados seguiram a
seguinte ordem: lisina < cisteina < N-acetilcisteina. Esta ordem de interagdo foi também
confirmada no estudo da extracdo de Pb da resina catiénica na forma Pb?*, onde os ligantes
mostraram uma eficaz extragdo do chumbo da resina, comprovando assim suas acgoes

complexantes para o ion chumbo.



102

Para fins comparativos fez-se a extragdo do chumbo da resina catiénica na forma Pb®*
por agentes complexantes j& conhecidos, EDTA e &cido citrico. Os resultados mostraram que
as solucdes de EDTA extrairam maior quantidade de chumbo da resina do que as solucdes dos
ligantes em estudo. Este fato estd relacionado com a estabilidade do complexo formado,
comprovando assim os altos valores encontrados na literatura para as constantes de
estabilidade desse complexante com o chumbo, ao passo que complexos de Cys, N-Acetil-
Cys e Lys apresentam valores bem menores para as constantes de estabilidade.

A interacdo dos aminoacidos estudados com o chumbo também foi constatada pelos
ensaios feitos com a matéria-prima das embalagens das solu¢Ges de Nutricdo Parenteral,
através da analise por AAS.

O método Scatchard foi usado como um método alternativo para determinacdo de
constantes de estabilidade da lisina com o chumbo, porém os valores ndo coincidiram com
aqueles encontrados usando o programa BEST®, provavelmente devido as condicdes distintas

usadas nos dois calculos de log f3.
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7 ANEXOS
Anexo A
0)
+
NH;

Estrutura Cisteina (Cys)

Estrutura N-acetilcisteina (N-Acetil-Cys)

O

+
H,N
OH
+

NH,

Estrutura Lisina (Lys)
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Anexo B

Diagrama de equilibrio de espécies para solucdes aquosas de chumbo na concentragédo
de 0,01 M. [109]
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Anexo C

Composicao quimica das solucdes de nutricio parenteral (g L™)

Espécie (g) 1 2 3 4 5 6 7 8

L - 10,4 5,10 37 51 50 6,40 75 7,0
Isoleucina

L - Leucina 13,1 8,9 9,8 8,9 7,4 10,8 11,4 11,0
L - Lisina 6,9 7,9 59 7,9 6,6 7,1 9,6 11,3
Acetato

L - 11 3,8 53 3,8 4.3 4,6 6,6 11,0
Metionina

L - Cistina 0,5 - 0,3 - - - - -

L - 09 5,10 54 51 51 4,6 7,8 11,0
Fenilalanina

L - Treonina 4,4 4,10 8,9 4,1 4,4 5,2 6,8 50
L - Alanina 4,6 13,7 10,3 13,7 15,0 7,2 - -

L - - 1,8 1,8 1,8 2,0 1,8 2,9 2,5
Triptofano

L - Valina - 4,8 53 4,8 6,2 71 9,5 8,0
L - Arginina - 9,2 10,6 9,2 12,0 6,4

L- Histidina - 5,2 4,6 52 3,0 4,1 4,9 55
L-Prolina 5,8 8,9 8,4 8,9 15,0 16,2 - -

L - - 33 3,8 3,3 - - - -
Asparagina

Acido L - - 1,30 2,7 1,3 - - - -
Aspartico

L - Cisteina - 0,72 - 0, 65 - 0,4 - -
Cloridrato

Acido L - - 4,60 2,5 4,6 - - - -
Glutamico

L - Ornitina - 3,20 2,6 3,2 - - - -
Cloridrato

L - Serina - 2,4 2,5 2,4 - 9,0 - -

N - Acetil L - 1,60 1,6 1,6 - 55 - -

- Tirosina

Glicina - 7,90 - - - - - -

L - Acido - - - - - 4.8 6,5 -

Malico



112

continuacdo

Glicina* 55 8,0 7,9 14,0 4,1

Acido 72 8,0

Acético

Nitrogénio 12,9 15,5 15,5 15,5 16,4 14,4 8,8 8,8
Total (g L™)

Agua ¢.s.p. 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
(mL)

pH 57-6,3 6,063 6,067 60-70 57-63 57-6,0
Osmolarida 770 939 890 890 939 848 835 545
de Tedrica

(mosm L™

* Acido Aminoacético

1: Aminosteril hepa 8% Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA
2 1 Aminon 20 - Fabricante: JP INDUSTRIA FARMACEUTICA S.A.

3:Soramin 10% Fabricante: DARROW LABORATORIOS S.A.
4: Aminoplasmal I-10° - Fabricante: LABORATORIOS B. BRAUN S.A

5: Aminosteril 10% - Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA. (sorbitol = 25,0 g;
xilitol = 8,8 )

6: Aminoped 10% - Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA.
7: Aminosteril nefro - Fabricante: FRESENIUS LABORATORIOS LTDA.
8 : Nefroamino - Fabricante: LABORATORIOS B. BRAUN S.A.

- : ausente.
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8 APENDICE

Apéndice A

Abaixo estd representado um dos graficos obtidos pela aplicacdo do método de Gran
para determinacdo do grau de contaminacdo de uma solugdo de KOH por carbonato. Onde:
® = (Vo +V kon) X 10 *R
V, = volume inicial
Vkon = volume de KOH adicionado
R = leitura do pHmetro
“-“=usado na regido acida
“+” =usado na regido alcalina

Gréafico de @ versus volume de KOH 0,006 M adicionado a 25 mL de solucdo de HCI
0,0045 M.

y =-0.0075x + 0.1117

1 - - 16
] y = 5.3745x - 82.53 - 14
0.08 -
- - 12
0.06 - - 10
< 2 - 8
0.04 - L6
- -4
0.02 -
] -2
0 : . ; 0
0 5 10 15 20

V/mL

Dois conjuntos de dados séo obtidos: Um deles é a partir da multiplicacdo do volume total
(V7), onde V1 = V, + V, por 10P" na regido onde o pH esta na faixa acida e entdo teremos:
V1 x 10P" (linha 1).

O segundo conjunto de dados é obtido na regi&o bésica, por V1 x 10"

(linha 2). De posse
desses dois conjuntos de dados (o da regido &cida e da bésica), estes sdo plotados contra o

volume de base utilizado (Vy,) no eixo y. A partir disto, obtém-se o valor em que as duas retas
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interceptam o eixo X, 0 que foi feito com o uso da equacdo da reta, fazendo y = 0. Estes

0,46
valores foram 15,35 e 14,89. Esta diferenca em termos percentuais é ~ 1,5% (100 X 15235>.

Segundo Martell [p39] esta diferenca ndo deve exceder 2%.
Observagdo: os valores da regido basica foram multiplicados por 10! com a finalidade de
uma maior aproximacdo da ordem de grandeza dos valores da regido acida e obtencdo mais

precisa dos valores da reta “a” e “b” (sendo y = ax + b).



Apéndice B

Determinacédo do produto iénico da agua (pKw) [116].

KW = C+. Con- v

Ch+, Con. = concentragdo dos jons H" e OH™ em solugéo

v+ = Coeficiente de atividade i6bnico médio da solucéo

O valor de Cy+ e Cop. pode ser determinado a partir da condutividade da agua a 25 °C.

Para 4gua do Milli-Q : R = 18,2 x 10° Q cm
C=1/R=5,495x 102 Q' ecm™*=5,495x 108 S/cm

A condutincia equivalente para dgua pura: Ans + Aop. = 548,4 Q™

5,495x 1078
548,4

Para solucdo de KNOs 0,1 mol L™, y.= 0,764, entdo:
Kw =1,002 x 107 . 1,002 x 107", (0,764)>

Kw = 5,8603 x 10™

pKw = -14,23

= 1,002x10""mols L™t
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Apéndice C

116

Resultados da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencdo de

constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e cisteina, usando nos

célculos as constantes e hidrélise do chumbo, na proporcéo de 1:1, p= 0,1 mol L* e T =25 °C.

Program BEST vers.10/10/91

cisteina

volume inicial 30.0

normalidade da base 0.08

milimoles de &cido 0.0023

numero de pontos da titulacao 89

Componentes:

1 cisteina 0.30 mM

2 chumbo  0.30 mM

3 proton 0.90 mM

Log B Espécies

1) 0.000 1cist. 0chumbo O proton
2) 0.000 Ocist. 1chumbo O proton
3) 0.000 Ocist. 0chumbo 1 proton
4) -7.800 Ocist. 1chumbo -1 proton
5) -22.690 Ocist. 3 chumbo -4 proton
6) -19.580 Ocist. 4 chumbo -4 proton
7) -30.800 Ocist. 3 chumbo -5 proton
8) -42.430 Ocist. 6 chumbo -8 proton
9) 8.455 1cist. 0chumbo 1 proton
10) 17.256 1cist. 0chumbo 2 proton
11) 18.608 1cist. 0chumbo 3 proton
12) 12.029 1cist. 1chumbo O proton
13) 12.283 1cist. 1chumbo 1 proton
14) 0.865 1cist. 1chumbo -1 proton
15) -16.826 lcist. 1chumbo -2 proton
16) 25.862 2cist. 1chumbo 1 proton
17) -7.965 2 cist. 1 chumbo 0 proton



18) -13.995 0 cist.
c= 0.0974
Vb a PHexp

1 .000 -.008 2.064 2.071
2 025 -001 2070 2.074
3 050 .006 2.075 2.078
4 100  .019 2.085 2.084
5 150  .032 2.092 2091
6 250 .059 2107 2.105
7 350 .086 2.123 2.119
8 450 112 2138 2.133
9 550 139 2155 2.147
10 750 192 2189 2.178
11 950 246 2224 2210
12 1.150 .299 2.262 2.245
13 1.350 .352 2300 2.282
14 1550 .406 2.340 2.321
15 1.750 .459 2.389 2.364
16 1.950 512 2438 2.410
17 2.150 566 2490 2.461
18 2350 619 2548 2516
19 2550 672 2.634 2578
20 2.750 726 2.693 2.646
21 2950 779 2775 2721
22 3.150 .832 2875 2.802
23 3.350 .886 2965 2.886
24 3550 .939 3.075 2.967
25 3.750 992 3.177 3.043
26 3.950 1.046 3.283 3.112
27 4150 1.099 3370 3.174

N
oo

4.350

1.152 3.446 3.229

0 chumbo -1 proton

PHcalc diferenca

-.007
-.004
-.003
.001
.001
.002
.004
.005
.008
011
014
017
.018
.019
025
.028
.029
.032
.056
047
.054
073
079
.108
134
171
196
217

117



29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

4.550
4.750
4.950
5.150
5.350
5.550
5.750
5.950
6.150
6.350
6.550
6.750
6.950
9.150
9.350
9.550
9.750
9.850
10.050
10.150
10.250
10.350
10.450
10.550
10.650
10.750
10.850
10.950
11.050
11.150
11.175
11.200
11.250
11.275

1.206
1.259
1.312
1.366
1.419
1.472
1.526
1.579
1.632
1.686
1.739
1.792
1.846
2.432
2.486
2.539
2.592
2.619
2.672
2.699
2.726
2.752
2.779
2.806
2.832
2.859
2.886
2.912
2.939
2.966
2.972
2.979
2.992
2.999

3.514
3.575
3.624
3.672
3.712
3.751
3.789
3.828
3.866
3.907
3.947
3.986
4.024
4.053
4.094
4.140
4.190
4.199
4.218
4.258
4.321
4.363
4.400
4.455
4.498
4.592
4.658
4.758
4.888
5.106
5.177
5.254
5.526
6.079

3.280
3.326
3.369
3.410
3.448
3.485
3.521
3.556
3.590
3.624
3.658
3.691
3.725
4.151
4.203
4.259
4.320
4.354
4.427
4.468
4512
4.560
4.613
4.673
4.741
4.820
4.916
5.036
5.200
5.464
5.566
5.700
6.245
7.468

234
249
255
262
264
266
268
272
276
283
289
295
299

-.098

-.109

-119

-.130

-.155
-.209
-.210
-191
-.197
-.213
-.218
-.243
-.228
-.258
-.278
-.312
-.358
-.389
- 446
-.719

-1.389
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

11.300
11.325
11.350
11.375
11.400
11.425
11.450
11.475
11.500
11.525
11.550
11.575
11.600
11.625
11.650
11.675
11.700
11.750
11.800
11.850
11.900
12.000
12.100
12.300
12.400
12.500
12.600

3.006
3.012
3.019
3.026
3.032
3.039
3.046
3.052
3.059
3.066
3.072
3.079
3.086
3.092
3.099
3.106
3.112
3.126
3.139
3.152
3.166
3.192
3.219
3.272
3.299
3.326
3.352

7.376
7.890
8.203
8.465
8.671
8.852
9.013
9.157
9.283
9.407
9.520
9.629
9.727
9.836
9.927
10.021
10.105
10.246
10.366
10.470
10.559
10.708
10.823
10.915
10.991
11.055
11.112

8.804
9.144
9.338
9.474
9.579
9.664
9.736
9.799
9.854
9.904
9.949
9.990
10.028
10.063
10.096
10.127
10.156
10.210
10.258
10.303
10.344
10.418
10.484
10.597
10.646
10.692
10.736

SIGMA PH FIT (6 ) =0.097461

-1.428
-1.254
-1.135
-1.009
-.908
-.812
-.723
-.642
-571
-497
-.429
-.361
-.301
-.227
-.169
-.106
-.051
.036
.108
167
215
290
339
318
345
363
376
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Apéndice D

Resultados da computacdo dos dados da titulagdo potenciométrica para obtencdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e N-acetilcisteina, usando

nos calculos as constantes e hidrélise do chumbo, na proporcéo de 1:1, u= 0,1 M e T =25°C.

Program BEST vers.10/10/91

N-acetilcisteina

volume inicial 30.0
normalidade da base 0.05
milimoles de acido 0.01234
numero de pontos da titulacao 60
Componentes:

1 N-acetilcisteina 0.30 mM

2 chumbo 0.30 mM

3 proton 0.60 MM

Logp Espécies
1) .0000 1nac. Ochumbo O proton
2) .0000 Onac. 1chumbo O proton
3) .0000 Onac. Ochumbo 1 proton
4) 9.6076 1nac. Ochumbo 1 proton
5) 12.6233 1nac. 0Ochumbo 2 proton
6) 5.2914 1nac. 1chumbo 1 proton
7) 21.7325 2nac. 1chumbo 1 proton
8) 17.7753 2nac. 1chumbo O proton
9) -1.0017 1nac. 1chumbo -1 proton
10) -13.9500 Onac. 0chumbo -1 proton

SIGMA PH FIT (¢ ) = 0.068729
Vb a pHexperimental pHcalculado DIFF
.000 -.041 2.462 2.311 51
1.000 .126 2.610 2.391 219
2.000 .292 2.769 2474 295



5.075

5.575

6.075

6.575

7.075

7.575

8.575

9.575

10.575
11.575
11.610
11.645
11.680
11.715
11.750
11.785
11.820
11.855
11.890
11.925
11.960
11.995
12.205
12.240
12.275
12.310
12.345
12.835
12.870
12.905
12.940
12.975
13.010
13.045

.805
.888
971
1.055
1.138
1.221
1.388
1.555
1.721
1.888
1.894
1.900
1.906
1.911
1.917
1.923
1.929
1.935
1.941
1.946
1.952
1.958
1.993
1.999
2.005
2.011
2.016
2.098
2.104
2.110
2.116
2121
2.127
2.133

2.783
2.835
2.880
2.924
2.952
3.009
3.169
3.348
3.618
4.325
4.376
4.430
4.487
4.552
4.632
4.730
4.830
4.961
5.148
5.421
5.688
6.106
7.263
7.314
7.361
7.405
7.449
8.249
8.362
8.365
8.484
8.625
8.947
9.085

9.268

9.293

9.317
9.340
9.362

2.763
2.821
2.884
2.953
3.031
3.121
3.348

3.658
4.047
4.599
4.627

4.656

4.687

4.719

4.753

4.790

4.828

4.870
4.915
4.965
5.019
5.080
5.882
6.589
7.861
8.208
8.401
9.214
9.241

.020
014
-.004
-.029
-.079
-.112
-.179
-.310
-.429
-274
-.251
-.226
-.200
-.167
-121
-.060
.002
091
233
456
.669
1.026
1.381
125
-.500
-.803
-.952
-.965
-.879

-.903
-.809
-.692

393
277
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13.080
13.115
13.150
13.185
13.220
13.255
13.290
13.325
13.360
13.395
13.430
13.465
13.500
13.535
13.570
13.605
13.640
13.675
13.710
13.745
14.245
14.745
15.245

2.139
2.145
2.151
2.156
2.162
2.168
2.174
2.180
2.186
2.191
2.197
2.203
2.209
2.215
2.221
2.226
2.232
2.238
2.244
2.250
2.333
2.416
2.500

9.205 9.384

9.158 9.404
9.268 9.424
9.378 9.443

9.426 9.462
9.430 9.480
9.444 9.498

9.471 9.515
9.531 9.532
9.559 9.548
9.570 9.564
9.563 9.580
9.627 9.595
9.644 9.610
9.695 9.625
9.670 9.639
9.676  9.653
9.648 9.667
9.708 9.680
9.711 9.694

10.066  9.865
10.177 10.013
10.266  10.148

SIGMA PH FIT (o) = 0.068729

-.179
-.246
-.156
-.065

-.036
-.050
-.054
-.044
-.001
011
.006
-.017
.032
.034
.070
031
.023
-.019
.028
.017
201
164
118
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Apéndice E

Resultados da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e lisina, usando nos

calculos as constantes e hidrélise do chumbo, na proporcéo de 1:1, u=0,1 M e T =25°C.

Program BEST vers.10/10/91

lisina

volume inicial 30.0
normalidade da base 0.05
milimoles de &cido 0.0055
numero de pontos da titulacdo 74
Componentes:

1 lisina 0.30 mM

2 chumbo 0.30 MM
3 proton 0.30 mM

Logp Espécies
1) .0000 1lis. Ochumbo O proton
2) .0000 Olis. 1chumbo O proton
3) .0000 Olis. 0chumbo 1 proton
4) 9.1432 1lis. 0chumbo 1 proton
5) 18.0000 1lis. 0Ochumbo 2 proton
6) 20.0000 1lis. 0chumbo 3 proton
7) 7.2199 1lis. 1chumbo 1 proton
8) 9.2563 1llis. 1chumbo O proton
9) -10.4278 1lis. 1chumbo -2 proton
10) 0.2644 1lis.  1chumbo -1 proton
11) -215476 1lis. 1chumbo -3 proton
10) -14.2800 Olis. 0chumbo -1 proton
SIGMA PH FIT (o ) = 0.163909

Vb a pHexp. pHcalc. DIFF
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.000
.010
.020
.030
.040
.050
.060
.070
.080
.090
.100
110
120
130
140
150
.160
170
2.700
2.900
3.100
3.300
3.500
3.700
3.900
4.100
4.300
4.500
4.700
4.900
5.100
5.300
5.500
5.700

-.018
-.017
-.015
-.013
-.012
-.010
-.008
-.007
-.005
-.003
-.002
.000
.002
.003
.005
.007
.008
.010
432
465
498
532
.565
.598
.632
.665
.698
132
.765
.798
832
.865
.898
932

4.907
5.022
5.116
5.202
5.273
5.340
5.400
5.449
5.498
5.540
5.577
5.614
5.646
5.675
5.701
5.726
5.745
5.751
5.785
5.800
5.835
5.843
5.880
5.910
5.927
5.947
5.965
5.998
6.061
6.116
6.208
6.318
6.450
6.614

5.511
5.512
5.513
5.514
5.515
5.516
5.517
5.519
5.520
5.521
5.522
5.523
5.524
5.526
5.527
5.528
5.529
5.530
5.864
5.896
5.930
5.966
6.004
6.044
6.087
6.134
6.185
6.240
6.302
6.373
6.454
6.551
6.671
6.827

-.604
-.490
-.397
-.312
-.242
-.176
-117
-.070
-.022
.019
.055
091
122
149
174
198
216
221
-.079
-.096
-.095
-.123
-.124
-.134
-.160
-.187
-.220
-.242
-.241
-.257
-.246
-.233
-.221
-.213
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

5.900
6.100
6.300
6.500
6.700
6.900
7.100
7.300
7.500
7.700
7.900
8.100
8.300
8.500
8.700
8.900
9.100
9.300
9.500
9.700
9.900
10.400
10.900
11.400
11.900
12.400
12.900
13.400
13.900
14.400
14.900
15.400
15.900
16.400

965 6.773 7.043
998 6.934 7.340

1.032
1.065
1.098
1.132
1.165
1.198
1.232
1.265
1.298
1.332
1.365
1.398
1.432
1.465
1.498
1.532
1.565
1.598
1.632
1.715
1.798
1.882
1.965
2.048
2.132
2.215
2.298
2.382
2.465
2.548
2.632
2.715

7.115
7.329
7.588
7.833
8.045
8.220
8.361
8.480
8.582
8.669
8.750
8.827
8.887
8.949
9.008
9.064
9.119
9.171
9.221
9.340
9.457
9.573
9.690
9.810
9.933
10.058
10.182
10.303
10.417
10.532
10.625
10.714

7.647
7.879
8.049
8.182
8.292
8.386
8.469
8.544
8.614
8.679
8.740
8.799
8.856
8.911
8.965
9.018
9.071
9.124
9.177
9.312
9.453
9.600
9.750
9.897
10.033
10.154
10.261
10.356
10.441
10.518
10.589
10.656

-.270
-.406
-.532
-.550
-461
-.349
-.247
-.166
-.108
-.064
-.032
-.010
.010
.028
031
.038
.043
.046
.048
.047
.044
.028
.004
-.027
-.060
-.087
-.100
-.096
-.079
-.053
-.024
014
.036
.058

125



69
70
71
72
73
74

16.900
17.400
18.400
18.900
19.400
19.900

2.798
2.882
3.048
3.132
3.215
3.298

10.745
10.774
10.845
10.914
10.983
11.053

10.720
10.780
10.897
10.954
11.010
11.066

SIGMA PH FIT (o) = 0.163909

.025
-.006
-.052
-.040
-.027
-.013
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Apéndice F

Resultados da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencdo de
constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e cisteina, na proporcao de
2:1,u=0,1MeT=25°C.

Program BEST vers.10/10/91

cisteina

volume inicial 30.0
normalidade da base 0.05
milimoles de 4cido 0.0005
numero de pontos da titulacao 102
Componentes:
1 cisteina 0.30 mM

2 chumbo  0.15mM
3 proton 0.90 mM

Logp Espécies
1 .0000 1 cisteina 0 chumbo O proton
2 .0000 Ocisteina 1 chumbo 0 proton
3 .0000 O cisteina 0 chumbo 1 proton
4 10.4781 1 cisteina 0 chumbo 1 proton
5 18.7399 1 cisteina 0 chumbo 2 proton
6 20.1861 1 cisteina 0 chumbo 3 proton
7 8.3379 1cisteina 1 chumbo O proton
8 14.8305 1 cisteina 1 chumbo 1 proton
9 2.3066 1 cisteina 1 chumbo -1 proton
10 32.2643 2 cisteina 1 chumbo 1 proton
11 21.8651 2cisteina 1 chumbo 0 proton
12 24.1399 2 cisteina 1 chumbo -1 proton
13 -13.9950 O cisteina 0 chumbo -1 proton

SIGMA PH FIT (c) = 0.081738
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Vb
.000
1.500
3.000
4.500
5.000
6.000
6.500
7.500
8.000
8.500
9.000
9.500
10.000
10.500
11.000
11.500
11.750
12.000
12.250
12.500
13.000
13.250
13.500
13.750
14.250
14.500
15.000
16.000
16.250
17.000
17.500
18.000

a
.000
.250
.500
750
.833
1.000
1.083
1.250
1.333
1.417
1.500
1.583
1.667
1.750
1.833
1.917
1.958
2.000
2.042
2.083
2.167
2.208
2.250
2.292
2.375
2.417
2.500
2.667
2.708
2.833
2.917
3.000

PHexp PHcalc diferenca

2.610
2.680
2.750
2.830
2.860

2.920
2.960
3.030
3.070
3.120
3.170
3.220
3.270
3.340
3.400
3.470
3.510
3.550
3.590
3.630
3.700
3.740
3.770
3.810
3.870
3.900
3.960
4.060
4.090
4.150
4.200
4.240

2.088
2.234
2.422
2.664
2.745
2.888
2.951
3.065
3.118
3.171
3.224
3.277
3.331
3.387
3.443
3.501
3.530
3.559
3.588
3.618
3.676
3.705
3.733
3.762
3.816
3.843
3.896
3.997
4.022
4.097
4.150
4.205

522
446
.328
.166
115
.032
.009

-.035

-.048

-.051

-.054

-.057

-.061

-.047

-.043

-.031

-.020

-.009
.002
012
.024
.035
.037
.048
.054
.057
.064
.063
.068
.053
.050
.035

128



33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

18.500
19.500
19.750
20.500
21.250
22.000
22.500
23.250
23.750
24.250
25.000
25.250
25.500
25.750
26.000
26.480
26.720
26.840
26.960
27.080
27.200
27.320
27.440
27.560
27.680
27.800
27.920
28.040
28.160
28.280
28.400
28.520
28.640
28.760

3.083
3.250
3.292
3.417
3.542
3.667
3.750
3.875
3.958
4.042
4.167
4.208
4.250
4.292
4.333
4.413
4.453
4.473
4.493
4513
4.533
4.553
4.573
4.593
4.613
4.633
4.653
4.673
4.693
4.713
4.733
4.753
4.773
4.793

4.280
4.360
4.380
4.430
4.490
4.550
4.600
4.660
4.710
4.760
4.850
4.880
4.920
4.960
5.000
5.100
5.160
5.200
5.240
5.290
5.350
5.410
5.490
5.580
5.700
5.840
5.980
6.150
6.310
6.410
6.530
6.650
6.740
6.840

4.265
4.416
4.466
4.701

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

015
-.056
-.086
-271
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
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67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

28.880
29.000
29.120
29.240
29.360
29.610
29.860
30.110
30.360
30.610
30.860
31.110
31.360
31.610
31.860
32.110
32.360
32.860
33.360
33.860
34.360
34.860
35.360
35.860
36.860
37.860
38.860
39.860
40.860
42.860
45.860
47.860
48.860

49.860 8.310 10.520

4.813
4.833
4.853
4.873
4.893
4.935
4.977
5.018
5.060
5.102
5.143
5.185
5.227
5.268
5.310
5.352
5.393
5.477
5.560
5.643
5.727
5.810
5.893
5.977
6.143
6.310
6.477
6.643
6.810
7.143
7.643
7.977
8.143

6.930
7.010
7.080
7.140
7.200
7.310
7.410
7.510
7.610
7.680
7.760
7.830
7.890
7.960
8.020
8.070
8.130
8.240
8.360
8.460
8.570
8.680
8.780
8.890
9.100
9.310
9.500
9.610
9.770
9.910
10.200
10.390
10.460

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000
.000

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000

.000

.000

.000
.000
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101
102

50.860 8.477 10.630 .000 .000
52.860 8.810 10.720 .000 .000

SIGMA PH FIT (o) = 0.081738

Gréfico da distribuicdo das espécies para Cys: Pb (2:1)

% espécies

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Cys2PbOH

HCys2Pb

-T T T T T T T T T T T T T T T

4 55 7 8.5 10
pH
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Apéndice G

132

Resultados da computacdo dos dados da titulacdo potenciométrica para obtencdo de

constantes de estabilidade dos complexos formados entre chumbo e N-acetilcisteina, na

proporcdo de 2:1, p= 0,1 mol L™ e T =25 °C.

Program BEST vers.10/10/91

co N o o b W DN PP

(o]

N-acetilcisteina

volume inicial 30.0
normalidade da base 0.05
milimoles de &cido 0.1234
numero de pontos da titulacao 112
Componentes:

1 N-acetilcisteina 0.60 mM

2 chumbo 0.30 mM

3 proton 1.20 mM

Logp Espécies

.0000 1nac. Ochumbo O proton

.0000 Onac. 1chumbo O proton

.0000 Onac. Ochumbo 1 proton
9.6076 1nac. 0chumbo 1 proton
12.6233 1nac. 0chumbo 2 proton

2781 1nac. 1chumbo 1 proton
10.0821 2nac. 1chumbo 1 proton
10.7716 2nac. 1chumbo O proton
-45709 1nac. 1chumbo -1 proton

10 -13.9500 Onac. 0Ochumbo -1 proton

SIGMA PH FIT (o) = 0.217784



N -

© 00 N o o1 b~ W

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

Vb
.000
.035
.070
105
140
175
210
245
.280
315
.350
.385
420
455
490
525
.560
.595
.630
.665
.700
135
770
.805
.840
875
945
.980
1.015
1.050
1.085
1.120
1.155

a
-.021
-.018

-.015
-.012
-.009
-.006
-.003

.000
.003

.006

.009

012

014

017

.020

.023

.026

029

.032

.035

.038

041

044

047

.049

.052

.058

.061

.064
.067
.070
.073
.076

2.492
2.499
2.505
2.511
2.517
2.523
2.529
2.535
2.541
2.547
2.552
2.559
2.565
2.571
2.577
2.583
2.588
2.595
2.601
2.607
2.613
2.619
2.625
2.631
2.637
2.644
2.656
2.662
2.669
2.675
2.681
2.688
2.690

2.380
2.384
2.388
2.391
2.395
2.399
2.403
2.407
2411
2.414
2.418
2.422
2.426
2.430
2.434
2.438
2.441
2.445
2.449
2.453
2.457
2.461
2.465
2.469
2.473
2.476
2.484
2.488
2.492
2.496
2.500
2.504
2.508

PHexp PHcalc diferenca

112
115

117
120
122
124
126
128
130

133
134
137
139
141
143
145
147
150
152
154
156
.158
.160
162
164
.168
172
174
177
179
181
184
182



34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

1.190
1.225
1.260
1.295
1.330
1.365
1.400
1.435
1.470
1.505
1.540
1.575
1.610
1.645
1.680
1.715
1.785
1.820
1.855
1.890
1.925
1.960
1.995
2.030
2.065
2.100
2.135
2.205
2.275
2.310
2.345
2.380
2.415
2.450

.079
.082
.084
.087
.090
.093
.096
.099
102
105
.108
111
114
117
119
122
128
131
134
137
140
143
146
149
152
154
157
163
169
172
175
178
181
184

2.699
2.706
2.712
2.719
2.726
2.732
2.738
2.745
2.752
2.758
2.765
2.771
2.778
2.785
2.791
2.798
2.811
2.818
2.824
2.832
2.838
2.845
2.852
2.859
2.866
2.873
2.880
2.894
2.907
2.915
2.922
2.929
2.936
2.943

2.512
2.516
2.520
2.524
2.528
2.531
2.535
2.539
2.543
2.547
2.551
2.555
2.559
2.563
2.567
2.571
2.579
2.583
2.587
2.591
2.595
2.599
2.603
2.607
2.611
2.615
2.619
2.627
2.635
2.639
2.643
2.647
2.651
2.655

187
190
192
195
198
201
203
206
209
211
214
216
219
222
224
227
232
235
237
241
243
246
249
252
255
258
261
267
212
276
279
282
.285
.288

134



68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101

2.485
2.520
2.555
2.590
2.625
2.660
2.695
2.765
2.800
2.835
2.870
2.920
2.970
4.720
4.820
4.870
4.970
5.070
5.120
5.220
5.320
5.370
5.470
5.570
5.620
5.670
5.720
5.820
5.870
5.920
5.970
6.020
6.120
6.170

187
189
192
195
198
201
204
210
213
216
219
223
227
373
381
.385
394
402
406
414
423
427
435
444
448
452
456
464
469
473
ATT
481
489 3.219 3.084
494 3.223 3.090

2.950
2.958
2.962
2.970
2.977
2.984
2.992
3.007
3.015
3.021
3.028
3.033
3.036
3.037
3.047
3.059
3.067
3.079
3.082
3.094
3.107
3.112
3.122
3.133
3.141
3.156
3.164
3.184
3.189
3.192
3.205
3.209

2.659
2.663
2.667
2671
2.675
2.679
2.683
2.691
2.695
2.699
2.703
2.708
2.714
2.916
2.928
2.934
2.945
2.957
2.963
2.975
2.987
2.993
3.005
3.017
3.023
3.029
3.035
3.047
3.053
3.059
3.065
3.071

291
295
295
299
302
305
.309
316
320
322
325
325
322
121
119
125
122
122
119
119
120
119
117
116
118
127
129
137
136
133
.140
138

135
133

135



102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

6.220
6.320
6.420
6.520
6.620
6.720
6.920
7.120
7.620
8.120
9.120

498
.506
514
523
531
539
.556
573
614
.656
739

3.234
3.265
3.284
3.307
3.339
3.351
3.391
3.435
3.575
3.747
4.793

3.096
3.109
3.121
3.134
3.146
3.159
3.185
3.211
3.280
3.352
3.515

SIGMA PH FIT (o) = 0.217784

138
156
163
173
193
192
.206
224
295
395
1.278
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