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RESUMO

Polimeros com fun¢des quelantes tém sido amplamente encontrados no campo de separacao e
recuperacdo de ions metalicos de efluentes, sendo também utilizados na &rea de cosmetologia.
O polimero utilizado neste trabalho foi obtido pela solubilizacdo do Amidex 40003, amido
geneticamente modificado contendo majoritariamente amilopectina, utilizando a mistura
dimetilsulfoxido (DMSQO)/H,O 90/10% v/v como solvente. O objetivo foi a formacdo de
complexos de amilopectina com os ions metélicos Cr**, Fe**, Cu®*, Ni**, Co*" e Pb®*" nas
formas de sais de acetato, nitrato e cloreto. O estudo buscou a otimizacdo de alguns fatores
considerados importantes para a obtengdo de melhores rendimentos de reagéo, realizados
através de um planejamento fatorial completo 2, nos quais as variaveis estudadas foram
temperatura, tempo e massa do sal. Além disso, foram realizadas anélises de pH,
condutividade, infravermelho (FT-IR), UV-Visivel (UV-Vis) e termogravimetria (TGA) para
a comprovacéo dos complexos formados e para o estudo aprofundado das mudancas ocorridas
nas caracteristicas do polimero. O estudo também compreendeu a realizacdo de célculos ab
initio utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com o intuito de entender a
conformacao da amilopectina no vacuo e em solvente implicito, obter um espectro vibracional
tedrico da amilopectina a fim de comparagdo com aquele obtido experimentalmente e, através
do calculo de cargas parciais, verificar os potenciais sitios de coordenacdo da amilopectina na
complexacdo com o metal. Na primeira etapa experimental do trabalho foi verificado através
do calculo do efeito das variaveis que os fatores tempo e massa do sal devem ser mantidas no
nivel superior (+) e o fator temperatura deve ser mantido no nivel inferior (-). As andlises de
pH, condutividade, FT-IR, UV-Vis e TGA evidenciaram a formacdo dos complexos devido as
mudancas observadas antes e ap6s a complexacdo. O estudo conformacional tedrico da
amilopectina revelou a importancia dos efeitos estereoeletronicos e a influéncia do conjunto
de base utilizado no célculo. O calculo das cargas parciais mostrou que 0s provaveis sitios de
coordenacao da amilopectina sdo os oxigénios ligados ao C2 e C3, corroborando com dados
da literatura. O espectro vibracional tedrico apresentou resultados correlacionaveis com
aqueles encontrados experimentalmente.

Palavras-chave: amilopectina, complexos metélicos, analise conformacional.
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ABSTRACT

Polymers with chelating functions have been widely found in the field of separation and
recovery of metal ions from wastewater and are also used in the cosmetology area. The
polymer used in this work was the Amidex 40003, a genetically modified starch containing
mostly amylopectin, using the mixture dimethylsulfoxide (DMSO)/H,O 90/10% v/v as
solvent. The purpose was the formation of amylopectin complexes with Cr¥*, Fe®*, Cu*", Ni?*,
Co?" and Pb®" metal ions in the form of acetate, nitrate and chloride salts. The study sought to
optimize some factors considered important for obtaining better reaction yields, carried out
through a 2° full factorial design, which the variables studied were temperature, time and
mass of salt. In addition, analysis of pH, conductivity, infrared (FT-IR), UV-Visible (UV-Vis)
and thermogravimetry (TGA) were performed to prove the complexes formed and for detailed
study of the changes in the polymer characteristics. The study also included the achievement
of ab initio calculations using Density Functional Theory (DFT) in order to understand the
amylopectin conformation in vacuum and implicit solvent, get a theoretical vibrational
spectrum of amylopectin in order to compare with the one experimentally obtained and,
through the partial charges calculation, check the potential amylopectin coordination sites in
the complexation with the metal ion. In the first step of the experimental work was verified by
variables effect calculations that time and mass of salt variables should be maintained at the
higher level (+) and the temperature variable should be maintained at the lower level (-).
Analysis of pH, conductivity, FT-IR, UV-Vis and TGA proved the complexes formation due
to the changes observed before and after complexation. The theoretical conformational study
of amylopectin showed the significance of stereo electronics effects and the influence of the
basis set used in the calculation. Partial charges calculation showed that the probable
amylopectin coordination sites are the oxygen atoms connected to C2 and C3, confirming
literature data. The theoretical vibrational spectrum presented results comparable with those
experimentally found.

Keywords: amylopectin, metal complexes, conformational analysis.
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1 INTRODUCAO

Um composto de coordenacdo pode ser definido como um composto formado entre
um &cido e uma base de Lewis, sendo o &cido um receptor de pares eletrénicos e a base um
doador de pares eletronicos.? Um complexo polimérico é o resultado da interacdo entre
funces ligantes ancoradas numa cadeia polimérica e fons metélicos.> Esses compostos
baseados na ligacdo coordenada entre metal-ligante tém atraido atencdo devido a habilidade
de combinar as propriedades organicas e inorganicas dos componentes. A razdo de tal
interesse deve-se a obtencdo de estruturas com flexibilidade e liberdade conformacional, com
propriedades fisico-quimicas e funcgdes diversas. Assim, estes compostos apresentam

*% nanotecnologia,® agregacdo de propriedades

diferentes aplicacOes, tais como: adsorcéo,
térmicas,” condutoras,’ dentre outras.

Polimeros funcionais com habilidades quelantes tém sido amplamente encontrados no
campo de separacdo e recuperacdo de fons metéalicos.>>° A remocdo de fons metélicos de
residuos € uma questdo de suma importancia nos dias atuais, visto a ndo degradabilidade
desses metais.*® Compostos contendo cromo, niquel, cobre e outros metais tém sido utilizados
numa variedade de processos industriais, tais como galvanoplastia e curtimento de couro.
Além disso, a utilizacdo de metais também se mostra presente nas formulacdes de produtos
cosméticos, principalmente em maquiagem, como agentes de fixacéo.**?

A utilizacdo de polimeros com funcdo quelante torna-se um campo atrativo de
pesquisa, visto a eficacia na interacdo com ions metalicos. A capacidade de formacdo desses
quelatos depende fortemente da natureza do atomo doador contido na matriz polimérica,
como nitrogénio, oxigénio, enxofre e fosforo.>>3!* |nteressante também ¢ a utilizagdo de
carboidratos como ligantes destes compostos de coordenagdo, como o amido e a celulose.**®

Carboidratos e seus derivados compdem a classe de biomoléculas mais abundante
encontrada, conhecidos por apresentar uma variedade de funces quimicas e biolégicas.’” Por
possuirem diversos grupos do tipo hidroxila em sua estrutura, tornam-se excelentes
candidatos a interagirem com ions metalicos. Diversos estudos propdem a coordenacdo do
amido de batata,”> mandioca,’® amaranto™® e milho?®® com metais de transicdo. Os sitios de
ligagdo de ions metalicos com monossacarideos também ja foram estudados por calculos
tedricos, utilizando teoria do funcional de densidade (DFT).?*?? O interesse estrutural na area
de carboidratos tem crescido visto que a compreensao dessas biomoléculas é importante para

1



o campo da glicobiologia, principalmente quando os estudos estdo relacionados a
conformacdo e atividade biolégica. Em publicagdo recente, Cocinero e colaboradores®
estudaram a conformacao da frutose em diferentes condi¢cBes, mostrando como a quimica
computacional é util na compreensdo de carboidratos em nivel molecular.

Em relagéo ao uso de carboidratos como ligantes em compostos de coordenagéo, a
quimica computacional € Gtil no entendimento das propriedades estruturais e eletrénicas de

2425 Recentemente Mandal e

sistemas coordenados caracterizados experimentalmente.
colaboradores?® utilizaram um carboidrato derivado da xilopiranose como um novo ligante em
complexos de Ru(l) e Os(11) estudados através de métodos quanticos. E crescente o nimero
de publicacGes envolvendo mecénica quéntica no estudo de metais de transi¢cdo, no qual a
maioria das ocorréncias envolve a utilizagdo da DFT.%%"%

O amido, por ser uma fonte de matéria-prima altamente renovavel e economicamente

viavel, vem sendo utilizado em diversas &reas como agricultura,*® biotecnologia, %

produtos
alimenticios,® producéo de nanoparticulas® e como adsorvente na remocdo de espécies
metalicas.>*® A amilopectina, carboidrato estudado neste trabalho e um dos componentes do
amido, além de abundante e de baixo custo é um oOtimo ligante de metais, pois possui
capacidade de formar complexos com ions metélicos devido a presenca de grupos hidroxilas
presentes em sua estrutura ramificada.

Devido a alta ramificacdo a amilopectina possui baixa solubilidade em agua, limitando
sua aplicacdo em diversos processos industriais. Em contrapartida, sua utilizagédo ¢é favorecida
vista a possibilidade do uso do polimero na precipitacdo de metais em solucBes aquosas,
como sugerido por Janegitz e colaboradores®’ em estudos com a quitosana para remocao de
ions metalicos de aguas residuérias.

Recentemente, Liu e colaboradores'? publicaram um estudo no qual mediram os niveis
de chumbo, cobalto, cromo, cobre, niquel e outros metais em 32 tipos de batons e gloss
labiais, encontrando niveis acima do permitido por agéncias reguladoras dos Estados Unidos.
A utilizacdo de um biopolimero como a amilopectina na producdo de removedores de
cosmeticos torna-se uma excelente alternativa, devido a possibilidade de captacdo dos metais
contidos nesses produtos pela complexagdo com a amilopectina.

A comprovacdo da formacdo de complexos biomoleculares € realizada por métodos

2038 & node ser explicada com o auxilio de métodos tedricos.? Neste trabalho,

experimentais
baseado em uma tese de doutoramento®® desenvolvida em nosso grupo, buscou-se investigar a
formagéo de complexos de amilopectina em solucdo com diversos metais a fim de entender
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como essa interagdo € realizada e que fatores influenciam essa interacdo. Também foi
explorada a mudanca ocorrida na propriedade térmica da solucdo de amilopectina frente a
introducdo do metal na matriz polimérica, além das diferencas causadas nos espectros
vibracional e eletronico. A utilizacdo de métodos computacionais teve como objetivo
principal a explanacdo de uma conformacéo tedrica da amilopectina e de seus potenciais sitios

de coordenagdo com o metal.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Otimizar a reacdo de complexacdo da solucdo de amilopectina com diversos metais através
de planejamento fatorial, caracterizando os complexos formados através das tecnicas de
Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR),
Espectroscopia na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) e Andlise Termogravimétrica (TGA);
- Realizar um estudo tedrico da conformacdo da amilopectina e de seus potenciais sitios de

coordenagao com metais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar as condi¢es reacionais de formacdo do complexo;

- Avaliar as mudancas de condutividade e pH antes e ap6s as rea¢fes de complexacao;

- Utilizar a ferramenta estatistica i-PCA para interpretacao de dados espectroscdpicos;

- Produzir um espectro vibracional teérico da amilopectina e compara-lo com o experimental;
- Estudar os possiveis sitios de coordenacdo da amilopectina através da verificacdo de cargas

parciais.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AMIDO

O amido e um polissacarideo de reserva encontrado em diversas espécies vegetais sob
a forma de granulos, sendo abundante em grdos de cereais, leguminosas, tubérculos e frutas
verdes, fornecendo de 70 a 80% das calorias consumidas pelo homem.***! Sendo formado nos
plastideos das plantas superiores, o amido é sintetizado nas folhas, onde serve como
carboidrato de reserva temporario, acumulando-se nos cloroplastos durante o dia e servindo
como fonte principal para a sintese de sacarose durante a noite. Essa sacarose é entdo
transportada para os 6rgaos de armazenamento das plantas.*?*?

O amido é o principal responsavel pelas propriedades tecnoldgicas que caracterizam
grande parte dos produtos processados, uma vez que contribui para diversas propriedades de
textura em alimentos, possuindo aplicagcdes industriais como espessante, estabilizador de
coldides, agente gelificante e adesivos, entre outros.* O emprego industrial do amido se deve
a sua caracteristica Unica de poder ser usado diretamente na forma de granulos, de granulos
intumescidos, na forma dispersa e como filme obtido da secagem de uma dispersdo.*’
Também é um dos excipientes mais utilizados em formulag6es farmacéuticas, principalmente
em formas de dosagem sélidas orais como material de enchimento.*

Este polissacarideo € constituido basicamente de amilose e amilopectina, que
representam cerca de 98% - 99% da massa total do biopolimero, sendo ambos polissacarideos
formados de unidades a-D-glicose. As propor¢des em que essas estruturas aparecem diferem
em relacdo as fontes botanicas, variedades de uma mesma espécie e, mesmo numa mesma
variedade, de acordo com o grau de maturacdo da planta.**® A amilose consiste de cadeias
lineares em que as unidades a-D-glicose sdo conectadas por ligagdes glicosidicas a(1—4),
possuindo massa molecular de aproximadamente 1x10° — 1x10° g.mol™. A amilopectina é
uma macromolécula que possui estrutura ramificada com massa molecular aproximadamente
100 vezes maior que a amilose em que as unidades a-D-glicose sdo conectadas por ligagdes
glicosidicas a(1—4) e cerca de 5% de ligacBes ramificadas o(1—6).***° Dentre as

propriedades fisico-quimicas do amido esta a gelatinizacdo, fendmeno em que ocorre perda da



organizacdo estrutural devido ao rompimento das ligagdes de hidrogénio causada pelo
inchamento irreversivel dos granulos do amido quando aquecidos em agua.*®

A amilose e a amilopectina tém propriedades distintas. A amilose tem uma alta
tendéncia a retrogradacdo e produz géis duros e filmes fortes. A retrogradacdo ¢ um fenémeno
que o amido gelatinizado pode sofrer quando armazenado e resfriado, no qual as ligacdes de
hidrogénio tornam-se mais fortes devido ao rearranjo das cadeias ao se reassociarem em um
estado mais ordenado, produzindo géis de viscosidade elevada.** A amilopectina dispersa em
4gua é mais estavel e produz filmes fracos e géis moles (pouco viscosos).** As ramificaces
da amilopectina impedem em parte a aproximacao de suas cadeias, dificultando a formacéo de
ligacbes de hidrogénio, tornando as caracteristicas de retrogradagdo da amilose e da
amilopectina cineticamente diferentes.*’ Fisicamente, a maioria dos amidos nativos s&o semi-
cristalinos, tendo uma cristalinidade de cerca de 20-45%. A amilose e 0s pontos de
ramificagdo da amilopectina formam as regiGes amorfas. As cadeias ramificadas mais curtas
da amilopectina sdo o principal componente cristalino no amido granular.*® A amilopectina
(Figura 1) é, estrutural e funcionalmente, a mais importante das duas fracdes, pois sozinha é

suficiente para formar o granulo do amido.*

OH
et 0 o
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HO™  Ho
0
0
OH
HO HO
5 w (1,6)
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HO ©
o (1.4)°
HO
HO

Figura 1. Representacdo das ligacdes glicosidicas o (1—4) e a. (1—6) da amilopectina e a
numeracdo usual de carboidratos (os atomos de H foram omitidos para melhor visualizacdo da

estrutura)



As cadeias de amilopectina estdo organizadas de diferentes maneiras, sugerindo uma
classificacdo de cadeias A, B e C (Figura 2).**** O tipo A é composto por uma cadeia de
glicoses unidas por ligacbes a(1—4) sem ramificacdes, sendo unida a uma cadeia tipo B por
meio de ligagdes a(1—6). As cadeias do tipo B sdo compostas por glicoses ligadas em
a(1—4) e a(1—6), contendo uma ou varias cadeias tipo A e podem conter cadeias tipo B
unidas por meio de um grupo hidroxila priméario. A cadeia C é Gnica em uma molécula de
amilopectina, sendo composta por ligacbes a(1—4) e a(1—6), com grupamento terminal
redutor. O alto peso molecular e a estrutura ramificada da amilopectina reduz a mobilidade da
cadeia polimérica, e tende a orientar-se perto o suficiente para permitir niveis significativos de

ligacBes de hidrogénio intramoleculares.*®

{ J | _II h %\
' , \ o )

A
O

Figura 2. Classificacdo das cadeias da amilopectinaem A, B e C*

A presenca de grupos funcionais reativos ao longo da cadeia dos polimeros da
amilopectina (Figura 1) favorece interagbes com outras espécies podendo ocorrer
complexacéo, visto que cada unidade monomérica do biopolimero possui cinco potenciais

sitios de coordenac&o.>*® Cabe salientar que nem todos os centros de coordenacdo da
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amilopectina estdo envolvidos na coordenacdo, devido a pequenas diferencas na basicidade

49,50

dos sitios, como sugerido por Damager e colaboradores em estudo teérico.”* Em relagdo a

amilose, estudos mostram que a estrutura helicoidal deste polimero linear explica a formacéo
de complexos de inclusdo, como ocorre com alguns &lcoois, 4cidos organicos e lipidios.>*** A
ocorréncia de compostos coordenados envolvendo biopolimeros ramificados como a
amilopectina é encontrada de forma mais abundante na literatura. Complexos de Cu(ll) com

dextrano foram realizados por Nikoli¢ ¢ colaboradores,”*

enquanto Bergmann e
colaboradores™ estudaram a formacdo de complexos de xantana com fons metélicos

bivalentes.

3.2 COMPLEXOS BIOMOLECULARES

Muitos metais tém um papel importante nos sistemas vivos, uma vez que se ligam e
interagem com moléculas bioldgicas tais como as proteinas, a hemoglobina e 0 DNA.*® Com
o0 estudo aprofundado da quimica de coordenacdo descobriu-se, por exemplo, que alguns
compostos coordenados apresentam propriedades magnéticas interessantes, atividade
bioldgica, aplicacdes como medicamentos e catalisadores.’**"*® Enquanto fons metélicos
apresentam-se deficientes em elétrons, biomoléculas tais como a celulose e 0 amido s&o ricas
em elétrons. Por esta razdo, a maioria dos cations metalicos tende a atrair moléculas polares e
ions carregados negativamente, que contenham pares isolados de elétrons. A atracdo entre
estas oposicdes de cargas conduz a uma tendéncia de ions metalicos interagirem com
biomoléculas.*®

A teoria empregada para explicar a natureza desta interacdo € conhecida como Teoria
do Campo Cristalino (TCC). A TCC é um modelo eletrostatico que considera o efeito do
campo elétrico devido a carga eletrénica dos ligantes nas energias dos elétrons dos varios
orbitais d do ion metélico. Esse modelo foi ampliado para levar em consideracdo as
contribui¢bes covalentes as ligagdes metal-ligante, resultando na Teoria do Campo Ligante
(TCL), que explica varias caracteristicas basicas dos complexos, inclusive suas propriedades
magnéticas e espectroscopicas.>>®

A possibilidade de construcdo de complexos é devida principalmente as ligacdes
coordenadas e atracOes eletrostaticas, no qual ha a doacdo de um par de elétrons do ligante
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para o cétion metalico.'* Esta complexacdo é determinada por varios fatores: a natureza do
metal, do ligante e do esqueleto polimérico e as caracteristicas do meio complexante como
pH, temperatura, entre outras.®® A reacdo de complexacdo envolve a desolvatacdo do fon
metalico e dos ligantes, o processo de complexacdo e a solvatagdo do complexo, ou seja,
envolve vérias etapas. Primeiramente, as moléculas de solvente coordenadas devem ser
removidas da esfera de coordenacdo do ion metélico, criando um espaco vago para o ligante
que entra, e a camada de solvatacdo ao redor do metal deve ser reorganizada para acomodar a
nova estrutura. Todo esse processo envolve consumo de energia, contribuindo para a
termodindmica da reacdo de complexagdo. Além disso, outros processos devem ser
considerados, como a reorganizagdo do ligante em uma conformacdo adequada para a
interacdo com o metal e a formacdo das ligacGes entre o metal e os atomos doadores dos
ligantes. Esse processo de reorganizacdo do ligante envolve absorcdo de energia
conformacional, enquanto a formacdo das ligacGes entre o metal e o ligante devera levar a
liberacdo de energia. Assim, a energia livre da reacdo pode ser expressa como a soma destes
varios componentes (energia solvente-metal, solvente-ligante, conformacdo do ligante e
metal-ligante). Para as energias de desolvatacdo, espera-se que contenham contribuicdes de
entalpia positivas, ja que as ligacfes entre o ion metélico e as moléculas do solvente devem
ser rompidas, junto com termos de entropia positivos, visto que a desordem do sistema
aumenta quando as moléculas do solvente se separam do ion metalico e do ligante. Em
relacdo a mudanca conformacional que possa ocorrer no ligante, pode-se esperar uma
contribuicdo positiva da entalpia caso seja necessario a rotacdo de ligacfes e mudancas de
angulos diedros, gerando uma estrutura menos favoravel do ponto de vista estéreo, porém
mais adequada para a coordenacdo; em relacdo a entropia, espera-se que este termo seja
negativo, ja que a estrutura do ligante torna-se mais ordenada. Na formacdo do complexo
metal-ligante a contribuicdo entalpica deve ser negativa devido a formacdo da ligacdo metal-
ligante, assim como a contribuicdo entrépica deve ser negativa, pois a interacdo do ion
metalico com o ligante resulta em uma maior ordem. O balan¢o das contribuicdes entalpicas e
entropicas € variavel e depende do complexo estudado, podendo ter consequéncias
importantes sobre a espontaneidade da reacdo de complexacdo.

A estabilidade termodindmica de um complexo é definida pela constante de
estabilidade ou constante de formacdo. Os complexos considerados estaveis sdo aqueles que
possuem constante de estabilidade global maior que um, o que proporciona uma energia livre
do sistema com valor negativo, ou seja, AG < 0.*° A determinacdo experimental destas
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constantes constitui uma tarefa de grande importancia, que frequentemente é muito dificil.
Um dos problemas consiste em determinar quais sdo as espécies quimicas que realmente
existem na solucdo cujo equilibrio se deseja medir.®! Devido a essa dificuldade, previsdes de
estabilidade podem ser realizadas. A estabilidade relativa de muitos complexos pode ser
explicada com base em um simples modelo eletrostatico, que permite predizer o calor de
reacdo produzido durante a formagdo de um complexo. Sabemos que as particulas
eletricamente carregadas de diferentes sinais se atraem, e que estas atracGes dependem da
distdncia a qual as mesmas se encontram, sendo tanto mais intensas quanto menor for a
distancia. Tendo em vista estas consideracOes, cabe esperar que quanto maior a carga e menor
o raio de um fon, maior devera ser a estabilidade do complexo resultante.>®* A utilizacdo de
ligantes ndo usuais (como os biopolimeros) também interferem na formacéo e estabilidade do
complexo. Devido a elevada massa molecular e ao tamanho desses ligantes, a estabilidade
desses complexos é afetada pela geometria do ligante e pela disponibilidade dos grupos
funcionais contidos no biopolimero.**®

Em relacdo a cinética de formacdo dos complexos, sabe-se que a substituicdo de um
ligante por outro, junto ao atomo metalico central, pode ocorrer em diferentes velocidades, o
que permite classificar os complexos em labeis, quando a substituicdo de ligantes ocorre
rapidamente, ou inertes, quando a substituicio é lenta.'?*® Um dos poucos aspectos
convergentes entre a estabilidade (dependente do AG) e a labilidade (dependente da constante
de velocidade) dos complexos ocorre em relacdo as cargas e aos raios do atomo central. De
fato, a estabilidade sempre aumenta com 0 aumento da carga € com a diminuicdo do raio do
atomo central e a labilidade sempre diminui com o aumento da carga e com a diminuicéo do
raio do 4tomo central dos complexos.®*

Devido a presenca de ligagBes de hidrogénio intra e intermoleculares™®%®

22,51,62

e a
pequenas diferencas na basicidade dos sitios nem todos os centros de coordenacdo da
amilopectina estdo envolvidos na coordenagédo. A flexibilidade das cadeias da amilopectina,
definida principalmente pela liberdade torsional ao redor das ligaces simples, possibilita a
facil adaptacdo ao redor de fons metalicos de tamanho variavel.*® Acredita-se que as unidades
monoméricas que constituem a amilopectina atuam como ligantes quelantes, devido a
existéncia de mais de um sitio de coordenacdo no monémero de glicose. Além disso, sabe-se
que ligantes multidentados tendem a formar complexos mais estaveis; o principal fator

responsavel por esse aumento na estabilidade é o aumento da entropia do sistema.’ Uma
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maior entropia é observada quando um complexo de ligantes polidentados é formado, devido

a0 aumento de moléculas livres no sistema.®!

3.3 ESTUDO TEORICO DE CARBOIDRATOS

Dentre os produtos naturais, os carboidratos sdo aqueles que existem sob o maior
numero de formas (&cidos nucléicos, glicoproteinas, etc) e grande parte de sua importancia
deve-se a participagdo em um grande nimero de ciclos bioquimicos.®® Em relagdo a
diversidade de aplicacBes bioldgicas, destaca-se a agdo de carboidratos como substancias

6556 @ antifingicas.®’

bioativas, especificamente em atividades antibacterianas,® antivirais

Sabendo que os carboidratos desempenham um papel essencial em muitos processos
bioldgicos, a elucidagdo conformacional dessas biomoléculas é fundamental. A andlise
conformacional consiste na exploracdo dos arranjos espaciais (formas) energeticamente
favoraveis de uma molécula (conformacdes).®® A dificuldade na realizagdo de analise
conformacional de carboidratos atraves de meétodos tedricos se da no numero de
conformacdes existentes. Um exemplo classico é o nimero de conformagdes existentes em
um mondmero de glicose, chegando a 1458 possibilidades (considerando apenas a
conformagcdo cadeira em ambos os andmeros).*

O processo de minimizacdo de energia fornece uma conformacdo estavel, que nao
representa necessariamente a estrutura mais estdvel de determinada molécula. Na
minimizacdo, os calculos de energia sdo interrompidos quando a molécula atinge a primeira
conformacdo estavel e levam a uma estrutura semelhante a original, com energia minima
local. A Figura 3 mostra que esta conformacdo estavel pode estar separada de outra, ainda
mais estavel, por uma barreira de energia, que o célculo de minimizacdo é incapaz de
ultrapassar. Neste caso, para identificar a conformacéo mais estavel, com uma energia minima
global, e necessario gerar varias conformagdes de uma molécula e comparar os valores de

energias obtidos a cada modificac&o.”
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Figura 3. Representacdo dos minimos de energia local e global ™

O estudo conformacional de carboidratos envolve mudancas nos angulos diedros,
rotacdo de grupos funcionais, comprimentos de ligacdo, avaliacdo de interacGes de longa
distancia, ligacbes de hidrogénio, torsdo do anel e efeito anomérico e exo-anomérico. De
acordo com Silva e colaboradores,®® trés fatores principais estabilizam este tipo sistema:
efeito exoanomérico, ligacdes de hidrogénio e interacdes de longa distancia.

Os métodos computacionais utilizados na analise conformacional podem ser divididos
em quanticos e classicos. Os métodos quanticos sdo baseados em resolucBes aproximadas da
Equacdo de Schrodinger independente do tempo (HY=EW).”" Métodos classicos utilizam
recursos da Fisica Classica, onde a evolucdo temporal do sistema € obtida resolvendo-se
equacdes de movimento de Newton.”? Os angulos diedros (chamados de @, ¥ e Q) existentes
nos carboidratos s&o usados para descrever a conformagéo da ligacdo glicosidica,®® estudados
através de métodos quanticos desde 1995 por Tvaroska e colaboradores” e por métodos
classicos desde 1974 por Lemieux e Koto’ em trabalho pioneiro sobre o assunto.

Muitos estudos tém sido dedicados a analise conformacional de carboidratos, sendo a

maioria utilizando métodos classicos”"’

para obtencdo de conformacdes estaveis. De fato os
métodos classicos sdo Uteis quando o sistema é muito grande e flexivel, e também quando nédo
envolvem efeitos estereoeletronicos.”®**"® porém, em carboidratos, este Gltimo é exatamente

0 caso: estudos anteriores’®™

sugerem que os angulos @ ¢ ¥ sdo definidos pelo efeito exo-
anomeérico e intera¢fes de longa distancia, respectivamente. Métodos quéanticos sdo bastante

eficientes na quantificacdo de efeitos estereoeletronicos devido a consideracdo dos elétrons
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nos célculos e a ndo utilizacdo de parametrizacdes.®®’® Hoje, os métodos quanticos podem ser
estendidos a sistemas maiores, visto a disponibilidade de computadores mais répidos e
cédigos computacionais mais eficientes capazes de lidar com sistemas maiores.®

Embora a quimica computacional seja uma ferramenta poderosa para a exploracao de
conformagdes estaveis de moléculas, a analise conformacional de carboidratos é dificil devido
aos numerosos graus de liberdade, principalmente pelo fato de existirem inUmeras
possibilidades de arranjos de ligacdes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares.* A
partir de 2002, Tvaroska e colaboradores®” continuaram os estudos de investigacdo em torno
da ligacéo glicosidica, da rotacdo do grupo hidroximetil e do efeito do solvente (dgua ou
etanol) usando Teoria do Funcional de Densidade (DFT).

A D-glicose ou D-glicopiranose possui varias conformacfes que a tornam alvo de
estudo experimental e conformacional. A D-glicose pode estar arranjada como um aldeido
aciclico, como um anel piranosidico de seis membros com o grupo hidroxilico anomérico na
posicdo a ou  ou como um anel furanosidico de cinco membros com arranjos o ou B do
grupo hidroxilico anomérico (Figura 4 — a, b, c, d, €).33® Dentre os tipos de piranose

possiveis, praticamente 100% encontram-se na forma cadeira “Cy,>-#%¢

que significa que o
C4 esté situado no topo da cadeira e 0 C1 no ponto mais baixo da cadeira, ambos em relacdo

ao plano definido pelos 4tomos 05—C2—C3—C5.%
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Figura 4. ConfiguracGes da D-glicose: (a) aldeido aciclico, (b) a-anel piranosidico, (c) -anel

piranosidico, (d) a-anel furanosidico, (¢) p- anel furanosidico.

Devido ao efeito anomérico, os monémeros constituintes da amilopectina, objeto de
estudo deste trabalho, possuem a hidroxila ligada ao C1 na posi¢do axial (a). O efeito
anomérico refere-se a uma preferéncia termodinamica da posicao axial de substituintes mais
eletronegativos ligados ao C1.”° Essa situacio foi primeiramente observada por Edward em
1955%" em carboidratos que sofriam hidrélise acida na ligacio glicosidica, e denominada por
Lemieux e Chii em 1958% como efeito anomérico, para identificar a orientacdo
conformacional gauche do grupamento aglicona (grupo OR) em relacdo a ligacdo C-O
endociclica (Figura 4 — b).

A origem do efeito anomérico é principalmente devida a hiperconjugacdo, baseada na
proposta de deslocalizacdo de um dos pares de elétrons isolados do atomo de oxigénio (O5)
para o orbital antiligante ndo ocupado 6*c1-01, ViSto 0 atomo eletronegativo O1 atrair o par de
elétrons da ligagdo quimica C1-O1, movimento este favorecido na conformacéo axial.” Outra
proposta para a natureza do efeito anomérico tem origem eletrostatica, surgindo da repulséo
eletrostatica entre os pares de elétrons isolados dos atomos de oxigénio Ol e O5, menos

pronunciado na conformacéo axial.®
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As diferencas nas conformacdes do monémero de a-D-glicose estdo na rotacdo da
ligacdo C5-C6, chamado angulo o e no sentido das ligacbes de hidrogénio intramoleculares
(c-clockwise e cc-counterclockwise) (Figura 5).%° Na rotacdo deste 4ngulo o, trés rotimeros

distintos s@o encontrados, chamados gauche-gauche, gauche-trans e trans-gauche (Figura 6).

Figura 5. Representacdo do sentido das ligac6es de hidrogénio intramoleculares c (a) e cc (b).
O angulo w da glicose esta representado na conformacdo cc (b) (em cinza os atomos de

carbono, em vermelho os &tomos de oxigénio e em branco os atomos de hidrogénio).

06 H H
Ca os G4 05 C4 05
H H H os OF H
H5 H5 H5
ag gt tg

Figura 6. Rotameros gauche-gauche (gg), gauche-trans (gt) e trans-gauche (tg).®
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Estudos de RMN*®* revelaram populagbes relativas para os rotdmeros gg/gt/tg de
56/44/0% para o andmero o, ¢ resultados de DFT*®* mostram que as diferencas de energia
entre os trés rotdmeros sdo bem pequenas, sugerindo que o rotdmero tg é energeticamente
menos favorecido que as formas gg e gt. O favorecimento das formas gg e gt pode ser uma
indicacdo de formacdo de ligagdes de hidrogénio intramoleculares entre o grupo hidroximetil
e 0 &tomo de oxigénio do anel piranosidico, causando um efeito estabilizador.®

Em a-glicanos apenas dois dimeros sdo possiveis: a maltose ligada em o(1—4) e a
isomaltose ligada em o(1—6).°2%"® Na maltose, os angulos torsionais da ligacao glicosidica
a(1—4) sdo denominados @ (fi) e ¥ (psi),>*"**%" onde o angulo @ ¢ definido pelos dtomos
05 - C1 — O1 — C4' ¢ o angulo ¥ pelos dtomos C1 — O1 — C4’ — C5’ (o agUcar reduzido é
rotulado com (’)) (Figura 7). Na isomaltose, além dos angulos ® e ¥ definidos
respectivamente pelos atomos O5 — C1 — O1 — C6' e C1 — O1 — C6' — C5' ha um terceiro
angulo torsional denominado Q (6mega), definido pelos atomos O1 — C6’ — C5’' — O5’ (Figura
8). A torsdo em Q tem trés configuragdes estrela preferenciais denominadas GG (300°), GT

(60°) e TG (180°),>+°278% gimilar a torsdo do dngulo o j& definido na Figura 5.

16



Figura 7. Representacdo dos angulos diedros da maltose (em cinza os &tomos de carbono, em

vermelho os atomos de oxigénio e em branco os atomos de hidrogénio).

Figura 8. Representacdo dos angulos diedros para a isomaltose (em cinza os atomos de
carbono, em vermelho os atomos de oxigénio e em branco os atomos de hidrogénio).
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O ponto de ramificacdo da amilopectina foi investigado inicialmente como um

7% o alguns anos depois, Corzana e colaboradores®® incluiram

composto tetrassacaridico
mais um residuo de glicose no tetrassacarideo ja estudado, a fim de melhor representar as
caracteristicas estruturais do biopolimero. Desde entdo, o estudo do pentasacarideo (Figura 1)
tem se mostrado representativo no ambito da investigacdo conformacional da amilopectina.

Em relacdo a interacdo da amilopectina com ions metalicos, os célculos teéricos
representam uma ferramenta complementar na correlacdo dos dados experimentais com
detalhes estruturais.”* Em 2005, Bhatia e colaboradores®® desenvolveram estudo teérico-
experimental de complexos de quitosana com fons Fe** e Fe®" utilizando métodos DFT. Mais
recentemente, Cisnetti e colaboradores'® desenvolveram estudo envolvendo métodos tedricos
e experimentais para elucidar as propriedades de um novo complexo envolvendo um ligante
baseado em D-ribose e ions metalicos bivalentes.

Por apresentar diversas conformagfes em solucdo, um estudo da interacdo entre ions
metélicos e ligantes ainda € critico do ponto de vista tedrico, visto as humerosas varidveis do
sistema, principalmente quando os ligantes possuem mais de um sitio de coordenacao e/ou

sdo grandes.*™

A exata representacdo de toda extensdo de solvatacdo e desolvatacdo dos
compostos envolvidos sdo variaveis fisico-quimicas importantes, e muitas vezes 0os métodos
computacionais s&o limitados.'*

Devido aos dados tedricos encontrados na literatura da amilopectina (incluindo os
dimeros maltose e isomaltose que representam as ligac6es glicosidicas da biomolécula) serem

escassos,>!890:97.103

nosso estudo tedrico consiste em estimar os valores desses angulos
diedros para posterior avaliacdo do efeito do solvente (implicito). Estabelecendo uma
geometria satisfatoria da amilopectina é possivel avaliar os valores das cargas parciais para
estimar possiveis sitios de coordenacdo, além de produzir um espectro vibracional teorico e

correlaciona-lo com o experimental.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesse capitulo serdo descritos os materiais utilizados para a realizacdo das reagdes de
complexacdo e os métodos experimentais e tedricos utilizados neste trabalho. O planejamento
fatorial empregado teve como objetivo aprimorar as condi¢des reacionais de complexacéo,
quantificadas através do aumento no rendimento das reacGes. As analises de pH e
condutividade foram feitas com o intuito de observar as mudangas provocadas nesses
parametros pela coordenacdo da amilopectina com os ions metélicos. Especificamente em
relacdo a amilopectina, espectros vibracionais foram obtidos através da técnica de
Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com o objetivo de verificar os
deslocamentos nas bandas de absorcdo caracteristicas da amilopectina ocasionados pela
interacdo com o metal. Também foi empregada a técnica de Espectroscopia de Absorc¢do na
Regido do UV-Vis, com o intuito de observar mudancas nos espectros eletrénicos dos ions
metalicos. A analise termogravimétrica (TGA) foi utilizada para verificar a mudanca causada
na temperatura de decomposicdo da amilopectina frente a introducdo do metal na matriz
polimérica.

O estudo teorico realizado teve por objetivo entender a estrutura ramificada da
amilopectina, verificando se a molécula construida computacionalmente é passivel de
comparagdo com aquela de fato existente. Os célculos envolveram a inclusdo do solvente de
forma implicita e resultados de frequéncias vibracionais. Com respeito a interacdo da
amilopectina com o metal, foram avaliados os sitios de coordenacdo da amilopectina através

das cargas parciais.

4.1 MATERIAIS

O biopolimero empregado foi a amilopectina obtida do Amidex 40003, obtida da Corn
Products Brasil Ingredientes Industriais Ltda. (Jundiai, SP, Brasil), contendo de 80 — 100% de
amilopectina em massa, com massa molecular (M,) de 5,12 x 10° g.mol™. A M, foi

determinada através da técnica de espalhamento de luz estatico (SLS). O grau de amilopectina
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presente no amido foi informado pelo fabricante, tendo sido obtido a partir de modificacéo
genética da planta do qual foi extraido o amido. A preparagdo deste biopolimero foi realizada
por Peres,*® através de uma metodologia de reducdo da massa molecular da amilopectina sob
técnicas ultrassénicas, em uma mistura 90:10 de dimetilsulfoxido (DMSO) e agua deionizada.
Com o tratamento aplicado, a massa molecular do biopolimero foi reduzida para 5,61 x 10°
g.mol™ e o raio hidrodinamico determinado em 151 + 16 nm, medidos através da técnica de
Espalhamento de Luz (LS). Neste trabalho a solugdo tratada contendo majoritariamente
amilopectina (preparada pela dissolucdo do Amidex 40003)%* sera nomeada "solucéo tratada
de amilopectina ApT". O sistema solvente 4gua-DMSO tem sido amplamente utilizado como
um agente solubilizador do amido e seus componentes. Enquanto solu¢des de amido em &gua
sdo instaveis devido ao fendbmeno de retrogradacdo, solucGes de amido em sistema misto de
solventes (4gua e DMSO) possuem relativa estabilidade.'*1%®

Os complexos foram preparados com os seguintes sais adquiridos da Aldrich com
elevado grau de pureza: FeCl3.6H,0O, Fe(NO3)3.9H,0, Cu(NOs),.3H,0, CuCl,.2H,0,
Cu(CH3C00),.H,0, Cr3(CH3COO)7(OH),, Cr(NO3)3.9H,0, NiCl,.6H,0,
Ni(CH3C0O0),.4H,0, CoCl,.6H,0, Pb(NO3), e PbCl,. Para as titulacdes complexométricas
foram utilizados indicadores metalocromicos (alaranjado de xilenol e murexida), &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), tiossulfato de sodio (Na,S,03), iodeto de potassio (KI) e
acido sulfurico (H,SQO,). Para ajuste de pH foram utilizadas solu¢des de acido cloridrico 1M
(HCI), acido nitrico 1M (HNO3), &cido acético 1M (CH3COOH)e solucdo tampao NH3/NH,4CI
0,1M. Todos os reagentes foram adquiridos da Aldrich com elevado grau de pureza.

4.2 PREPARACAO DOS COMPLEXOS

As amostras foram preparadas de acordo com o procedimento reacional exemplificado

na Figura 9, sob agitacdo constante em agitador magnético.
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ajuste de pH

i titnlacio
Samfaa ApT - . complexométrica
(12.5mL) Y
+ e
sal ) 5 © '1. * demais andlises
i - k
agitador magnético

Figura 9. Esquema do procedimento reacional realizado.

A solugdo ApT possui concentracdo de 4 mg.mL™, preparada na mistura de solventes
DMSO/é&gua deionizada na propor¢do 90:10, sob agitacdo e posterior tratamento ultrassénico.
Os detalhes da preparagédo da solugdo ApT podem ser encontrados no trabalho desenvolvido

por Peres.*

A massa de sal utilizada, o tempo e a temperatura das reacdes foram definidos
através de planejamento fatorial, e serdo detalhados no item 4.4. O volume da solugdo ApT

utilizado nas reacdes foi previamente definido em estudos realizados por Peres.*

4.3 TITULACAO COMPLEXOMETRICA

A titulacdo complexométrica € uma técnica de andlise volumétrica na qual ha
formacdo de um complexo suficientemente estavel entre ions metélicos e um agente
complexante, com o auxilio de indicadores metalocromicos. Os indicadores sdo utilizados
para indicar a total complexacdo de determinado ion metalico pelo agente complexante, sendo
o final da titulacdo indicado pela mudanca de cor devido a passagem do complexo Metal-
Indicador para o complexo Metal-Agente Complexante. Para que a titulacdo seja bem
sucedida € necessario que o pH em que a titulacdo deve ser feita seja respeitado, por esta
razdo faz-se necessario um ajuste do pH da solucdo para que ponto viragem da titulacdo possa
ser observado. Além disso, o complexo metal-indicador deve ser estavel o bastante para se
manter em solucdo, porém menos estavel que o complexo metal-agente complexante.*%%1%7
Para a titulagdo complexométrica foram realizados ensaios sem a amilopectina, a fim de

quantificar a complexacao do metal com o solvente.
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Apos o término da reacdo, as amostras foram submetidas ao ajuste do pH antes da
titulacdo. A Tabela I apresenta a faixa de pH da solucdo de cada metal e o indicador utilizado
na titulacdo complexométrica. Os ajustes de pH foram realizados em pHmetro Digimed

modelo DM-23, previamente calibrado com solugdes tampéo.

Tabela |. Faixa de pH da titulacdo, forma de ajuste e indicador utilizado para cada ion

metalico
; Faixa de pH ) )
lon dea 106107 Forma de ajuste Indicador
;. Cloreto HCI ) _
Fe ] 1-3 Alaranjado de Xilenol
Nitrato HNO3
,, Cloreto HCI )
Ni 4-6 Murexida
Acetato CH3COOH
Cloreto 3 3
- ) solugéo tampao )
Cu Nitrato 10-11 Murexida
NH3/NH,4CI
Acetato
,.  Cloreto HCI ) _
Pb ) 4-6 Alaranjado de Xilenol
Nitrato HNO3
Co™*  Cloreto 4-6 HCI Murexida

Como pode ser observado, as amostras contendo os sais de cromo ndo estdo listados
na tabela acima. Para as amostras contendo o fon Cr** foi realizada uma titulagdo indireta, no
qgual 5 mL do complexo formado foram transferidos quantitativamente para um baldo
volumétrico de 500 mL completando com &gua destilada até o menisco. Apds esse
procedimento, recolheu-se 25 mL da solucdo, que foram colocados em um erlenmeyer onde
foram adicionados 5 g de iodeto de potassio (KI), 10 mL de H,SO4 20 % e 10 mL de uma
solugdo padrdo de EDTA 0,1M. A solucdo foi deixada em repouso por 5 minutos e
posteriormente foi titulada com uma solugdo padrdo de Na,S,03 0,01 M.

As demais amostras foram tituladas diretamente com EDTA. Para as amostras
contendo os sais de ferro, cobre, niquel e cobalto a concentragdo da solucdo de EDTA

utilizada na titulagdo foi de 2.10° M; para as amostras contendo os sais de chumbo a
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concentracdo da solucdo de EDTA utilizada na titulacdo foi de 1.10° M. Os célculos
utilizados para quantificar o percentual de complexagéo estdo descritos no Anexo 2.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL

Planejamento fatorial € um tipo de planejamento experimental que é de grande
utilizacdo em investigacGes preliminares quando se deseja saber se determinados fatores tém
ou ndo influéncia sobre a resposta desejada.’®® Um planejamento adequado permite também a
reducdo da variabilidade de resultados, a reducdo de tempos de andlises e dos custos
envolvidos.!%°*1°

No planejamento de qualquer experimento, inicialmente é necessario decidir quais séo
os fatores e as respostas de interesse. Para k fatores, ou seja, k varidveis controladas pelo
analista, um planejamento completo de dois niveis exige a realizacgdo de 2* ensaios
diferentes.'® Os niveis sdo os valores dos fatores que serdo usados para fazer os
experimentos. Para estudar o efeito de qualquer fator sobre uma dada resposta, precisamos
fazé-lo variar de nivel e observar o resultado que essa variacdo produz sobre a resposta. Para
as reacOes de complexacdo, foram avaliados trés fatores: temperatura, tempo e massa do sal,
estudados em dois niveis, sendo assim foi realizado um planejamento fatorial 2°, acrescidos
de um ponto central em triplicata (Tabela 11). Os experimentos no ponto central, também
conhecido como nivel zero, fornecem uma boa estimativa dos erros com a utilizacdo dos

valores médios dos niveis de todas as variaveis."""'*?
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Tabela I1. Planejamento fatorial completo 2° com ponto central

] temperatura tempo  massa
Experimento

(°C) (h) (mg)”
1 25 3 5
2 40 3 5
3 25 5 5
4 40 5 5
5 25 3 10
6 40 3 10
7 25 5 10
8 40 5 10
9 325 4 75

“ As concentraces molares dos sais s30 apresentadas no Anexo 1.

A varidvel massa utilizada no planejamento fatorial foi previamente avaliada por
Peres®® em seus estudos de complexacdo da amilopectina com fons metalicos, visando
concentracgdes ideais para 0s experimentos de Espalhamento de Luz.

Todos os experimentos (1-9) foram realizados em triplicata. O objetivo do
planejamento foi avaliar a influéncia das variaveis no rendimento das reacbes de
complexacdo, quantificado através da titulometria de complexacdo. Os dados obtidos do
planejamento fatorial foram tratados por planilhas eletrénicas publicadas pelo Laboratério de
Quimiometria Tedrica e Aplicada (LQTA) do Instituto de Quimica da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP).*! Nesse tratamento de dados, os efeitos das variaveis
temperatura, tempo e massa de sal foram avaliados de forma univariada e multivariada, o que
corresponde a interacbes de até 3% ordem (efeitos das 3 varidveis a0 mesmo tempo).
Normalmente, os niveis dos fatores sdo nomeados pelos sinais — (menos) para o nivel mais
baixo e + (mais) para o nivel mais alto. Para os experimentos no nivel zero, o nimero 0 (zero)
é utilizado na nomeacdo. Os sinais para os efeitos de interacdo entre todas as variaveis do
planejamento, realizando todas as combinagdes possiveis, sdo obtidos pelo produto dos sinais
originais das variaveis envolvidas. Aqui, a variavel temperatura é chamada de 1, a variavel
tempo é chamada de 2 e a variavel concentracdo ¢ chamada de 3. Desta maneira, é possivel

construir as colunas de sinais para todas as interagdes (Tabela I11).
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Tabela I11. Matriz de sinais para um planejamento fatorial 2% considerando todas as interacdes

Variaveis Interacdes
Experimento 1 2 3 12 13 23 123
1 - - - + + + -
2 + - - - - + +
3 - + - - + - +
4 + + - + - - -
5 - - + + - - +
6 + - + - + - -
7 - + + - - + -
8 + + + + + + +
9 0 0 0 0 0 0 0

E importante ressaltar que a numeragdo dos ensaios é apenas uma forma didatica de
identificar as varias combinacgdes de niveis, ou seja, ndo coincidem com a ordem em que de
fato os experimentos foram realizados. Os ensaios (inclusive as triplicatas) foram realizados
de forma aleatdria, a fim de minimizar a probabilidade de qualquer fator indesejavel afetar a
resposta de interesse. No planejamento fatorial todos os sais foram testados frente a variacdo
dos fatores considerados importantes nas reacOes de complexacdo (temperatura, tempo e
massa do sal).

Para as posteriores analises de caracterizacdo dos complexos, foram utilizadas as
condigBes experimentais que alcangcaram maior rendimento reacional, condi¢Bes estas

definidas pelo tratamento dos dados do planejamento experimental.

4.4.2 ldentificacao dos efeitos significativos

Apos a realizagdo dos célculos dos efeitos em um planejamento fatorial ocorre a
identificacdo dos efeitos significativos, ou seja, aqueles que de fato influenciam na resposta
de interesse. Nas planilhas eletronicas publicadas pelo LQTA (UNICAMP) utilizadas para a

avaliacdo dos efeitos das variaveis no rendimento das reagdes de complexacdo a identificacdo
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dos efeitos significativos é realizada empregando o teste t (distribuicdo de Student), através
do valor p, sendo necesséria a compreensao dos testes de hipotese e significancia.

Hipdtese é uma suposicdo e, em muitos casos, formula-se uma hipdtese estatistica com
0 proposito de rejeita-la ou invalida-la. Aqui, o desejo € decidir se um efeito é significativo na
resposta, entdo formula-se a hipotese de que ndo ha significancia dos efeitos. Essa hipbtese é
denominada nula e representada por Ho, enquanto qualquer outra hipétese diferente (como a
significancia do efeito) é denominada hipétese alternativa e € representada por H;. Ao testar
uma hipotese estabelecida, a probabilidade maxima, representada frequentemente por a, com
a qual se sujeitaria a correr o risco de um erro é denominada nivel de significancia do teste. Se
é escolhido um nivel de significancia 0,05 ou 5%, ha entdo cerca de 5 chances em 100 da
hipdtese nula ser rejeitada, quando deveria ser aceita, isto €, ha uma confianca de 95% de que
se tomou uma decisdo correta. Nesses casos, diz-se que a hipétese é rejeitada ao nivel de
significancia 0,05, o que significa que a probabilidade de erro seria de 0,05.*"

Uma maneira de concluir o teste de hipdtese é comparar o valor p do teste estatistico
amostral com o nivel de significancia a. O valor p do teste estatistico amostral é o menor
nivel de significancia para que se rejeite Hy. Neste sentido, compara-se o valor p com a €, se 0
valor p < a rejeita-se Ho, caso contrério Hy é aceito.*! Entdo, para que o efeito das variaveis

seja significativo, o valor p deve ser menor ou igual a a, a fim de anular a hipétese nula Ho.

4.5 METODOS INSTRUMENTAIS

Em todos os ensaios instrumentais foram realizados brancos. Para os ensaios de pH,
condutividade e UV-Vis os brancos foram preparados com a auséncia da amilopectina, com o
intuito de verificar as diferencas do metal complexado somente com o solvente e depois com
a amilopectina. Para a analise de FT-IR foram obtidos espectros vibracionais da solucdo ApT
pura e complexada com os diversos metais. A analise termogravimétrica foi realizada com a

solugdo ApT pura e complexada somente com o ion metalico de maior rendimento reacional.
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4.5.1 pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro Digimed modelo DM-23,
previamente calibrado com soluces tampdo. As analises foram realizadas em temperatura

ambiente (22 a 25°C) e em triplicata.

4.5.2 Condutividade

As medidas de condutividade foram realizadas utilizando condutivimetro de bancada
microprocessado Bel Engineering srl, modelo W12D, previamente calibrado com solugéo
padrdo. As analises foram realizadas em temperatura ambiente (22 a 25°C) e em triplicata.
Todos os valores de condutividade das solugdes salinas (sal e solvente) foram subtraidos do
valor de condutividade da mistura de solventes DMSO/4gua 90:10 (2,763 pS.cm™), assim
como os valores de condutividade dos complexos (sal, solvente e amilopectina) foram

subtraidos do valor de condutividade da solugio ApT pura (7,193 uS.cm™).

4.5.3 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR)

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica importante para a
caracterizacdo de materiais, sendo uma ferramenta bastante Gtil para identificacdo de grupos
funcionais, conformacdo e estrutura de macromoléculas. A técnica permite a analise
qualitativa de compostos organicos, visto que os modos caracteristicos de vibracdo de cada
grupo provocam o aparecimento de bandas no espectro infravermelho em frequéncias
especificas, que também sdo influenciadas pela presenca de grupos funcionais proximos
(acoplamentos).™** Cada grupo quimico pode ter uma ou mais bandas especificas de absorcéo

nos espectros de infravermelho, e as caracteristicas espectrais dos picos mudardo quando o
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ambiente quimico for alterado ou quando 0s grupos quimicos interagirem uns com 0S
outros.***

Os dados espectroscopicos de FT-IR foram obtidos através do equipamento Bruker
Modelo Alpha-P de Mddulo UATR (Refletancia Total Atenuada Universal). Os espectros
foram obtidos com resolucdo espectral de 4 cm™, em duplicata. Em todos os ensaios foi
realizado o background.

4.5.3.1 Analise por Componentes Principais por Intervalo (i-PCA)

O tratamento dos dados gerados pela espectroscopia na regido do infravermelho foi
realizado utilizando a ferramenta estatistica i-PCA, através do software Matlab 7.11
(MathWorks Inc., Natick, MA) e o pacote iToolbox (http://www.models.kvl.dk, Copenhagen,
Denmark). Similar ao PCA (anélise por componentes principais), o i-PCA permite a
visualizacdo gréafica de todo o conjunto de dados, mesmo quando o numero de amostras e
variaveis é elevado.'*® O uso dessa técnica estatistica tem como objetivo principal aumentar a
compreensdo do conjunto de dados, examinando a presenca ou a auséncia de similaridades
entre as amostras.'®

A andlise de componentes principais consiste basicamente em rescrever as
coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente para a analise dos
dados. Em outras palavras, as n-variaveis originais geram, atraveés de suas combinacdes
lineares, n-componentes principais (PC), cuja principal caracteristica, além da ortogonalidade,
é que sdo obtidos em ordem decrescente de méxima variancia. Desta forma, a componente
principal 1 (PC1) é tracada no sentido da maior variagdo no conjunto de dados, retendo mais
informacdo estatistica que a componente principal 2 (PC2), que é tracada ortogonalmente a
primeira, com o intuito de descrever a maior porcentagem da variacdo ndo explicada pela PC1
e que por sua vez tem mais informacéo estatistica que a componente principal 3 (PC3) e assim
por diante. '

Na PCA, a matriz X é decomposta em um produto de duas matrizes, denominadas

118

escores (T) e pesos (P), mais uma matriz de erros (E), como mostrado da Equacéo 1:

X=TP"+E (1)
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Os escores representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos formados
pelos PC's. Cada PC é constituido pela combinagdo linear das variaveis originais e 0s
coeficientes da combinacdo sdo denominados pesos. Os pesos representam 0 quanto cada
variavel original contribui para uma determinada PC, enguanto os escores representam as
relagBes de similaridade entre as amostras. A matriz de erros contém os residuos, ou seja, a

118 O niimero de PC's

109,117,119

parte dos dados nédo explicados pelo modelo de componentes principais.
utilizadas no modelo PCA ¢ determinado pela porcentagem de variancia explicada.

O uso da espectroscopia no infravermelho combinado com analise quimiométrica é
constantemente utilizado, tanto no meio cientifico como industrial, como em estudos de

reconhecimento de padrdes de 6leos vegetais comestiveis,*® autenticidade'?

122,123

e adulteracéo
desses 0leos.

A i-PCA consiste em dividir o conjunto de dados em um numero de intervalos
equidistantes; para cada intervalo realiza-se uma PCA.!* A vantagem da i-PCA na
comparacdo de dados espectrais € a possibilidade de avaliar o conjunto de dados em
intervalos especificos (i= 1, 4, 8, 16, etc), podendo limitar qual a faixa (no caso, frequéncia)
que se deseja estudar. Neste trabalho foi realizado pré-processamento dos dados (dados

centrados na média).

4.5.4 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrdnicos na regido do UV-Vis foram registrados em um
espectrofotdbmetro Varian modelo Cary 50 com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
Optico. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Leituras abaixo de 300 nm néo
puderam ser realizadas porque o solvente (DMSO) absorve fortemente na faixa de 200-300

nm devido as transicdes n— m*.}2>12
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4.5.5 Andlise Termogravimétrica (TGA)

Termogravimetria é a técnica na qual uma variacdo da massa de uma substancia é
medida em funcdo da temperatura enquanto esta & submetida a uma programacédo
controlada.’*"*?® A andlise termogravimétrica (TGA) tem sido utilizada frequentemente no
estudo da estabilidade térmica e da decomposicdo de polimeros, sendo ambas as propriedades
importantes do ponto de vista cientifico e industrial.”®® A técnica examina a mudanca de
massa da amostra como uma fungdo da temperatura ou do tempo, enquanto € submetida a
uma programacdo controlada de aquecimento.’”” A curva de termogravimetria derivada
(DTG), recurso matematico que fornece a primeira derivada do TG, apresenta 0 pico maximo
de temperatura de degradacdo e a area desse pico é proporcional a perda de massa naquele
evento térmico.'?

As analises termogravimétricas foram realizadas no equipamento TGA Q5000IR
fabricado pela TA Instruments, utilizando atmosfera de nitrogénio puro em uma vazao de 25
mL.min™, em panelas de platina hermeticamente fechadas modelo Platinum HT, em
duplicata. A massa de amostra utilizada foi de 10 mg, aquecidas desde 20°C até 400°C, com
rampa de aquecimento de 5 °C.min™. Os resultados foram tratados pelo software TA

(Thermal Analysis) versdo 4.4A, fornecido pelo préprio fabricante.

4.6 METODOS COMPUTACIONAIS

Todos os calculos foram realizados no programa computacional Gaussian 09.**° Com
relacdo a andalise conformacional, todos os calculos foram realizados utilizando nivel de teoria
DFT. Para as conformacées da a-D-glicose foi empregado o funcional B3LYP**
de base 6-31G(d), 6-31G(d,p), 6-311++G(d,p) e 6-311++G(2d,2p), calculados no vacuo. O

funcional hibrido B3LYP é uma das aproximacgfes mais populares, largamente utilizado em

e conjuntos

estudos envolvendo analise conformacional.”®2%%
Em relacdo aos conjuntos de base, foram utilizadas funcdes de polarizagdo (d,p) e
funcbes difusas (+,++) para alguns calculos. A adicdo de funcdes de polarizagdo a um

conjunto de base permite uma melhor descri¢cdo dos elétrons nos orbitais, uma vez que por
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meio dessas funcgdes consegue-se uma descricdo das deformagdes sofridas pelos orbitais que
participam de uma ligacdo quimica.****** A letra d indica que funcdes de polarizacdo de
simetria d foram adicionadas aos atomos pesados, e a presenca da letra p indica que além de
adicionar funcGes de polarizacdo de simetria d aos atomos pesados, adicionaram-se também
funcdes de polarizagdo de simetria p aos atomos de hidrogénio. As fungdes difusas permitem
descrever uma regido maior do espago dos orbitais ocupados. Utilizam-se essas funcGes para
melhorar a representacdo de sistemas que tenham densidades eletrdnicas significativas a
longas distancias.”** O sinal + indica que funcdes difusas foram adicionadas aos atomos
pesados, e o0s sinais ++ indicam a presenca de fungbes difusas também aos atomos de
hidrogénio.

Nos dissacarideos foram utilizados os funcionais B3LYP, CAM-B3LYP® e
®B97XD™® e conjunto de base 6-311++G(d,p), sendo todos os calculos realizados no vacuo.
O funcional hibrido CAM-B3LYP (CAM — Coulomb-attenuating Method) possui correces
de longo alcance ndo descritas corretamente pelo B3LYP, enquanto o funcional ®«B97XD
além de correcgdes para longas distancias inclui dispersdo empirica.

Para o pentassacarideo foi utilizado o funcional B3LYP e conjuntos de base 6-31G(d),
6-31G(d,p) e 6-311++G(d,p). Foram realizados calculos no vacuo e com efeito de solvente
(implicito). Para a realizacdo dos céalculos com inclusdo de solvente implicito foi utilizado o
Modelo do Continuo Polarizavel™®” (PCM), método bastante utilizado para avaliacdo do efeito
do solvente em calculos quéanticos. Esse tipo de modelo trata-se de uma simplificacdo do
sistema, onde o solvente é representado como um continuo polarizavel interagindo
eletrostaticamente com o soluto, tendo seu enfoque voltado para o célculo da contribuicao
eletrostatica da energia livre de solvatacdo. Nesse modelo o solvente é tratado como um
continuo dielétrico, isotrépico e homogéneo caracterizado pela constante dielétrica ¢.** Para
0 estudo dos possiveis sitios de coordenacdo da amilopectina foram realizados calculos de
cargas parciais empregando o funcional B3LYP e conjunto de base 6-31G(d,p) utilizando o
método ChelpG** (Charges from Electrostatic Potentials using a Grid).

As frequéncias vibracionais tedricas do pentassacarideo foram obtidos através de
calculos empregando nivel de teoria DFT com funcional B3LYP e conjunto de base 6-
31G(d,p) com fator de escalonamento 0,9608'*°. O fator de escalonamento é um ajuste

realizado devido a um erro sistematico na determinacdo de espectros vibracionais tedricos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PARTE EXPERIMENTAL

5.1.1 Planejamento Fatorial

A Tabela IV relune os resultados experimentais (obtidos através de titulacéo
complexomeétrica) do planejamento fatorial realizado com os 12 sais na complexagdo com a

solucdo ApT.

Tabela IV. Rendimento das complexacdes (%) dos 12 sais com a solugdo ApT

PbCl, Pb(NO3), FeCl,  Fe(NOy); Cu(NO;),  CuCl,

1  353+11 552+1,7 166+05 259+13 184+16 753206
2 204+13 6,62+19 126+10 189+27 126+16 117+14
3 4,64+0,3 10,8+ 0,6 115+13 350+20 388+08 103%1,1
4 427+07 126+14 195+0,9 312+20 10,0+2,0 9,35%0,9
5 12,0+0,3 7.11+0,6 981+11 275+13 249+14 734+08
6 10,8+1,6 9,43+0,9 135+16 167+10 264+08 11,1+0,3
7 204%23 155+ 0,5 281+09 385+17 400+05 16,1+0,7
8 626%06 9,32+0,3 135+0,7 151+17 895+06 10,8+0,3
9  674%04 8,23+1,8 154+02 149+02 128+10 814%08
Cu(CH,COO), Cry(CH,COO),(OH), Cr(NOz);  NiCl, Ni(CH,COO), CoCl,

1 14110 23422 296+23 197+12 22921 111+12
2 10,1+0,7 27.8+0,2 157+20 13004 176+12 635212
3 141+10 29.8+0,3 469+15 301+27 216+17 175+12
4 123+10 245+0,7 200+17 190+13 119408 117+04
5  9,09+0,9 455 +0,2 353+41 202+02 20,7+08 970+1,0
6 6,61+0,2 478+0,3 46,7+05 151+04 129+14 161+04
7 17,0£0,2 55,4 +0,7 540+31 322+06 31,1+08 21,6+02
8 9,22+05 48,7 +0,2 225+32 106+17 141+08 143+02
9 104+15 35,7+0,1 445+08 138+09 188+0,7 145+06
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Observando os resultados das complexacdes, é visivel que o experimento 7 atende a
condi¢cdo de maximizagdo do rendimento reacional desejado em todos os casos, variando
apenas a magnitude dessa maximizacdo. De acordo com a Tabela Il, o experimento 7 foi
realizado a 25 °C, por 5 horas e com 10 mg de sal. Os efeitos das variaveis temperatura,
tempo e concentragdo podem ser discutidos através da Tabela V, que mostra o efeito das
variaveis no percentual de complexacdo de cada sal com a solucdo ApT. Os valores
destacados em vermelho sdo os efeitos considerados ndo significativos no percentual de
rendimento das complexacgdes (nivel de confianca de 95%). A média das complexacGes que é

mostrada na tabela V inclui o resultado do ponto central.

Tabela V. Efeitos das variaveis no rendimento de complexacéo de cada sal*

PbClz Pb(NO3)2 FeC|3 FE(NO3)3 CU(NO3)2 CUC|2
Meédia das
7,65 9,23 15,6 23,0 19,9 9,88
complexacdes
1 -4,32 -0,24 -1,72 -11,2 -16,0 0,43
Efeitos
o 2 1,80 4,88 5,02 7,74 3,87 2,23
principais
3 8,75 1,44 1,18 -3,30 5,12 1,63
Interacéo 12 -2,94 -1,95 -1,60 -2,36 -13,9 -3,54
de 22 13 -3,39 -1,67 -3,71 -5,86 1,26 -1,21
ordem 23 0,13 -0,75 4,11 -3,03 -5,01 2,05
Interacéo
de 3?2 123 -3,50 -2,28 -7,55 -3,98 -2,43 -0,98
ordem
CU(CH3C00)2 Crg(CchOO)7(OH)2 Cr(N03)3 N|C|2 N|(CH3COO)2 COC|2
Meédia das
B 11,2 37,3 36,8 18,3 19,0 13,8
complexacBes
1 -4,03 -1,35 -15,2 -11,1 -9,93 -2,83
Efeitos
o 2 3,16 3,49 4,03 5,99 1,13 5,47
principais
3 -2,18 23,0 11,6 -0,95 1,21 3,79
Interacdes 12 -0,79 -4,67 -14,0 -5,22 -3,40 -3,67
de 22 13 -1,10 -0,85 5,17 -2,23 -2,46 2,40
ordem 23 2,09 1,92 -6,77 -2,26 4,62 -0,40
Interacao
de 3?2 123 -1,86 0,19 -7,44 -3,00 -1,24 -3,20
ordem

* A analise de variancia para cada sal é apresentada no Anexo 3.
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Os efeitos 1, 2 e 3 correspondem respectivamente as variaveis temperatura, tempo e
massa do sal avaliadas univariadamente. Os efeitos de interacdo entre variaveis sdo chamados
de 12, 13, 23 e 123. No geral, os efeitos 2, 3 e a interacdo 23 sdo aqueles que representam um
aumento no percentual de complexacdo por terem valores positivos, e os efeitos que
envolvem a variavel 1 (temperatura) representam uma reducéo no percentual de complexacéo
por possuirem valores negativos.

Muitos dos efeitos foram considerados ndo significativos para determinados sais, ou
seja, ndo apresentam influéncia no sistema e podem ser fixados em qualquer valor entre 0s
niveis estudados. Algumas consideragdes para tais observagdes serdo abordadas nos proximos
parégrafos.

A reacdo de complexacdo envolvendo biopolimeros é bastante limitada pelo fator
tempo, isso porque a concentracdo, o tamanho do ion metélico, assim como o alto peso
molecular da amilopectina influenciam no alcance do equilibrio quimico na complexacao,
onde para alguns casos é necessario um maior tempo reacional para a formagdo do complexo.
O que observamos para as reagdes envolvendo o fon Cu?* é que independente do nivel
utilizado da variavel 2 o efeito causado na resposta é insignificante, devido a labilidade deste
fon. Entretanto, para a complexagdo do fon Cu?* contendo o contra-fon nitrato o efeito torna-
se significativo, sugerindo uma influéncia do anion na complexagéo.

De acordo com o Principio de Le Chatelier, qualquer fator externo que provoque 0
sistema de forma que o mesmo desvie-se do estado de equilibrio, a reacdo se deslocara no
sentido de minimizar esse efeito até que atinja um novo estado de equilibrio com novos
valores de concentracfes dos reagentes e produtos, mas de forma que o valor da constante de
equilibrio permaneca o mesmo. Com o aumento da concentracdo de reagentes na reacdo de
complexacdo o equilibrio quimico é deslocado no sentido dos produtos, resultando em
rendimentos maiores de reacdo (considerando as respostas nas quais a varidavel 3 foi
significativa).

Em todos os casos quando a varidvel temperatura esta presente de forma univariada
e/ou multivariada dependendo da significancia do efeito, o efeito torna-se negativo, ou seja,
ocorre diminuicdo do percentual de rendimento reacional, mostrando que a varidvel
temperatura deve ser mantida no nivel menor (temperatura ambiente). E bem sabido que a
temperatura influencia na taxa de solubilidade do sal e que normalmente com o aumento da

temperatura ocorre aumento na velocidade das reacdes,***

mas para 0s complexos de
amilopectina formados, dissolvidos em DMSO e H,O, observa-se o contrario. Isto reforga que
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a temperatura € um indicativo da capacidade da amilopectina absorver agua a temperatura
acima da ambiente e formar um gel ou liquido viscoso como resultado da pré-gelatinizacao'*
da amilopectina, devido as suas cadeias ramificadas e ao seu alto peso molecular. O aumento
da temperatura faz com que ocorra 0 empacotamento das cadeias poliméricas em razdo do
rompimento das ligagOes de hidrogénio, favorecendo a capacidade de hidratacdo das cadeias,
refletindo no grau de pré-gelatinizacéo da solucdo ApT a temperaturas elevadas.'*?

Também pode ser observado na Tabela IV que o rendimento das reacbes difere
radicalmente dependendo do metal envolvido. A interpretacdo dessas diferencas pode ser
realizada com sucesso com base no principio HSAB (hard and soft acid and bases).'** Sabe-
se que ligantes que possuem 0 oxigénio como &tomo doador sdo espécies duras de Pearson,
devido ao oxigénio possuir pequeno raio atdmico, alta carga efetiva nuclear e baixa
polarizabilidade. Embora possam existir excecdes, a regra geral dita que acidos duros se ligam
a bases duras. Dentre os metais escolhidos para o estudo de complexacéo, os cations Cr®* e
Fe** (4cidos de Lewis) também sdo espécies duras de Pearson, justificando o rendimento
reacional maior, assim como a significancia dos efeitos quando estes metais estdo envolvidos,

1,59 as

independente do contra-ion. Embora ndo tenhamos calculado, de acordo com a literatura
constantes de estabilidade de complexos no qual a interacdo entre ions metalicos e ligantes de
mesmo carater sdo maiores devido a formacdo de ligacdes mais fortes. Em estudo tedrico
realizado por Afaneh e colaboradores'*® ha uma sélida discusséo sobre a preferéncia do fon
Hg?* na interacdo com espécies do mesmo caréter (mole-mole). O fon Pb?** ¢ considerado um
acido mole, e por isso apresenta rendimentos baixos na complexacdo. Os efeitos sdo
considerados insignificantes quando o anion nitrato atua como contra-ion, porém tornam-se
significantes quando o contra-ion é o anion cloreto, indicando mais uma vez a influéncia dos
contra-fons na complexacdo. O estudo desenvolvido por Nikoli¢ e colaboradores® sobre
complexos metélicos de dextrano exemplifica a influéncia dos contra-ions na complexacéo.
Pode-se concluir entdo que 0 experimento 7 mostrou-se mais adequado na obtencéo de
rendimento maximizado na complexacdo de grande parte dos sais com a solugdo ApT
(considerando os niveis e as varidveis utilizados no planejamento fatorial), visto que as
variaveis 2 e 3 estdo no nivel maior e a variavel 1 no nivel menor. A partir dessa concluséo,
todas as amostras utilizadas para as analises posteriores foram preparadas nas condi¢des do

experimento 7.
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5.1.2 Avaliagéo do pH

A realizacdo desse experimento teve como objetivo avaliar as diferencas observadas
no pH devido a formacao dos complexos. Para isso realizaram-se medidas de pH das solugdes
salinas (brancos) e dos complexos. A Tabela VII mostra as medidas de pH realizadas em

temperatura ambiente.

Tabela VI. Medidas de pH das solugdes salinas e dos complexos formados

pH das solucdes pH dos Percentual de

Contra-ion
salinas complexos reducéo (%)

Sais de Fe**

Cloreto 5,73+0,03 4,92 £ 0,05 14,2

Nitrato 5,15+ 0,05 4,52 + 0,06 12,1
Sais de Cu?

Nitrato 6,22 £ 0,02 4,96 £ 0,12 20,3

Cloreto 6,06 £ 0,05 4,97 £ 0,07 18,0

Acetato 9,20 £ 0,01 8,59 £ 0,03 6,7
Sais de Cr**

Acetato 9,25+ 0,02 8,08 £ 0,02 12,7

Nitrato 5,77 £ 0,02 4,79 £ 0,09 17,0
Sais de Ni®*

Cloreto 8,60 £ 0,01 5,92 £ 0,02 31,2

Acetato 10,01 £ 0,04 9,74 £ 0,03 2,7
Sais de Co”*

Cloreto 7,21 +£0,02 5,46 £ 0,08 24,3
Sais de Pb?*

Nitrato 6,31+ 0,02 5,60 + 0,02 11,3

Cloreto 6,48 + 0,03 5,78 +0,12 10,7
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Como observado na tabela acima, hd um reducdo de pH na solu¢do em todos os
complexos formados. Essa reducdo pode ser atribuida a reacdo de complexacdo, devido a
troca de alguns ions H* das hidroxilas da molécula de amilopectina pelos céations metalicos,
liberando fons H* e acidificando o meio.**°

Sabe-se que a formagdo do complexo depende do pH da solugdo devido ao equilibrio
quimico entre a amilopectina e o metal, bem como a participagéo do sitio ligante basico -OH
e moléculas de agua presentes na esfera de coordenacdo do metal. Além destes fatores,
acredita-se que os contra-ions atuam também na reducdo do pH. Observa-se que para 0s sais
de cloreto e nitrato a reducdo do pH é mais evidente, comparada com os sais de acetato. O
anion acetato atua como tampao, contribuindo pouco na redugéo do pH.

5.1.3 Avaliacao da condutividade molar

A condutividade de uma solucdo depende da concentracdo do soluto e do grau de
ionizagdo, que por sua vez depende da natureza do soluto. A formacdo dos complexos dos
sais metélicos com a solucdo ApT é evidenciada pela reducdo nas medidas de condutividade
(Tabela V1), como observado em outros estudos.>*®1°3# Ciesielski e Tomasik® em seus
estudos de complexacdo de ions metéalicos com amilopectina padrdo de batata e de milho

observaram um decréscimo de cerca de 7% nos valores de condutividade.
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Tabela VII. Condutividades das soluges salinas e dos complexos formados

Condutividade molar

Condutividade molar

Contra-ion (Am) das solugdes (Am) dos complexos Media de
) ) La ) b reducéo (%)
salinas (S.cm“.mol™) (S.cm”.mol™)
Sais de Fe**
Cloreto 44,84 + 0,25 38,62 £ 0,43 13,9
Nitrato 88,38 £ 0,27 79,22 £0,17 10,4
Sais de Cu?*
Nitrato 55,63 = 0,09 50,65+ 0,12 8,9
Cloreto 22,06 + 0,05 18,78 £ 0,46 14,9
Acetato 2,84 £ 0,03 0,62 £0,01 78,0
Sais de Cr**
Acetato 20,22 £0,13 7,47 +£0,19 63,1
Nitrato 81,32+0,11 71,77 £0,33 11,7
Sais de Ni**
Cloreto 43,60 + 0,19 39,08 +£0,11 10,4
Acetato 5,52 £ 0,03 3,92+£0,01 28,9
Sais de Co®*
Cloreto 49,62 + 0,05 40,10 £ 0,05 19,2
Sais de Pb?*
Nitrato 63,39 £ 0,04 52,89 +£ 0,89 16,6
Cloreto 19,06 £ 0,59 15,49 £ 0,06 18,7

& Condutividade da mistura de solventes (DMSO 90%/H,0 10%) é de 2,763 uS/cm.
b Condutividade da solucdo ApT € de 7,193 uS/cm.

A condutividade molar de uma solugdo varia com a concentracdo do eletr6lito. Como
a concentracdo dos sais nao foi alterada, essa reducdo de condutividade pode ser explicada
devido a reducéo de ions livres em solucéo causada pela complexacdo. Além da coordenacéo,
também deve ser considerado a natureza do eletrdlito.

Os eletrodlitos fortes séo substancias totalmente ionizadas em solugdo e, em virtude
disso, a concentracdo dos ions em solucéo é proporcional a concentracdo do eletrélito forte.
Os eletrolitos fracos sdo parcialmente ionizados em solugéo, e a condutividade dependera do

grau de ionizacdo (o). Como observado na Tabela VI os valores da condutividade das
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solucBes salinas contendo o contra-ion acetato sdo em geral menores quando comparadas aos
demais contra-ions (considerando comparacGes realizadas com o mesmo metal). Tanto nas
solucdes salinas quanto na formacao dos complexos acredita-se que o anion acetato forma um
acido fraco, com baixo grau de ionizacgdo, justificando os menores valores de condutividade
encontrados.

Observando os resultados encontrados no item 5.1.2 no qual atribui-se a reducdo das
medidas de pH ao aumento da concentracdo de ions H* no meio devido a complexacéo,
teoricamente esperavamos que houvesse uma tendéncia contraria nas medidas de
condutividade, visto que o fon H* possui maior condutividade que os demais fons metalicos.
Os resultados de condutividade obtidos permitem concluir que ndo é possivel correlacionar os
mesmos com os resultados de medidas de pH, porque outros fatores também influenciam em
ambas as medidas. Dentre esses fatores, pode-se citar a utilizacdo majoritaria de um solvente
ndo aquoso nas reacbes de complexacdo. Apesar do solvente majoritario (DMSO) ter
caracteristicas comparaveis com a agua (como elevada constante dielétrica e polaridade), a

quimica de solventes ndo aquosos € complexa, influenciando nos resultados observados.

5.1.4 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada com o objetivo de analisar
as possiveis modificagdes quimicas ocorridas na amilopectina no processo de complexacao
com os ions metélicos. Primeiramente foi realizado um levantamento bibliografico das bandas

caracteristicas de alguns carboidratos, apresentado na Tabela VIII.
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Tabela VII1. Bandas caracteristicas de absor¢do na regido do infravermelho para carboidratos

Frequéncia (cm™) Atribuicéo
3440 147-149 Vor
3000/2932 14 VcH
2928 17 VcH
1648 1/ OoH
1432 1 Som, dch
1377 %7 doH, OcH
1008 14 Ve.of Ve.on
924 148 dc.oc lig. o (1,4)

Relacionando os dados da tabela acima com o espectro da solu¢do ApT representado
na Figura 10, foi possivel correlacionar os dados publicados com os encontrados neste estudo.
Algumas diferencas na frequéncia de absorcdo foram observadas, visto que os dados

encontrados na tabela ndo sdo da amilopectina.
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Figura 10. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho da solucdo ApT

Em relacdo aos complexos formados, a Figura 11 apresenta a sobreposi¢do dos
espectros obtidos da solucdo ApT e seus complexos. A dificuldade de observar as diferencas
antes e apds a complexagdo é clara, e por isso foi utilizada a ferramenta estatistica de
separacdao por similaridade i-PCA.

A principal utilidade do i-PCA estd em reduzir a dimensdo do conjunto de dados,
retendo a maior quantidade de informacdo possivel em um nimero pequeno de componentes

19 Assim, a primeira componente principal ¢ uma combinagéo das variaveis

principais (PC's)
que conseguem explicar a maior proporcao da variancia total dos dados. A segunda PC define
a maior variacdo que a primeira PC ndo pode explicar e assim em diante. A anélise
multivariada foi utilizada para visualizar as mudancas ocorridas no espectro vibracional antes

e apos a complexacéo.
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Figura 11. Espectro completo da solu¢do ApT pura e complexada com os diversos sais

A Figura 12 apresenta o i-PCA quando i=1; esse modelo n&o foi considerado
adequado, visto que ndo ha como distinguir em quais bandas do intervalo espectral a distingdo

entre a solucdo ApT pura e 0s complexos é vista, mesmo que a separacao seja nitida.
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Figura 12. PC1 x PC2 do polimero e seus complexos em todo intervalo espectral (3995,99 —

13).

399,84 cm™)

Visto isso, 0 modelo de i-PCA foi dividido em 16 intervalos (i= 16), mostrando-se

mais adequado para o melhor detalhamento das diferengas observadas nos espectros (Figura
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Figura 13. Nimero de PC’s x numero de intervalos (i=16)

De acordo com a Figura 13, constatamos que os intervalos de 1-2 e 6 — 9 necessitam
de um numero elevado de PC’s para expressar a variancia explicada, devido ao excesso de
ruido e de pouca representatividade do intervalo completo.

De acordo com a literatura ****' e como observado na Figura 14, h4 uma distincéo
entre a solucdo ApT e os complexos na regido do intervalo 3, as quais podem ser atribuidas as
vibragbes de estiramento assimétrico dos grupos hidroxilas da amilopectina e do
deslocamento dessa banda causado pelos grupos hidroxilas complexados ao metal.
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Figura 14. PC1 x PC2 da solucdo ApT e seus complexos no intervalo 3 de 3546,99-3323,42

cm?

Observa-se outra clara separacdo no intervalo 14, regido onde caracteriza-se 0 pico

referente ao estiramento C-O da amilopectina,*****? indicando a desprotonacéo do grupo
hidroxila (Figura 15).
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Figura 15. PC1xPC2 da solugdo ApT e seus complexos no intervalo 14 de 1071,98-848,41

cm?

Nos intervalos 15 e 16 (Figura 16), regides que compreendem os intervalos de 847 a
400 cm™, nota-se outra distincdo, devido ao surgimento da ligagdo M-O. >*>
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Figura 16. PC1 x PC2 da solucdo ApT e seus complexos nos intervalos 15 de 846,98-623,41
cm™ (a) e 16 de 621,98-399,84 cm™ (b)

Na Figura 17 sdo apresentadas as diferencas evidenciadas pelo i-PCA através dos

espectros da solucdo ApT e do complexo de nitrato de cromo.
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Figura 17. Representacdo das mudangas ocorridas no espectro de absorcdo do infravermelho
da solucdo ApT devido & sua complexacéo com Cr*,

No espectro da solucdo ApT, na regido de absorcdo do grupo —OH, um ombro é
observado (~3300 cm™), relativo as ligacBes de hidrogénio intramoleculares.®***> No
complexo de Cr** essa banda é menor, devido & coordenacdo do oxigénio.>™*® Na regido
~1000 cm™ observa-se uma diminuicdo da intensidade e o deslocamento da banda de
absorcdo devido as vibracbes da ligagdo C-O, o que indica a coordenagdo dos grupos
hidroxilas desprotonados.*”**?

Em relacdo a zona de "impressdo digital” da solucdo ApT pura e complexada a
visualizagdo das diferengas € dificultada pela complexidade da regido, e a exata localizacdo

37 afirmam que o surgimento da ligagdo M-O

desta banda pode variar. Silva e colaboradores
ocorre na regido de 600 cm™; Kandasamy e colaboradores® sugerem que a ligagdo M-O surge

como fracas bandas entre 470 - 425 cm™.
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5.1.5 Espectroscopia de absorc¢éo na regidao do UV-Vis

Como observado na Tabela IX, a coordenacdo de ions metalicos a amilopectina causa
um deslocamento no comprimento de onda de absorcdo devido a diferenca da espécie ligada

ao metal. Para®®!™®

verificou em seus estudos de complexacdo resultados similares aos
encontrados neste trabalho, onde uma reducdo de 0,2 - 3 nm no comprimento de onda das
solucdes salinas para os complexos foram observadas.

Acredita-se que antes da complexacdo com a solugdo ApT os ions metalicos estavam
coordenados ao solvente majoritario (DMSO). Mesmo com a presenca de agua na solucao o
poder doador do DMSO é muito maior que o da agua, justificando a hipdtese de que a
coordenacao dos ions metalicos antes da complexacdo com a solu¢do ApT aconteca com 0
DMSO. O poder doador de uma base de Lewis € dado pelo numero doador, uma medida da
polaridade do solvente.'® O niimero doador do DMSO é 29,8 kcal.mol™ enquanto o da 4gua é
de 18 kcal.mol™. Esses complexos formados entre o metal e o solvente absorvem em
comprimentos de onda caracteristicos e, quando ha a mudanca do ligante, essa absorcédo

ocorre em comprimento de onda diferente.
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Tabela IX. Anélise UV-Vis: comprimento de onda (nm) e absortividade molar (cm™.mol™.L)

maxima das solucdes salinas puras e dos complexos®

Contra-ion Solucbes salinas Complexos
Amax €max Amax €max
Sais de Fe**
Cloreto 331,2 311,33 330,7 188,67
Nitrato 310,6 415,50 309,9 470,00
Sais de Cu®
Nitrato 860,0 29,39 855,1 32,12
Cloreto 884,9 68,30 884,8 63,19
Acetato 729,1 91,50 717.,8 83,50
Sais de Cr**

Acetato (pico 1) 4447 123,85 4429 120,00
Acetato (pico 2) 588,8 122,31 588,8 111,54

Nitrato (pico 1) 440,0 19,50 436,5 21,00

Nitrato (pico 2) 619,3 18,00 619,3 17,00
Sais de Ni**

Cloreto (pico 1) 4149 9,41 413,8 12,65

Cloreto (pico 2) 774,7 3,82 770,8 3,88

Acetato (pico 1) 404,7 12,19 403,2 18,12

Acetato (pico 2) 739,8 5,00 739,8 5,00
Sais de Co®*

Cloreto (pico 1) 534,6 15,75 534,1 13,03

Cloreto (pico 2) 669,9 6,97 669,8 3,94

a ~ ™ - . ~ ~
Por n&o absorver na regio visivel os complexos contendo o fon Pb?* ndo esto na tabela.

Pode-se verificar também que para alguns metais observa-se mais de um pico de

2% metais com

absorcéo, devido a configuracdo dos orbitais d. De acordo com a literatura
configuracdo d*, d*, d°, d® e d° apresentam apenas uma banda de absorcéo, como verificado
para os complexos de Fe** (d°) e Cu* (d°); aqueles com configuracdo d?, d° d’ e d®
apresentam trés bandas de absorcéo, sendo a terceira de dificil deteccdo, confirmado para 0s

complexos de Ni** (d®), Co** (d") e Cr** (d*). A Figura 18 representada abaixo mostra a
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sobreposicdo dos espectros eletronicos contendo o fon Cr** (CH3;COO). Os espectros

eletrénicos dos demais ions metalicos encontram-se no Anexo 4.
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Figura 18. Sobreposic&o dos espectros eletrdnicos envolvendo o fon Cré* (d®).

O numero de bandas encontradas no espectro eletrdnico estd relacionado a duas
importantes regras de selecdo. A primeira delas é a regra de selecdo de spin, que diz que s6
sdo permitidas transi¢cGes que ndo alteram o numero de elétrons desemparelhados, em outras
palavras, o nimero quantico do spin total S no decorrer da transicdo (AS= 0).1**° A segunda é
a regra de Laporte, que diz que as transicdes eletrénicas de uma molécula ou ion em um
ambiente centrossimétrico s6 serdo permitidas quando acompanhadas de uma mudanca na
paridade (g (gerade) para u (ungerade) e vice-versa) no decorrer da transicao.?

Para os complexos de Cr®*, objeto de estudo mais aprofundado deste trabalho devido
ao maior rendimento reacional, algumas consideracOes podem ser realizadas a respeito do
espectro eletronico. Com poucas excecdes, complexos de Cr** sdo hexacoordenados e
octaédricos e todos possuem trés elétrons desemparelhados independente da forca do campo
ligante. ™!

Na estrutura octaédrica os elétrons no estado excitado podem-se emparelhar de

diferentes maneiras. Os termos espectroscopicos A, E e T sdo utilizados para designar as
51



diferentes maneiras de emparelhamento, sendo o termo A utilizado quando ha apenas uma
maneira de distribuir os elétrons nos orbitais d, o termo E utilizado quando ha duas maneiras
diferentes de distribuicdo e o termo T quando existem trés maneiras diferentes de distribuir os
elétrons nos orbitais d.>*°

E importante ressaltar que a soma das degenerescéncias dos componentes individuais
em um campo octaédrico é igual ao termo original, ou seja, a degenerescéncia global é
conservada.> Para os complexos de cromo (111) o desdobramento dos orbitais d e 0 niimero de

transices eletronicas é exemplificado na Figura 18.

€z —— . 4 4T
t —t ; AT 4T 3 transi¢des permitidas
3 —.1— 'JI T ]|
4 \ -'1-'['
A STAT 4T
Estado 1° 2°
fundamental estados excitados

Figura 19. Representacéo das transicoes eletrdnicas permitidas para os complexos de Cr*.

O namero sobrescrito nos termos espectroscopicos € a multiplicidade de spin, dada por
2S + 1; para o fon Cr** o valor de S é igual a 3/2.

Com relacdo as atribuicdes das bandas no espectro eletrdnico, em um complexo
octaédrico todos os orbitais d tém paridade g, de modo que as transi¢des d-d sdo proibidas por
Laporte. Na préatica, porém, as transicdes nesses complexos ndo serdo totalmente proibidas
(vibragBes assimétricas atenuam essa restricao); por isso sdo observadas absorcfes fracas com
valores de € da ordem de 20 - 100 mol™.L.cm™, observadas para o complexo de Cr** estudado
(Figura 18).
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5.1.6 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A coordenacédo da amilopectina com o metal (neste caso, somente o cromo devido ao
maior rendimento reacional) foi expressa por uma diferenca na decomposic¢do térmica da
solugdo ApT pura e complexada (Figuras 20 e 21).
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Figura 20. TG/DTG da solucao ApT pura.
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Figura 21. TG/DTG do complexo amilopectina-Cr®".

De acordo com os graficos apresentados nas Figuras 20 e 21 pode-se afirmar que a
perda de massa ocorreu em um Unico evento térmico. A formacdo do complexo agregou
estabilidade térmica a amilopectina, caracterizado pelo pico DTG em maior temperatura

guando comparado a amilopectina pura.

5.2 PARTE COMPUTACIONAL

O estudo conformacional da amilopectina, representado por um pentassacarideo com
ligagdes a(1—4) e a(1—06), foi iniciado com a analise do monomero a-D-glicose, passando
ao estudo dos dissacarideos maltose e isomaltose e finalmente a analise do pentassacarideo.

O estudo do mondmero envolveu analises conformacionais avaliando o angulo ®

(rotdmeros gg, gt e tg) e o sentido das ligacdes de hidrogénio (c e cc). Para isso, foram
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realizados calculos DFT utilizando o funcional B3LYP e conjuntos de base 6-31G(d), 6-
31G(d,p) e 6311++G(d,p). Para cada conjunto de base, 6 conférmeros foram estudados. As

energias encontradas estdo resumidas na Tabela X.

Tabela X. Energias relativas das 18 conformacdes estudadas da a-D-glicose
AE (kcal/mol)

c-gg c-gt c-tg cc-gg cc-gt cc-tg
6-31G(d) 145 306 077 055 074 0,00

6-31G(dp) 130 290 074 043 065 000

6-3114+G(d,p) 090 235 110  -007° -0006 0,00

A energia em Hartree da conformacgdo mais estavel (cc-gg) é de -687,405373928.

Como observado, utilizando conjuntos de base de tamanho menor o rotdmero tg é

favorecido, contradizendo os estudos experimentais®**

que relatam que esse rotdmero possuli
a menor populacdo relativa em relacdo aos outros dois rotameros. A adicéo de funcgdes difusas
nos calculos modifica essa tendéncia, mostrando que 0s rotdmeros gg e gt séo
energeticamente favorecidos pela presenca da ligagdo de hidrogénio entre o hidrogénio do
grupo hidroximetil e o oxigénio do anel piranosidico (H6:--O5), porém isso s6 pode ser
observado com o aumento significante do conjunto de base. Além disso, podemos observar
uma estabilidade adicional da configuracéo cc independente do conjunto de base utilizado em
todos os conférmeros estudados, também atribuida a uma ligacdo de hidrogénio formada entre
0 hidrogénio da hidroxila ligada ao carbono anomérico e o oxigénio do anel piranosidico

(H1--05). A Figura 22 apresenta essas observacoes.
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Figura 22. Conformacéo cc-gg, mais estavel devido as ligagdes de hidrogénio entre os
atomos H6---O5 e H1---O5.

O grafico da Figura 23 demonstra essas mudancas observadas através da representacao
gréafica da mudanca na energia em funcdo do aumento do conjunto de base. Neste grafico
foram colocadas apenas as conformacdes energeticamente favoraveis, isto é, aquelas em que a
rotacdo das hidroxilas encontra-se no sentido anti-horério (cc). Além disso, para ver se essa
preferéncia da conformacdo cc-gg continua com o aumento do conjunto de base, mais um

calculo foi realizado para as conformac@es cc com o conjunto de base 6-311++G(2d,2p).
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Figura 23. Gréfico da variacdo da energia relativa em fungdo do aumento do conjunto de base.

Miura e colaboradores® realizaram estudo semelhante a este utilizando o funcional
B3PW91, no qual utilizaram 12 conjuntos de base na avaliacdo dos conférmeros da a e 3-D-
glicose. Os resultados foram andlogos aos encontrados neste trabalho, sugerindo que a
inclusdo de funcbes de polarizacdo e funcdes difusas sdo necessarias para 0 estudo
conformacional de carboidratos.

Considerando a conformacdo mais estdvel do monémero, iniciou-se 0 processo de

5194 na maltose ha uma

estudo conformacional dos dissacarideos. De acordo com a literatura,
forte ligacdo de hidrogénio entre O2---H3' ou H2:--O3', sendo 0s atomos participantes dessa
ligacdo de hidrogénio dependentes do sentido horario ou anti-horario das hidroxilas (c e cc).
Nosso estudo foi realizado nas conformacfes em que essa ligagdo pudesse ser observada, ou
seja, nas conformacdes cc-cc', c-c' e cc-c' (Figura 24 — a,b,c). Respeitando o estudo feito da a-
D-glicose neste trabalho, a rotacdo da ligagdo C5-C6 dos mondmeros constituintes dos
dissacarideos foi fixada na posi¢do do rotdmero gg. Além disso, os célculos foram realizados
com conjunto de base contendo fungdes de polarizacdo e difusas, visto que somente nessa

base a conformacdo gg foi considerada mais estavel. A inclusdo da funcdo de polarizacéo p
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aos dtomos leves auxilia na estabilizagdo energética ao melhorar a descrig¢do das interacfes de
ligacdo. As fungdes difusas ajudam a descrever as regides externas das moléculas, possuindo
um importante papel na descri¢do das interacdes de longa distancia. A Tabela XI apresenta 0s
comprimentos da ligacdo de hidrogénio formada para cada conférmeros da maltose, os
valores dos angulos diedros e das energias encontradas utilizando o funcional B3LYP e
conjunto de base 6-311++G(d,p).

Figura 24. Evidéncia da ligagdo de hidrogénio formada entre as unidades glicosidicas na

maltose. Conformacéo cc-cc', lig. H entre os atomos H2:--O3' (a), conformacéo c-c', lig. H

entre os atomos O2---H3' (b) e conformagéo cc-c', lig. H entre os atomos H2:-O3' (c).
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Tabela XI. Energias relativas, angulos diedros e comprimento das ligacdes de hidrogénio da
maltose usando B3LYP/6-311++G(d,p)

AE () b Comprimento da
Conformacao )
(kcal/mol) (graus) (graus) lig. H (A)
cc-cc' 0,00 115 255 1,98
c-c' 0,25 108 213 1,85
cc-c' 2,53 114 255 2,05

# A energia em Hartree da conformacgdo mais estavel (cc-cc') é de -1298,35147414.

De acordo com a Tabela XI, observa-se que os valores do angulo ® pouco variam nas
diferentes conformacdes devido ao efeito exo-anomérico,'®” que define o dngulo ® e restringe
a rotacdo do angulo. Este efeito tem a mesma origem do efeito anomérico, porém influencia
na orientacdo da ligacdo O1-R, especificamente a preferéncia gauche desta ligacdo em relacdo
a ligacdo C-O endociclica.’®**® O angulo ¥, fortemente influenciado pela ligagdo de
hidrogénio formada, também variou pouco nas diferentes conformacGes. Momany e
Willett**® encontraram em seus estudos valores para os angulos diedros @ ¢ ¥ de 108° ¢
255°, respectivamente, utilizando o funcional B3LYP e conjunto de base 6-31G(d).

Em relacdo a isomaltose, 0 angulo Q existente € encontrado em trés conformagGes
preferenciais, GG (300°), GT (60°) e TG (180°). Em estudo utilizando célculo semi-empirico
no vacuo, Pérez e colaboradores*® encontraram populacdes relativas de 71%, 17% e 12%
para as conformagdes GG, GT e TG, respectivamente. Javaroni e colaboradores’ estudaram a
ligagdo a(1—06) através do angulo Q utilizando métodos ab initio e concluiram que no vacuo
e em solucdo aquosa a conformacdo GG é mais estavel. Considerando essas observacdes, 0
estudo dedicado a isomaltose neste trabalho envolveu somente a rotacdo das hidroxilas (c e
cc), logo foram realizados calculos envolvendo as conformacdes cc-cc', cc-c', c-c' e c-cc'. A

Tabela XII relne os resultados obtidos dessas conformacGes.
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Tabela XII. Energias relativas e valores dos angulos diedros da isomaltose usando B3LYP/6-
311++G(d,p)

AE () 4 Q
Conformacéo
(kcal/mol) (graus) (graus) (graus)
cc-cc' 2,00 99 274 306
c-c' 3,21 96 241 282
cc-c' 0,00 91 241 287
c-cc’ 4,02 135 258 293

# A energia em Hartree da conformacdo mais estavel (cc-c') é de -1298,34845138.

A estabilidade adicional da conformacdo cc-c' deve-se as ligacbes de hidrogénio
adicionais formadas, como demonstradas na Figura 25. Esses resultados sugerem a
importancia que as interacdes intra e intermoleculares possuem como efeito estabilizador do
sistema. Sabe-se que as ligacdes de hidrogénio possuem um papel importantissimo nos
mecanismos biol6gicos, sendo um componente fundamental na estrutura e funcdo de

biomoléculas, como nos polissacarideos, proteinas e 4cidos nucleicos.'®®

Figura 25. Conformacdo mais estavel encontrada da isomaltose (cc-c') e a representacdo das
ligacBes de hidrogénio formadas (H2-01= 2,23 A e 05--H4'= 2,04 A)
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A partir dos resultados pode-se observar que as configuragdes mais estaveis séo
aquelas denominadas cc-cc' para a maltose e cc-c' para a isomaltose, por possuirem as
menores energias.

A fim de verificar a variacéo energética e conformacional dos dissacarideos quando ha
mudanga do funcional utilizado no célculo, foram realizados célculos envolvendo os
funcionais CAM-B3LYP ¢ ®B97XD. O funcional CAM-B3LYP é um funcional hibrido com
correcdes para longas distancias, enquanto o funcional ®B97XD, também um funcional
hibrido, além de correcdes para longas distancias inclui dispersdo empirica. Esses calculos s6
foram realizados para os dissacarideos de melhor resposta anterior, ou seja, na conformagéo
cc-cc' para a maltose e na conformacgdo cc-c' para a isomaltose. A Tabela XIII relne os
valores de energia e angulos diedros dos dissacarideos, enquanto a Tabela XIV relne os

valores dos comprimentos das ligacdes de hidrogénio.

Tabela XIlIl. Energias e angulos diedros dos dissacarideos utilizando conjunto de base 6-
311++G(d,p)

] Energia () b 4 Q
Funcional
(Hartree) (graus) (graus) (graus)
B3LYP -1298,35147414 115 255
maltose

CAM-B3LYP -1297,85576405 117 256

cc-cc'
®B97XD -1297,97080539 122 259
B3LYP -1298,34845138 91 241 287

isomaltose

CAM-B3LYP -1297,85278549 91 244 283

ce-c'
®B97XD -1297,96949832 89 248 290
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Tabela X1V. Comprimento das ligagdes de hidrogénio formadas nos dissacarideos

Comprimento da ligacéo de hidrogénio (A)

Funcional
H2---03' H2---01 05---H4'
B3LYP 1,98 — —
maltose
CAM-B3LYP 1,95 — —
cc-cc'
oB97XD 1,94 — —
_ B3LYP — 2,23 2,04
isomaltose
CAM-B3LYP — 2,21 1,99
ce-c'
oB97XD — 2,23 1,97

De acordo com os resultados da Tabela XI1I observa-se que a utilizagéo de funcionais
com correcdes de longa distancia ndo favorece a estabilizacdo do sistema, provavelmente
devido a melhor descricdo de interacdes de repulsdo. O funcional ®B97XD possui corregdes
para longas distancias, o que inclui interac6es de repulsdo, justificando a hipdtese de aumento
da energia do sistema. No funcional CAM-B3LYP, sdo incluidas algumas corre¢Bes para
interacdes fracas, também justificando o pequeno aumento na energia do sistema. Esse
funcional também é chamado de funcional de longo alcance, modelado para trabalhos que
envolvam excitacao eletrdnica para orbitais de alta energia.

Em relacdo aos valores dos angulos diedros, independente do funcional utilizado, 0s
valores ndo foram muito diferentes entre si, sugerindo uma otimizacdo geométrica do sistema
satisfatoria, dentro dos parametros e limitacdes impostos.

Estabelecidas as condi¢cfes dos sistemas, foi iniciada a construcdo do pentasacarideo,
representacdo do ponto de ramificacdo da amilopectina. Similar a Figura 1, o pentasacarideo
é formado por uma maltotriose (trés unidades monomeéricas conectadas por liga¢des a(1—4)),
representando a porcdo linear do polissacarideo. O mondmero central da maltotriose é
conectado por mais uma ligacdo glicosidica a(1—6) para descrever a ramificagdo. Essa
ramificagdo é composta por uma maltose, no intuito de descrever a continuidade da cadeia
polimérica.

Os calculos foram realizados utilizando funcional B3LYP com conjuntos de base 6-
31G(d), 6-31G(d,p) e 6-311++G(d,p). Os resultados estdo resumidos na Tabela XV.
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Tabela XV. Energias relativas e angulos diedros da amilopectina utilizando funcional B3LYP

(vacuo)
Conjunto de AE (keal/mol) ® (graus) ¥ (graus) Q (graus)
base 1-4 156 154 156 14 16
6-31G(d) 668,44 115 79 250 159 — 299
6-31G(d,p) 580,04 117 79 251 158 — 300
6-311++G(d,p) 0,00? 115 79 250 156 — 299

A energia em Hartree do célculo utilizando o conjunto de base 6-311++G(d,p) é de -3131,19021526.

Os angulos ® e ¥ da ligagdo a(1—4) sdo médias observadas em todo sistema, visto
que cada uma dessas ligacdes glicosidicas possui uma variacdo nos angulos torsionais (+ 5°),
que dependem da posicao no sistema e o tipo de interacdo existente com os atomos vizinhos.
Como esperado, 0 aumento significativo do conjunto de base diminui a energia do sistema,
por motivos ja discutidos anteriormente. Para a amilopectina ndo foram feitas rotacGes do
angulo ® ou mudanga no sentido das hidroxilas, visto os numerosos graus de liberdade
existentes nesta molécula, além do custo computacional envolvido em céalculos quénticos com
elevado numero de 4tomos.

O angulo @ da ligagdo a(1—4) possui valores muito similares aqueles encontrados
para a maltose devido a manifestacdo do efeito exo-anomérico, mostrando mais uma vez a
importancia da descri¢do correta desses parametros na restricdo da rotacdo do angulo diedro.
Como esperado, a mesma similaridade é observada no angulo ¥ da liga¢do a(1—4), pois
neste angulo as ligacdes de hidrogénio formadas sdo melhor descritas. Assim, a ligacdo
a(1—4) da amilopectina tende a adotar a mesma conformacdo daquela encontrada na
estrutura da maltose. O ponto de ramificacdo da amilopectina adota uma orientacdo paralela a
parte linear (Figura 26) promovendo uma ligacdo de hidrogénio entre os monbémeros
participantes da ligacdo a(1—6), como encontrado em estudo experimental de Corzana e

colaboradores.®?
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Figura 26. Representacdo do ponto de ramificacdo da amilopectina, no qual a ramificacéo

posiciona-se paralelamente a porcao linear.

Buscando a realiza¢do de um dos objetivos do trabalho, foram realizados calculos da
amilopectina com a inclusdo de solvente implicito. Na auséncia do solvente de forma
explicita, o efeito do mesmo se da através de sua capacidade de descrever as propriedades
eletrostaticas do meio (constante dielétrica, ¢). Quando o efeito de solvente é realizado de
forma implicita, fica claro que interacdes entre o soluto e o solvente ndo sdo quantificadas,
como ligagOes de hidrogénio ou interagcdes de Van der Waals. Nesse tipo de estudo, entdo,
espera-se que conformacOes de elevado momento dipolar sejam estabilizadas em meios de
elevada constante dielétrica, assim como conformac6es de reduzido momento dipolar sejam
estabilizadas em meios de baixa constante dielétrica.

Os calculos com efeito de solvente para a amilopectina foram realizados com 0s
mesmos conjuntos de base nos quais foram realizados os calculos no vacuo da amilopectina,
para efeitos de comparacdo. A constante dielétrica da mistura de solventes foi realizada em
termos da fracdo percentual de cada solvente no sistema, onde a constante dielétrica do
DMSO utilizada foi de ¢=46,8 e a constante dielétrica da H,O foi de ¢=78,3, resultando em

uma constante dielétrica da mistura de ¢=49,9. A Tabela XVI apresenta a comparacdo dos
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resultados das energias e angulos diedros encontrados para a amilopectina com efeito de

solvente e no vacuo.

Tabela XVI. Energias relativas e angulos diedros da amilopectina utilizando funcional
B3LYP

Conjunto de AE (keallmol) ® (graus) ¥ (graus) Q (graus)
base 14 156 1—4 16 1-6
6-31G(d) 697,45 115 79 250 159 299
Véacuo 6-31G(d,p) 609,06 117 79 251 158 300
6-311++G(d,p) 29,02 115 79 250 156 299
6-31G(d) 668,58 112 82 249 159 298
e=49,9 6-31G(d,p) 581,09 113 82 249 158 298
6-311++G(d,p) 0,00? 113 81 249 160 299

A energia em Hartree do célculo utilizando o conjunto de base 6-311++G(d,p) é de -3131,23647121.

Devido ao grande numero de hidroxilas presentes na amilopectina e consequentemente
ao elevado momento dipolar da molécula o efeito do solvente causa uma estabilizacdo na
energia do sistema. Os valores dos angulos diedros ndo demonstraram mudancas
significativas quando comparados aos valores obtidos da molécula no vécuo.

Em relacdo aos possiveis sitios de coordenacdo da amilopectina, verifica-se na
literatura®® que os grupos —OH ligados ao C2 e C3 dos polissacarideos estdo envolvidos na
coordenacdo, atribuindo entdo uma certa seletividade entre os potenciais sitios de interacéo
dos carboidratos com ions metalicos. Essa seletividade pode ser atribuida aos efeitos estéricos
e conformacionais da molécula, assim como a reatividade das hidroxilas. De fato, os &tomos
de oxigénio ligados aos atomos de carbono C1, C4 e C6 da amilopectina estdo em sua maioria
participando das ligacOes glicosidicas, deixando evidente a atividade das hidroxilas ligadas
aos carbonos C2 e C3 na interacdo com outras espécies.

A fim de averiguar as informacdes reportadas na literatura, verificamos os valores das
cargas parciais dos atomos de oxigénio geradas no célculo de otimizacdo geomeétrica da

amilopectina utilizando o conjunto de base 6-31G(d,p) com efeito de solvente. Essas cargas
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parciais foram obtidas a partir do método ChelpG. A legenda de cada mondmero é

representada na Figura 27 e os valores das cargas estdo apresentados na Tabela XVII.

OH

HO
OH

HO™  Ho E

OH
HO HO

Figura 27. Legenda dos monémeros constituintes da amilopectina para estudo das cargas

parciais dos &tomos de oxigénio e nomenclatura usual de carboidratos
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Tabela XVII. Valores das cargas parciais para 0s atomos de oxigénio da amilopectina

Unidade monomérica

A B C D E
o1 -0,526 -0,529 -0,639 -0,529 -0,517
02 -0,697 -0,694 -0,659 -0,696 -0,665
03 -0,674 -0,664 -0,662 -0,675 -0,661
04 -0,672 -0,526 -0,529 -0,673 -0,529
05 -0,524 -0,510 -0,517 -0,524 -0,523
06 -0,653 -0,517 -0,650 -0,650 -0,651

Como observado na Tabela XVII os atomos de oxigénio O2 e O3 possuem maior
eletronegatividade quando comparados aos outros atomos de oxigénio, tornando-0s provaveis
ligantes preferenciais na coordenacdo com ions metalicos, como verificado na literatura. Em
relacdo ao oxigénio O1 (C) é vista uma diferenca no valor da carga parcial quando comparado
aos outros atomos de oxigénio semelhantes, visto que na unidade monomérica C o 4&tomo de
oxigénio O1 ndo faz uma ligacdo glicosidica como os demais oxigénios ligados ao C1. A
mesma tendéncia é observada para os atomos O4 (A,D) que ndo participam da ligacdo
glicosidica. Para o O6 (B) a diferenca é atribuida pela formacdo da ligacdo glicosidica
a(1—06).

Como relatado nos objetivos, frequéncias vibracionais tedricas da amilopectina foram
obtidas utilizando o funcional B3LYP, conjunto de base 6-31G(d,p) e solvente implicito . No
calculo tedrico, na regido de absorcdo do grupo —OH, duas bandas muito proximas sdo
verificadas. Como discutido nos resultados experimentais, um "ombro" é observado na banda
da hidroxila da amilopectina relativo as ligagdes de hidrogénio intramoleculares. A fim de
verificar essa observacdo mais claramente, foi realizada a deconvolugdo desta regido do
espectro vibracional experimental da amilopectina com o intuito de compara-lo com as
bandas encontradas teoricamente. A Figura 28 ilustra a deconvolucédo realizada na regido de
3700 — 3100 cm™.
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banda original do espectro
deconvolugdo vOH
deconvolugdo lig. H

-1
3440 cm

lig. H intramolecular

absorbancia

| | | | |
3700 3600 3500 3400 3300 3200 3100

v -1
nimero de onda (cm )

Figura 28. Deconvolugdo do espectro vibracional da amilopectina na regido de absorgéo do
grupo —OH.

Estimados os comprimentos de onda de absor¢do da hidroxila e das ligagdes de
hidrogénio formadas na amilopectina, pode-se comparar as frequéncias vibracionais obtidas

teoricamente e experimentalmente. A Tabela XV 11l apresenta os resultados obtidos.
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Tabela XVIII. Comparacédo das frequéncias vibracionais tedricas e experimentais

Atribuicéo Experimental Teorico
VoH 3440 3488
lig. H intramolecular 3289 3319
Vcy 3000 2974
VcH 2914 2922
Vc-o 1017 1019

Os resultados acima nédo incluem todas as frequéncias encontradas experimentalmente,
e sim aquelas em que a observacao tedrica foi verificada. A reproducdo teérica de frequéncias
experimentais € dificil devido a diversos fatores, como a ndo utilizacdo do solvente explicito
nos calculos, omitindo as interacdes polimero-solvente, além das proprias frequéncias
vibracionais do solvente e outros componentes contidos na amostra.

Os valores das frequéncias encontradas teoricamente podem ser considerados bastante
proximos daquelas encontradas experimentalmente devido a aproximacdo realizada na
construcdo de um polissacarideo a fim de representar um polimero ramificado. O que pode ser
destacado aqui € a descricdo das ligacdes de hidrogénio, da hidroxila e do estiramento da
ligagdo C-OH, muito importantes na identificagdo de um carboidrato. Ndo foram encontrados
na literatura recente estudos teodricos de carboidratos envolvendo a obtencdo de espectros
vibracionais, indicando a dificuldade desse tipo de aproximacdo e a quantidade de

informacdes e parametros que devem ser levados em consideracéo.
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6 CONCLUSOES

A reacdo de complexacédo entre a amilopectina e diversos ions metélicos foi realizada
na mistura de solvente DMSO/H,0 90/10% e estudada por diversas técnicas experimentais,
com o intuito de comprovar os complexos formados, quantificar o rendimento das reacdes,
identificar os fatores que influenciam o sistema e estudar as mudancas ocorridas no polimero
e ion metélico em anélises espectroscopicas. Além disso, foi estudada a conformacdo da
amilopectina teoricamente através da DFT, a fim de verificar as ligages de hidrogénio
descritas na literatura, avaliar os possiveis sitios de coordenacdo com metais e tentar produzir
um espectro tedrico vibracional préximo do obtido experimentalmente.

A quantificacdo do rendimento das reacfes de complexacdo foi realizada atraves de
titulacdo complexométrica, onde fatores como temperatura, tempo e massa de sal utilizados
nas reacdes foram alterados em dois niveis a fim de verificar como o sistema responderia a
essas mudangas. A utilizacdo do planejamento fatorial na avaliacdo dos fatores que
influenciaram o aumento/diminuicdo do rendimento das reacdes foi muito util, por que foi
observado que para alguns sistemas a alteracdo dos niveis das variaveis ndo influenciou o
rendimento das reacdes, enquanto que para outros sistemas os efeitos foram bastante
significativos. As justificativas para tais observacfes sdo baseadas principalmente no carater
dos metais como acidos de Lewis (duros ou moles), na influéncia do contra-ion e no tamanho
e carater do ligante (amilopectina). O efeito da temperatura foi considerado bastante
significativo, pois refletiu no grau de organizacdo das cadeias da amilopectina dificultando a
interacdo do polimero com o metal. Aqui, conclui-se que o fon Cr®" interagiu mais fortemente
com a amilopectina, enquanto o fon Pb®* mais fracamente, de acordo com os resultados de
rendimento reacional. Além disso, verificou-se também que as reaces devem ser conduzidas
a 25°C. Fatores como tempo e massa de sal devem ser controlados dependendo do metal a ser
complexado. Para uma conclusdo mais abrangente, outros fatores devem ser incluidos no
planejamento, ficando como proposta a utilizacdo de um catalisador e a padronizacdo das
concentragBes molares dos sais. E importante destacar como a utilizagdo do planejamento
fatorial € atil para redugdo de tempo, reagentes e residuos, além da qualidade dos resultados
gue sédo obtidos com esse tipo de ferramenta.

As anélises de pH e condutividade refletiram os dados encontrados na literatura, onde

uma reducgdo de ambas as medidas foram observadas quando ocorre a complexagdo. Foi
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observado que a reducdo do pH foi menos pronunciada quando o0s anions acetato assumem o
papel de contra-ion, devido ao efeito tampao.

Com o auxilio do i-PCA, foi possivel avaliar as mudancas ocorridas nas frequéncias
vibracionais da amilopectina, como as diferengas nas vibracdes de estiramento dos grupos
hidroxilas da amilopectina, o deslocamento da banda C-O indicando a desprotonagdo do
grupo hidroxila e o surgimento da ligagdo M-O. Atraveés da comparacdo dos espectros
vibracionais da amilopectina e do complexo de Cr®" observou-se a reducdo do “ombro"
observado na regido de aparecimento da banda do grupo —OH, relativo as ligacGes de
hidrogénio.

As andlises de UV-Vis corroboraram com as observacGes verificadas na literatura.
Devido a troca do ligante junto ao &tomo central, pequenas diferencas nas absorcbes na regido
do visivel para os metais foram observadas. Para o fon Cr** foi possivel atribuir também o
namero de picos encontrados no espectro eletrdnico ao numero de transi¢des permitidas. A
analise termogravimétrica mostrou que a complexacdo da amilopectina com o fon Cr3*
refletiu na propriedade térmica do polimero, devido ao aumento da temperatura de degradacédo
da amilopectina.

O estudo tedrico da conformacdo da amilopectina teve seu inicio com a avalia¢do das
possiveis conformagdes da a-D-glicose, calculados com o funcional B3LYP. Foi observado
gue hd uma dependéncia do conjunto de base utilizado, principalmente devido a descri¢do das
ligacGes de hidrogénio. A preferéncia conformacional da glicose reportada na literatura € a cc-
gg, sendo essa preferéncia observada apenas aumentando consideravelmente o tamanho do
conjunto de base. Posteriormente foram realizadas anélises conformacionais dos dissacarideos
maltose e isomaltose, responsaveis pela descricdo das ligacdes glicosidicas da amilopectina.
Foram empregados os funcionais B3LYP, CAM-B3LYP e ®B97XD para uma avaliagdo mais
criteriosa desses dissacarideos. Os resultados sugerem que as conformacGes mais estaveis
para a maltose e isomaltose sdo, respectivamente, cc-cc' e cc-c'. A preferéncia conformacional
desses dissacarideos é fortemente influenciada pelo efeito exo-anomérico e ligacBes de
hidrogénio.

Para a construcdo da amilopectina as conformac@es energeticamente favoraveis dos
dissacarideos foram levadas em conta. Foi verificado que a ramificagdo adota uma posicédo
paralela a porcdo linear da amilopectina, favorecendo a formacdo de uma ligacdo de

hidrogénio adicional. Para a amilopectina o efeito de solvente foi avaliado empregando o
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PCM. Como esperado, a utilizagdo de um solvente com constante dielétrica alta estabilizou o
sistema devido a polaridade elevada da molécula.

Finalmente, foi realizada a avaliacdo das cargas parciais da amilopectina com o intuito
de verificar os potenciais sitios de coordenacdo da molécula. Os resultados fortaleceram os
dados encontrados na literatura, sugerindo que os atomos O2 e O3 s&o os possiveis ligantes na
coordenacdo com metais. Foram obtidas também frequéncias vibracionais teoricas da
amilopectina, onde as principais bandas de absorcdo foram identificadas e correlacionadas
com aquelas encontradas experimentalmente. O estudo tedrico de sistemas grandes em nivel
ab initio ¢ muito atil na quantificacdo de efeitos eletrdnicos, porém ainda é custoso
computacionalmente, podendo levar semanas até o término de um célculo. Para resultados
mais solidos, deve ser considerada a utilizacdo de solvente explicito, além da construcdo de
cadeias maiores do polimero a fim de ter uma representatividade maior do sistema.

Considerando os resultados obtidos e os estudos em andamento sobre a amilopectina e
suas aplicagOes, conclui-se que a mesma apresenta um grande potencial de aplicacdo como
agente complexante de metais, principalmente com ions metalicos de pequeno raio atdbmico
central como o Cr** e Fe*", seja para a utilizacdo na area ambiental ou cosmética, justificando
seu uso principalmente pela abundancia desse biomaterial.

Como proposta para estudos futuros, seria importante a utilizacdo de uma técnica que
fornecesse a possibilidade da construcdo da geometria dos complexos formados (EPR ou
EXAFS, por exemplo), assim como a determinacdo das constantes de formacdo (K dos

complexos e o estudo cinético das reacdes.
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8 ANEXOS

ANEXO 1. Concentracdes molares dos sais utilizados no planejamento fatorial, de acordo

com a Tabela Il.
Concentracéo Molar (mol.L™)
Sal Experimentos 1-4  Experimentos 5-8  Experimentos 9-11
(0,49.L™Y (0,8g.L™" (0,6 g.L™Y
PbCl, 1,4.10° 2,9.10° 2,1.10°
Pb(NOs), 1,2.10° 2,4.10° 1,8.10°
FeCl3.6H,0 1,5.10° 3,0.10° 2,2.10°
Fe(NO3)3.9H,0 1,0.10° 2,0.10° 1,5.10°
CuCl,.2H,0 2,3.10° 4,7.10° 3,5.10°
Cu(NO3),.3H,0 1,6.10° 3,3.10° 2,5.10°
Cu(CH3C0O0),.H,0 2,0.10° 4,0.10° 3,0.10°
Cr3(CH3;CO0),(OH), 6,6.10™ 1,3.10° 9,9.10"
Cr(NO3)3.9H,0 1,0.10° 2,0.10° 1,5.10°
NiCl,.6H,0 1,7.10° 3,4.10° 2,5.10°
Ni(CH3C0O0),.4H,0 1,6.10° 3,2.10° 2,4.10°
CoCl,.6H,0 1,7.10° 3,3.10° 2,5.10°
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ANEXO 2. Célculos utilizados para quantificar o percentual de complexagdo através da

titulacdo complexometrica

1 titulante — 11 titulado onde 1N tituante = M titutante . Vgasto

11l metal — I1lsal . X metal Mfmetal = 1N titulante . Mmetal

N % = (IT]imEtal - IT]metal) . 100
1Tl metal

Onde:

N tintante = N° Mols do titulante

N timtado = N° mols titulado (ion metalico)

M tirutante = molaridade do titulante

Vaasto = volume gasto do titulante (bureta)

Mi metat = Massa inicial do metal

msat = massa do sal

Xmetal = fracdo molar do metal no sal

Mrmetat = massa final do metal

y % = percentual de complexacdo do ion metdlico com o EDTA
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ANEXO 3. Andlises de Variancia para cada sal de acordo com os resultados do planejamento

fatorial
- Cr(NOg3);3
Analise de Variancia - Modelo Linear
FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 1410 7 2014 2408 0,3
Residuos 251 3 83,66
F. Ajuste 2491 1 2491 262 SG 0
Erro Puro 1,901 2 0,951
Total 1380 10
% variagéo explicada 102,2
% max. de variagio explicavel 99,86

Cr(CHsCOO);(OH),

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 1136 7 1623 46,93 SG 0
Residuos 10,37 3 3,458
F. Ajuste 10,34 1 10,34 566,9 SG 0
Erro Puro 0,036 2 0,018
Total 982,8 10
% variagdo explicada 115,6
% méax. de variacdo explicavel 100

- Fe(NOg3);3
Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 5243 7 749 0,822 0,6
Residuos 27134 3 9115
F. Ajuste 27134 1 2734 8438 SG 0
Erro Puro 0,065 2 0,032
Total 7304 10
% variagéo explicada 71,79
% max. de variagdo explicavel 99,99
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- FeCI3

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 1257 6 20,94 0,732 0,7
Residuos 1144 4 28,6
F. Ajuste 1143 2 5714 9518 SG 0
Erro Puro 012 2 0,06
Total 240 10
% variagéo explicada 52,34
% max. de variagao explicavel 99,95

- CoCl,
Andlise de Varidncia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 164 7 2343 2364 SG O
Residuos 2972 3 0,991
F. Ajuste 1,877 1 1,877 3,428 0,2
Erro Puro 1,095 2 0,548
Total 162,7 10
% variagéo explicada 100,8
% méax. de variacdo explicavel 99,33

- Ni(CH3COO0),
Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 2838 7 4054 6898 SG 0
Residuos 1,763 3 0,588
F. Ajuste 0,197 1 0,197 0,251 0,7
Erro Puro 1,566 2 0,783
Total 2354 10
% variagdo explicada 120,6
% max. de variagao explicavel 99,33
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- NiCl;

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 4135 7 59,08 2,086 0,3
Residuos 8495 3 28,32
F. Ajuste 8223 1 8223 6059 SG 0
Erro Puro 2,714 2 1,357
Total 498 10
% variagéo explicada 83,05
% max. de variagao explicavel 99,45

- Cu(CH3COO0),
Andlise de Variancia - Modelo Linear
FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 7451 6 1242 2937 0,2
Residuos 16,91 4 4228
F. Ajuste 9919 2 4959 1418 04
Erro Puro 6,994 2 3,497
Total 9142 10
% variagéo explicada 81,5
% méax. de variacdo explicavel 92,35
- Cu(NO3),
Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 1049 7 1499 2135 0,3
Residuos 2106 3 70,19
F. Ajuste 2074 1 2074 1306 SG O
Erro Puro 3175 2 1,588
Total 1163 10
% variagdo explicada 90,22
% max. de variagao explicavel 99,73
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CuCl,

Analise de Variancia - Modelo Linear

FV SQ nGL MQ Fcale. p
Regressao 5383 7 7691 1631 04
Residuos 1414 3 4,714
F. Ajuste 1247 1 1247 1489 0.1
Erro Puro 1674 2 0,837
Total 67,69 10
% variagéo explicada 79,53
% max. de variagao explicavel 97,53
- Pb(NOs),
Andlise de Variancia - Modelo Linear
FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regressao 6628 6 1105 1831 03
Residuos 2413 4 6,031
F. Ajuste 1458 2 7,289 1527 04
Erro Puro 9548 2 4,774
Total 904 10
% variagéo explicada 73,31
% méax. de variacdo explicavel 89,44

- PbCl,
Analise de Variancia - Modelo Linear
FV SQ nGL MQ Fcalc. p

Regressao 2617 7 37,38 2839 SG O
Residuos 39 3 1,317

F. Ajuste 343 1 343 13,19 0,1
Erro Puro 052 2 0,26

Total 2542 10

% variagdo explicada 102,9

% max. de variagao explicavel 99,8
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ANEXO 4. Sobreposicédo

complexos.

- Cr(NO3); — d®

dos espectros eletronicos das solugdes salinas (brancos) e dos

Complexo Cr(NO,),.9H,0
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- FG(N03)3 - d5

- CoCl, —d’
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- Ni(CH5;C00), — d®

-NiCl, — d®
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- Cu(CH3C00), — d°

- CuCl, — d°
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- Cu(NO3); — d°
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