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RESUMO

O crescente desenvolvimento de produtos agricolas e 0 uso intensivo do solo permitiu a
introducdo no ambiente de compostos com alto indice poluidor, que acarreta em riscos
para salde humana e animal. A matéria organica do solo apresenta em sua composi¢ao
Substancias Humicas (SH), que devido a diversidade de grupos funcionais em sua
estrutura. Logo, atua como excelente agente complexante, o que permite a interagdo
com espécies poluentes no meio ambiente, podendo produzir diferentes efeitos sobre
sua distribuicdo. Desta forma, é importante avaliar a interacdo entre as SH e espécies
contaminantes, constituindo o objetivo do trabalho. Dois compostos foram analisados, o
antibidtico, sulfaquinoxalina (SQX) e o composto organico de arsénio(V), roxarsone
(RX) em condi¢bes ambientais simuladas. Avaliou-se 0 processo de interacdo com base
em técnicas espectroscopicas. A SH (20 mg L™) foi titulada com cada um dos ligantes
(5-250 uM) separadamente. O processo de interacdo foi observado pelo decaimento do
sinal de fluorescéncia da SH (Aex = 310 nm / Aem = 497 nm) na presenca dos ligantes
devido a formacgdo do complexo supramolecular ndo fluorescente. Nos experimentos
empregou-se tampdo fosfato (10 mM) em pH 5 e 6 para 0 RX e SQX, respectivamente.
Para 0os compostos avaliados, 0 mecanismo de interacdo seguiu o0 processo de quenching
estatico, devido reducdo de Ksy com o aumento da temperatura. Sendo estes resultados
foram confirmados por UV-vis devido a comprovacdo da formacdo de complexo no
estado fundamental. A partir dos pardmetros termodindmicos, observou-se que ambos
os processos foram espontaneos (AG < 0) e que, a SQX interage predominantemente
por interagdes hidrofobicas (AH > 0 e AS > 0) com a SH, enquanto que o RX por forcas
de van der Waals e ligagdes de hidrogénio (AH < 0 e AS < 0), havendo para ambos 0s
compostos, uma contribuicdo de interacGes eletrostaticas. Os valores de Ky obtidos de
1,38 x 10° L mol™ (SQX) e 1,20 x 10°L mol™ (RX) a 30°C, indicam uma forca de
interacdo mediana em ambos 0s processos. A influéncia de dez ions metalicos (10 uM)
foi investigada quanto a interacdo SH-ligantes, sendo que em cada um dos processos as
espécies influenciaram de formas diferentes. Os estudos por RMN *H foram realizados
com o intuito de monitorar o processo de interacdo avaliando as mudancgas no ambiente
quimico do ligante, sendo possivel propor as regides onde o processo de interacdo
ocorria de forma preferencial. Adicionalmente, realizou-se o ensaio de inibicdo da
fosfatase alcalina a fim de verificar o comportamento da atividade enzimatica frente ao
RX e SH-RX. Logo, este trabalhno mostrou os principais parametros associados ao
processo de interacdo entre a SH e os ligantes simulando as condi¢des ambientais,
objetivando entender o comportamento desses contaminantes no meio ambiente e assim
prever 0s possiveis impactos ambientais causados.

Palavras chaves: Substancias humicas; Sulfaquinoxalina; Roxarsone; fluorescéncia
molecular; impacto ambiental.



ABSTRACT

The increasing development of agricultural products and the intensive use of the soil
allowed the introduction of compounds with high pollutant content into the
environment, which entails risks to human and animal health. The organic matter of the
soil presents in its composition Humic Substances (HS), and due to the diversity of
functional groups in its structure. Thus, they act as excellent complexing agents,
allowing the interaction with polluting species in the environment, being able to
produce different effects on their distribution. In this way, it is important to evaluate the
interaction between HS and contaminant species, constituting the objective of the work.
Two compounds were analyzed, the antibiotic, sulfaquinoxaline (SQX) and the organic
compound of arsenic (V), roxarsone (RX) under simulated environmental conditions. In
this work, the interaction process was evaluated based on spectroscopic techniques. The
HS (20 mg L) was titrated with each of the ligands (5-250 uM), separately. The
interaction process was observed by the decay of the SH fluorescence signal (Aex = 310
nm / kem = 497 nm) in the presence of the SQX and RX, by formation of the non-
fluorescent supramolecular complex. In the assays phosphate buffer (10 mM) at pH 5
and 6 was used for RX and SQX, respectively. For the compounds evaluated, the
interaction mechanism followed the static quenching process, based on Ksy reduction
values with increasing of the temperature. These results were confirmed by UV-vis,
confirmation of complex formation in the ground state. From the thermodynamic
parameters, it was observed that both processes were spontaneous (AG < 0) and that
SQX binding to HS predominantly by hydrophobic interactions (AH > 0 and AS > 0),
while RX by van der Waals forces and hydrogen bonds (AH < 0 and AS < 0), for both
compounds, a contribution of electrostatic interactions was observed. The Ky values
obtained from 1,38 x 10° L mol™ (SQX) and 1,20 x 10°L mol™* (RX) at 30 ° C,
represent a median interaction force in both processes. The influence of ten metal ions
(10 uM) was investigated for SH-ligand binding, and in each of the processes the
species influenced of the different ways. The *H NMR studies were performed with the
purpose of monitoring the interaction process by evaluating the changes in the chemical
environment of the ligands, being possible to propose the regions where the interaction
process occurred preferentially. The alkaline phosphatase inhibition assay was
performed to verify the behavior of the enzymatic activity against RX and HS-RX.
Therefore, this work showed the main parameters associated to the interaction process
between SH and the ligands simulating the environmental conditions, aiming to
understand the behavior of these contaminants in the environment and thus predict the
possible environmental impacts caused.

Keywords: Humic substances; Sulfaquinoxaline; Roxarsone; molecular fluorescence;
environmental impact.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Importancia da matéria organica do solo

Os solos sdo um recurso natural basico de extrema importancia, constituido por
matéria mineral e organica, onde ocorrem diversas reacfes quimicas resultantes das
condicBes do meio (BERTONCINI, 2008). A decomposicédo das rochas leva a formagéo
das pequenas particulas das quais os solos sdo constituidos, chamadas particulas
minerais. Tais particulas sdo associadas a matéria organica, proveniente da
decomposicdo de animais e vegetais, dando origem as camadas superficiais do solo,
muito importantes para o crescimento das plantas. O papel do solo no ambiente € de
grande relevancia, pois 0 mesmo € responsavel pelo sustento da flora, determina o
destino da agua na superficie e reciclagem dos nutrientes, além de ser o habitat de
muitos organismos (MOREIRA et al., 2013). Essas caracteristicas devem-se a presenca
da matéria orgéanica (MO) que € essencial para a manuten¢do da micro e da mesobiota,
pois a acdo de microrganismos sobre esta matéria cede ao solo 0s nutrientes necessarios
para sua conservacdo, manutencdo do equilibrio e desenvolvimento das suas funcdes
(AGUIAR, 2011).

Além de ser fonte de nutrientes, a MO participa de processos fisicos e quimicos
fundamentais para o solo, como a regulacéo da disponibilidade dos varios nutrientes, em
especial os micronutrientes, bem como a atividade de elementos fitotoxicos como
Al(III) e Mn(Il) e potencialmente toxicos (Hg(ll), Pb(Il), Cd(ll), entre outros),
capacidade troca de cations, agregacdo e retencdo de agua. Além dos processos
bioldgicos relacionados com 0s microrganismos e enzimas encontradas em sua
composicdo (ZANDONADI et al., 2014).

Existem diferentes tipos de solos na natureza, podendo ser separados de acordo
com suas caracteristicas, tais como: cor, fertilidade, quantidade e tipo de particulas
minerais que os formam, tipo de organizacdo dessas particulas na formacdo dos
agregados, quantidade de dgua presente, entre outras caracteristicas. Devido a existéncia
de diferentes tipos de rochas e formas de relevo na superficie da terra, os quais estdo
sujeitos a acao de diversas condic¢des climaticas e atividade de organismos vivos, assim,
ndo é complicado compreender por que existem tipos de solos distintos (MOREIRA et
al., 2013).
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1.1.1 Turfa

Dentre os diferentes tipos de solos, vale ressaltar a turfa, que é extraida das
turfeiras de grande interesse devido ao seu alto teor de carbono organico, o que
possibilita uma gama de aplicagdes, como em fertilizante na agricultura e remediacao de
areas contaminadas, além disso, pode ser utilizada como combustivel em termoelétricas
(SUSZCZYNSKI, 1982; FRANCHI et al., 2003). A turfa é rica em MO, cerca de 70%
ou mais em relacdo ao seu peso, que por sua vez, é constituida de diversos compostos
organicos encontrados em aguas naturais, sedimentos e solos, mudangas na composi¢ao
desses ecossistemas alteram as caracteristicas e quantidade da mesma, podendo assim,
acarretar em diferentes efeitos biogeoquimicos (CASTRO et al., 2006; AZEVEDO &
NOZAKI, 2008).

As turfas, sdo formadas a partir da decomposicdo de materiais de origem vegetal
pela atividade de microrganismos em determinados ecossistemas, sao classificadas de
acordo com a localizacdo em relacéo a sua formacéo no lencol freatico, havendo assim
diferentes tipos de turfa. As turfas existentes no Brasil podem ser classificadas como
hidrica, fibrosa e lenhosa, a depender da regido onde foi formada (KLAVINS et al.,
2012; MOORE, 1989).

Grande parte da matéria organica da turfa esta na forma de humus, um material
suscetivel ao processo de fermentagdo, com posterior estabilizagdo (LAMIN, 2001). Em
geral, os compostos organicos no solo podem ser encontrados em duas formas,
substancias ndo-humicas como as proteinas, aminoacidos, acidos graxos, dentre outros
compostos organicos de caracteristicas fisicas e quimicas bem definidas e as substancias
humicas que sdo a parcela quimicamente complexa da MO (AIKEN, 1995). A
quantidade de carbono presente na matéria organica em solos e turfeiras € superior a
aquela presente na atmosfera e na biomassa terrestre, sendo seus principais constituintes
as substancias humicas (STEVENSON, 1985).

1.2 Substancias humicas

As substancias htimicas (SH) sdo os componentes fundamentais da mistura de
compostos que compreendem a MO do solo, sendo 0s materiais organicos mais
abundantes no meio ambiente. As SH podem ser encontradas também em sedimentos de

aguas naturais, rios e lagos (YEL; AHMETLI, 2015). Pertencem a uma classe de
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compostos que ndo possuem caracteristicas fisicas e quimicas bem definidas, contendo
diversos grupos funcionais em suas estruturas, como acidos carboxilicos, cetona,
hidroxilas fendlicas e alcodlicas, constituindo uma mistura complexa de compostos
organicos naturais. Essas substancias sdo formadas a partir do processo de humificagéo,
no qual, se decompéem lentamente e acumulam-se nos solos, apresentando elevada
complexidade quimica e forte interacdo com a fracdo coloidal inorganica do solo
(HAYES, 2001; PRIMO, 2011; KULIKOWSKA et al., 2015).

Devido a sua elevada complexidade ndo é possivel definir as SH
estruturalmente, mas € possivel, a partir das caracteristicas de solubilidade de suas
principais fracbes, sendo: 1) os acidos humicos (AH) que sdo a parte do material
organico solivel em meio alcalino diluido e pouco soltvel em meio &cido (pH < 2); 2)
os &cidos fulvicos relativo a fracdo solivel em ambos os meios e, 3) a humina, a fracdo
do material organico pouco solivel em ambos os meios (HAYES, 2001).

A presenca de distintos grupos funcionais na macroestrutura das SH possibilita
gue as mesmas atuem como excelentes agentes complexantes, devido a diversidade de
grupos com diferentes cargas produzidos de acordo com a variacdo de pH. As condicdes
do meio e a natura da SH influenciam no processo de interagcdo/adsor¢do de diversas
espécies, como ions metalicos e espécies poluentes. O sistema SH e contaminante pode
atuar em diversos processos no ambiente, desde a distribuicdo dessas espécies
contaminantes 0 que acarretaria em risco ambiental, ou até, minimizando os efeitos
toxicos destas espécies, a assim, auxiliar no processo de remediacdo (LEI, 2008;
KULIKOWSKA et al., 2015).

Em decorréncia disso e por exercerem ampla influéncia nas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas do solo as SH possuem importancia ambiental, uma vez
que podem interagir com pesticidas, por exemplo, de formas diferentes, incluindo
processos de adsorcgéo, particdo e solubilizacdo, entre outros. Assim, a interagdo com as
SH podem influenciar no comportamento dos pesticidas no solo, afetando sua
degradacdo, desintoxicagdo, persisténcia, mobilizacdo, transporte, biodisponibilidade,
fitotoxicidade e bioacumulacdo (PRIMO, 2011; SENESI, 1992). Tendo em vista a
interacdo das SH com diferentes espécies, é corrente a comercializacdo de fertilizantes
como de origem natural que sdo enriquecidos com macro e micronutrientes, os quais,
sdo liberados para a planta de acordo com suas necessidades, levando a melhorias na
produtividade (BOTERO et al., 2009).
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A utilizacdo de tecnologias inadequadas vem resultando na contaminacdo dos
solos, principalmente por residuos solidos e liquidos, efluentes provenientes das
atividades agricolas, descargas de suiniculturas ou de inddstrias de varios ramos
(BERTONCINI, 2008). Os metais que sdo uma importante fonte de matéria-prima
passam também a ser uma fonte antropogénica de contaminacdo do meio ambiente. Por
isso, sd0 necessarios estudos que avaliem como as SH interagem frente a diversas
espécies. O interesse em estudos voltados para essa area € crescente, pois € um ramo
que possui potencial econdmico, 0os mesmos devem visar conhecer melhor a interagdo
das SH com essas espécies. Além disso, uma vez que existem naturalmente no solo
espécies metalicas que ndo sdo essenciais para as plantas, estudos viabilizando a
presenca dessas, como macro e micronutrientes, devem fornecer o embasamento
necessario para aplicacdo das SH enriquecida em nutrientes para solos agricolas
(BOTERO et al., 2009).

O tema relevante dentro deste contexto € a remediacdo e recuperacdo de terras
contaminadas com materiais perigosos, devido a conscientizacdo dos possiveis efeitos
adversos no meio ambiente e saude (VIANA, 2010). Nesses casos a biorremediacédo é
uma técnica que vem sendo utilizada, normalmente é um processo a longo prazo em
comparacao a outros métodos de remocdo fisica ou quimica. Porém, esse processo além
de ser favoravel para a remocao de contaminantes, oferece um processo definitivo, em

relacdo a exclusdo do contaminante do meio ambiente (STEHLICKOVA, 2009).

1.3 Contaminantes organicos no meio ambiente

Contaminacao € a introducdo de organismos patogénicos, compostos toxicos ou
outros elementos, em concentracBes que além de representar um risco para a populacao
humana, também € uma ameaca para a sobrevivéncia de outros animais,
microrganismos e plantas (BEZERRA et al., 2003).

O desenvolvimento gradual de produtos e o uso intensivo dos mesmos no solo
trouxe como consequéncia a insercdo no ambiente de compostos com distintos
potenciais de poluigdo prejudicial a saude humana, animais e vegetal (TASHO & CHO,
2016). Os solos podem estar contaminados por compostos organicos e inorganicos.
Compostos organicos sao aqueles que apresentam carbono como o elemento quimico
em maior propor¢do em sua composi¢édo, sendo caracterizados também pela capacidade

de formar cadeias longas ou curtas. J& 0s compostos inorganicos, englobam uma grande
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diversidade de produtos, destacando-se 0s metais potencialmente toxicos e compostos
radioativos (SANTIAGO et al., 2015; ALMEIDA, 2015).

Dentre os contaminantes organicos vale destacar as substancias utilizadas na
criagdo e no tratamento de doengas em animais como antibidticos e/ou aditivos, visto
que a producédo animal € uma das atividades mais relevantes do agronegdcio brasileiro e
mundial. Visto que a utilizacdo de medicamentos com fins terapéuticos € uma préatica
bastante comum, com o intuito de assegurar a produtividade e a competitividade do
setor. Como muitas dessas moléculas ndo séo totalmente metabolizadas no organismo
animal, seus residuos tém sido detectados em amostras de solo, agua superficial e
subterranea (REGITANO & LEAL, 2010), levando a contaminacao/poluicéo do solo.

Nesse estudo, foram avaliados dois compostos de diferentes classes, o
antibidtico sulfaquinoxalina (SQX) e o composto organico de arsénio(V), 0 roxarsone
(RX) (Fig. 1), com ampla aplicacdo na medicina veterinaria. Praticas inadequadas de
utilizacdo do SQX e RX pode ocasionar em impactos ao ambiente, devido ao descarte
inadequado de excrementos de animais que possuem uma quantidade elevada destes
compostos. Assim, a adsorcao e fixacdo no solo do SQX e RX séo dependentes das suas
propriedades fisico-quimicas, e de alguns atributos inerentes ao solo como, por
exemplo, tipo de matéria orgédnica predominante, densidade, formacdo quimica e
umidade, entre outras (DONGMEI, 2011, TASHO & CHO, 2016). Além disso, a
administracdo incorreta de antibidticos na medicina veterinaria impde o grande risco
potencial de que tais residuos possam conduzir a danos no ambiente, e por
consequéncia, a satude humana (HOFF & KIST, 2009).

Figura 1. Estruturas dos compostos avaliados (na forma totalmente associada), (a)
sulfaquinoxalina (SQX) e (b) roxarsone (RX).
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1.3.1 Sulfaguinoxalina

As sulfonamidas constituem uma classe de antibidticos utilizados em larga
escala principalmente na medicina veterinria, devido seu amplo espectro
antibacteriano, ampla variedade estrutural, estabilidade quimica e principalmente seu
baixo custo (LYRA, 2017). As sulfonamidas sao frequentemente utilizadas em animais
produtores de alimentos para prevencao de doencas, promocao do crescimento e ganho
de peso. Dentre as drogas que fazem parte do grupo das sulfonamidas destaca-se a
sulfaquinoxalina (SQX, Fig. 1a). Geralmente quando boas praticas veterinarias ndo sdo
realizadas, observa-se a presenca de residuos proibitivos desse antibiotico em carne e
ovos. No Brasil é de responsabilidade da rede de laboratérios do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) fiscalizar sobre a presenca de residuos
de antibidticos em alimentos de origem animal (LANDONI, 2015).

O principal risco para a saude humana no uso de antibidticos em animais é o fato
das bactérias presentes nesses poderem desenvolver resisténcia, a qual, pode se
desenvolver por caminhos diferentes, como a mutagéo, a aquisi¢ao de genes resistentes
ou a associacio de ambos. E necessario entender que o aumento da resisténcia
bacteriana em humanos estda relacionado ao aumento da resisténcia desses
microrganismos em espécies animais. Outra grande preocupa¢do com 0 uso das
sulfonamidas e outras drogas utilizadas na producéo intensiva de animais, esta voltada
para a quantidade de residuos que é transferida para o ambiente por meio dos residuos
gerados por estes animais (SANTOS, 2013; HOFF & KIST, 2009).

1.3.2 Roxarsone

Compostos organicos de arsénio(V) podem estar presentes em aves provenientes
de operacBes comerciais por seu uso como aditivo alimentar, com destaque para o
roxarsone (&cido 3-nitro-4-hidroxifenilarsénico) utilizado no tratamento de frangos. O
roxarsone (RX) € um composto organico de arsénio € empregado na industria aviaria
como aditivo alimentar, para o tratamento de doencas parasitérias, crescimento mais
rapido e melhoramento da pigmentacdo da carne em frangos (RUTHERFORD, 2003).

Estudos recentes mostram que a utilizacdo de compostos organicos de
arsénio(V) como aditivos podem causar efeitos toxicos quando sd@o utilizados niveis

superiores ao recomendado (15 mg kg, segundo a resolugio CONAMA n° 420). Entdo,
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para garantir confianca na industria de carne e ovos e evitar 0 uso desordenado dessa
classe de compostos, a quantidade de compostos organoarsenicais em alimentos
destinados aos animais deve ser monitorada (DONGMEI, 2011). Quase todo RX
ingerido na alimentacdo é excretado de forma inalterada no estrume. Os residuos
provenientes de aves de capoeira composto de esterco e material de cama tem um alto
teor de nutrientes e € usado rotineiramente como fertilizante em terras agricolas e
pastagens. Essa pratica pode resultar em altas concentracfes de arsénio na agua, que
pode contribuir para a contaminacao de aguas superficiais e subterraneas, e no solo, que
consequentemente podem levar ao aumento de sua concentracdo nas plantas, tornando
as mesmas inadequadas para consumo humano e animal (GARBARINO, 2003;
BAYSE, 2013).

Compostos como a SQX e RX interagem com as SH por meio de interagdes ndo
covalentes. O processo de interagdo pode ser avaliado explorando o0s conceitos
provenientes da quimica supramolecular, que se trata do ramo da quimica que estuda

sistemas de reconhecimento ou organizagdo molecular.

1.4 Quimica supramolecular

Nas ultimas décadas, a quimica supramolecular tem estado na frente da pesquisa
quimica, com o intuito de compreender a quimica além da ligacdo covalente. A quimica
supramolecular € um campo altamente interdisciplinar abrangendo as diferentes areas da
ciéncia. Os sistemas bioldgicos sdo um alvo frequente para a pesquisa supramolecular,
pois ndo envolvem a formacdo ou quebra de ligacbes covalentes, essas interacdes nao
covalentes sdo fracas, mas de extrema importancia para a compreensdo de diversos
processos biolégicos (RESNATI et al., 2015).

Definida por Jean-Marie Lehn em 1969 como a quimica das interacoes
intermoleculares ndo covalentes, a quimica supramolecular, contempla compostos
associados por meio de interacdes eletrostaticas, hidrofobicas, forcas de Van der Waals
e ligagdes de hidrogénio, com diferentes graus de complexidade. Da mesma forma que
moléculas sdo construidas conectando-se &tomos através de ligagcBes covalentes,
compostos supramoleculares sdo construidos ligando-se moléculas através de interacdes
intermoleculares, direcionais e ndo direcionais. Assim, sdo de grande utilidade conceitos
como reconhecimento molecular, quimica hospedeira e conceitos de automontagem
(LYRA, 2017; VARSHEY et al., 2012).
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As SH possuem um comportamento semelhante ao das proteinas quanto aos
processos de interacdo sem a formacdo de ligacbes covalentes e sdo definidas
atualmente como associagfes supramoleculares de moléculas heterogéneas
relativamente pequenas. Estes agregados sdo associados a interagcdes ndo covalentes e
interagem com outras espécies formando complexos supramoleculares macromolécula-
ligante (AZEVEDO & NOZAKI, 2008).

1.4.1 Interacdo macromolécula ligante

O complexo macromolécula-ligante formado por meio das interacGes
intermoleculares entre o ligante e o sitio de ligacao das fragdes da MO (Fig. 2), possuem
estabilidade, solubilidade, reatividade e volatilidade diversificadas. Tais propriedades
sdo importantes e definem a disponibilidade e o transporte das diferentes espécies no
ambiente, sejam elas contaminantes ou nutrientes, bem como, alteracOes
conformacionais na estrutura nativa da SH ap6s o processo de interacdo. A afinidade do
ligante com os sitios de ligacdo da SH dependem de fatores como natureza e carga dos
ions, grupo funcional do ligante, pH do meio, entre outros (HU & LI, 2014; AREND,
2010).

Figura 2. Esquematizacdo da formagdo dos complexos AH-ligantes e as possiveis interacdes
existentes.

Interacdes
eletrostaticas

Legenda: Interagdes Ligacdes de Forgas de
hidrofébicas hidrogénio Van der Waals

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Assim, para avaliar os diferentes processos de interacBes que ocorrem no
complexo macromolécula-ligante é necessaria a utilizacdo de diferentes técnicas. Existe
uma grande variedade de técnicas que possibilita monitorar a interacdo entre as espécies
(MOCZ & ROSS, 2013), desta forma, para o presente estudo foram selecionadas
técnicas com notoria aplicagdo neste campo do conhecimento, sendo capazes de avaliar
qualitativamente e quantitativamente sobre o processo de interacdo macromolécula
ligante (SIRAJUDDIN et al., 2013) as quais sdo: a espectroscopia de fluorescéncia

molecular, espectroscopia de absor¢do no UV-vis e ressonancia magnética nuclear.

1.4.2 Técnicas utilizadas para avaliacao da interacdo

As técnicas espectroscopicas de emissdo de fluorescéncia, absorbancia (UV-vis),
ressonancia magnética nuclear (RMN de *H e *C) e infravermelho com transformada
de Fourier por transmissdo (FTIR) tém sido aplicadas, nas Ultimas décadas, para
caracterizar, diferenciar e classificar a matéria organica natural (DICKI et al., 2008;
AZEVEDO & NOZAKI, 2008). Essas técnicas também podem ser utilizadas quando o
alvo dos estudos € avaliar o processo de interacdo quanto a formacdo de complexos

supramoleculares.

1.4.2.1 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

A espectroscopia de fluorescéncia molecular destaca-se por ser uma técnica
importante na analise de grandes quantidades de amostras, devido a sua rapidez, custo-
beneficio, ndo-destrutividade e quantidade de informacdo possiveis de fornecer. Em
geral, de forma simplista, o fendbmeno de fluorescéncia deriva de transi¢Oes eletronicas
de moléculas que possuem elevado nimero de conjugagdes. Genericamente, esse efeito
ocorre quando um fluoréforo (molécula fluorescente) é excitado por um féton, passando
para o estado de maior energia e, ao retornar para o estado fundamental, libera energia
em um comprimento de onda diferente daquele utilizado no processo de excitacao
(LYRA, 2017). As SH possuem diversos fluoréforos em sua macroestrutura, cuja
caracteristica fluorescente contém informacGes de natureza estrutural, grupos
funcionais, conformacdo, grau de heterogeneidade e caracteristicas dinamicas
moleculares. (SILVA et al., 1997; GIU et al., 2013).
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Devido as suas caracteristicas e simplicidade a espectroscopia de fluorescéncia
pode ser considerada uma ferramenta universal para o estudo de interacGes
macromolécula-ligante (SILVA et al., 1997). Essa técnica pode ser utilizada para avaliar
diferentes aspectos como intensidade de emissdo de fluorescéncia, perfil dos espectros
de excitacdo e emissdo, rendimento quéntico e outros fendmenos eletronicos. Deve-se
considerar a associacdo de algumas dessas caracteristicas para a analise de complexos
macromolécula-ligante e para a determinacdo de constantes de ligacdo (MOCZ &
ROSS, 2013). Em estudos de interacdo, normalmente se utiliza titulagbes
espectrofluorimétricas afim de se obter informacdes acerca do processo de interacao tais
como mecanismo de quenching, valor das constantes de interacdo, sitios preferenciais
de ligacdo, parametros termodinamicos e tipo de forcas intermoleculares preferenciais
(ZHAO et al., 2014).

1.4.2.2 Espectroscopia de absorcédo (UV-vis)

A espectroscopia de absor¢do no UV-vis é a mais simples entre as técnicas
utilizadas na analise das interacbes macromolécula-ligante, ela permite o
monitoramento da formacdo do complexo supramolecular e monitorar alteragdes
originadas durante o processo de interacdo (SALDANHA et al., 1999).

Estudos de interacbes podem ser realizados com base técnica em funcdo das
variacOes das propriedades espectrais durante o processo de absorcdo de radiacdo
eletromagnética pela macromolécula, ligante ou complexo, uma vez que, possibilita
avaliacdo de sistemas conjugados, e assim, permite que grupos caracteristicos possam

ser reconhecidos em sistema de complexidade bastante variavel (SILVA, 2016).

1.4.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais empregadas para
caracterizacdo estrutural de moléculas e macromoléculas, além da avaliacdo da
formacdo de complexos entre macromoléculas e diferentes ligantes, mesmo sendo
considerada uma técnica pouco sensivel. A capacidade da espectroscopia de RMN para
caracterizar alguns sistemas € Unica entre 0s métodos espectroscopicos disponiveis, e
por exemplo, pode fornecer informagdes sobre a funcdo bioldgica de muitas moléculas
(SHEKHTMAN & BURZ, 2012).
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Diferente das técnicas aplicadas para avaliar o processo de interacdo, as quais de
forma geral, exploram as mudancas ou varia¢do nas propriedades espectroscopicas da
macromolécula, a ressonancia magnética nuclear monitorar o processo de interacdo sob
a perspectiva do ligante, ou seja, comparar 0 comportamento do ligante com base no
perfil espectral no estado livre e complexado. Dentre os parametros observados, 0 mais
tipico e simples de ser analisado é o deslocamento quimico. As perturbacdes no
ambiente quimico dos ndcleos (*H, por exemplo) monitorados do ligante na auséncia e
presenca da macromolécula consiste na estratégia utilizada para localizar a regido do
ligante onde ocorrem preferencialmente as interagcdes, neste caso, se determina o
epitopo da molécula (BEDARD et al., 2014; SILVA, 2017).

1.5 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO PROPOSTO

A vida humana depende das diferentes funcbes desempenhadas pelo solo. Neste
sentido, alguns estudos relatam que, excrementos e lodo de esgoto sdo utilizados como
adubo, contém residuos de antibidticos e aditivos utilizados em animais, contudo ndo
foram totalmente metabolizados, sendo liberados na urina e nas fezes. Esse processo de
adubacdo consiste numa das principais vias de disseminacdo desses compostos no
ambiente. Uma vez no ambiente, os residuos de antibioticos e aditivos podem acumular
no solo, modificar a microbiota, sofrer lixiviacdo ou, ainda, ser transportados, via
escoamento superficial, para nascentes de rios e lagos. Além disso, alguns desses
residuos no solo podem ser absorvidos e se acumular nos tecidos vegetais, devido sua
introducdo via cadeia alimentar, resultando em risco a satde humana (REGITANO &
LEAL, 2010). Diante disso, faz-se necessario uma aten¢do maior para essa tematica. Por
isso, estudos que investigam o comportamento da MO frente diferentes espécies
contaminantes sdo de extrema importancia, principalmente no intuito desse trabalho de
avaliar a interacdo dos principais constituintes da MO com espécies de elevado impacto

ambiental e para saude, no caso a SQX e RX.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a interagcdo entre a substancia himica do solo com antibiético (SQX) e
composto organico de arsénio(V) (RX) empregando técnicas espectroscopicas em

condigOes ambientais simuladas

2.2 Especificos

a) Avaliar parametros de ligacdo (constante de Stern-Volmer, constante de ligacéo,
estequiometria) e termodinadmicos (AG, AH e AS) por espectroscopia de fluorescéncia
molecular para ambos os ligantes com a fracdes da matéria organica;

b) Confirmar a formacdo do complexo SH-ligante e o processo de quenching envolvido
por UV-vis;

c¢) Avaliar a influéncia da forga idnica no processo de interagdo para a SQX e RX;

d) Avaliar mudangas estruturais na SH devido ao processo de interagdo empregando
fluorescéncia tridimensional e sincronizada;

e) Verificar possiveis competidores no processo de interacdo da SH com os ligantes;

f) Avaliar o possivel epitopo dos ligantes SQX e RX no processo de intera¢do com a SH
por RMN de H;

g) Monitorar a influéncia do RX na atividade da fosfatase alcalina.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e preparo das solucdes

A substancia humica e acido humico utilizados neste trabalho sdo provenientes
da turfa, os quais foram extraidos conforme procedimentos preconizados pela
International Humic Substances Society e caracterizados por BOTERO, 2010. Todos 0s
reagentes utilizados sdo de pureza analitica, ndo sendo necessaria nenhuma etapa de
purificacdo adicional. A sulfaquinoxalina, roxarsone, Tris-HCI, KI, utilizados foram da
Sigma-Aldrich (EUA), enquanto que o dimetilsulféxido (DMSO) da Vetec (Brasil) e 0
Na;HPO, da Dinamica (Brasil). O tampé&o fosfato 10 mM (pH 5,0 + 0,1 e 6,0 £ 0,1) foi
preparado pela dissolucdo de 0,1419 g do sal NaoHPO4 em &gua deionizada. Para o
ajuste do pH final utilizou-se HCI 1 M.

As solugdes estoques de SQX e RX foram preparadas dissolvendo-se
respectivamente 3,22 e 2,63 mg, em 3 mL de DMSO. Em seguida, as solugdes foram
diluidas as concentracfes desejadas empregando-se uma solucdo de tampao fosfato 10
mmol L a pH 6,0 +0,1 e pH 5,0 + 0,1; respectivamente. Um estoque de SH a 100 mg
L* foi dissolvida diretamente na solugdo tamp&o. As demais dilui¢des foram realizadas
até atingir a concentracdo pretendida.

3.2 Equipamentos utilizados

Empregou-se nas medidas espectrofluorimétricas um espectrofluorimetro
Shimadzu RF (modelo 5301PC, Japdo) com cubetas plastico (polimetacrilato) de 10 mm
de caminho Optico e um espectrofotdmetro de varredura com feixe duplo Micronal
(modelo AJX-6100PC, Brasil) equipado com cubetas de quartzo de 10 mm de caminho
Optico. As medidas de pH foram realizadas empregando eletrodo combinado de vidro
associado ao potenciometro Gehaka (modelo PG 1800, Brasil). As massas dos reagentes
foram medidas em balanca analitica eletrdnica Gehaka (AG 200, Brasil) com precisdo
de 0,1 mg. Para as medidas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
um espectrémetro de RMN Bruker 400 (Bo = 9,4 T), operando a 400,35 MHz para 'H e
equipado com sondas de 5,0 mm para detec¢do indireta, realizado no Laboratério de
pesquisa em Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear no Instituto de Quimica
e Biotecnologia (1QB).
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3.3 Procedimentos

3.3.1 Espectroscopia de fluorescéncia:

Para obtencdo dos espectros de emissdo as solugdes foram excitadas em 310 nm e
0s espectros registrados na faixa de 320-600 nm empregando abertura de fenda (slit) de
5 nm para excitacdo e, 10 nm para emissdo. A titulacdo espectrofluorimétrica de todos
os experimentos foi realizada com solugdes de SH 20 mg L em tampao fosfato 10 mM
(pH 5,0 e 6,0). Na titulacdo, empregaram-se concentracdes de RX e SQX entre 5-250
HUM. Para determinagdo dos parametros termodindmicos as titulacGes foram realizadas
em 22, 30 e 38°C. Foram utilizadas solu¢bes de NaCl de 0,05 a 0,3 M para avaliar a
influéncia da forca idGnica no processo de interacdo da SH com o RX e SQX. Para
avaliacdo do grau de exposicdo dos fluor6foros presentes na SH na presenca e auséncia
dos ligantes (0, 25 e 100 pM) foram realizadas titulages com Kl na faixa de 0-250
mM. Os espectros de fluorescéncia 3D foram obtidos a partir de SH na auséncia e na
presenca dos ligantes (125 pM). Neste ensaio, as solu¢Bes foram excitadas no intervalo
de 240-500 nm e a emissao de fluorescéncia registrada de 250-700 nm. Enquanto que na
fluorescéncia sincronizada se utilizou AA = 18 nm (AZEVEDO & NOZAKI, 2008). Foi
avaliado o efeito da influéncia de alguns ions competidores na interacdo da RX com a
SH, as espécies avaliadas foram: Ca(ll), Mg(l1), Zn(ll), Fe(ll), Fe(ll1), Cu(ll), Al(lI1),
Cr(111), Cr(\V1) e Mn(ll), todos com concentracédo final 10 uM, exceto o Fe(lll) 2,5 uM.

No ensaio de inibicdo da atividade enzimatica da fosfatase alcalina (2,5 U mL™?)
pelo RX, se empregou 1 mM de MgClz e 50 uM de ZnCl> como cofatores ¢ 10 uM da
sonda 4-MUP. As analises foram realizadas nas concentragdes de 1, 10 ¢ 100 uM para o
RX e 2, 10 e 20 mg L™ para a SH. Por fim, apds a mistura dos reagentes se adicionou
volume suficiente de tampao 50 mM Tris.HCI a pH 9,5 para perfazer um volume final
de 2 mL. Aguardou-se 60 min, e foi adicionado 500 pL de uma solucdo de Na>COz 0,4
M estabelecendo, para interromper a reacdo. Para monitorar a forcdo da sonda

fluorescente derivado de coumarina o sistema foi excitado em 364 nm.

3.3.2 Espectrometria no UV-vis

Neste estudo, foram registrados espectros usando absorbancia como modo de
medida para solucdes de SH na concentracéo final de 5 e 10 mg L. O processo de
interacdo foi avaliados empregando solugdes dos ligantes RX e SQX a concentracdo

final 10 e 25 pM. As medidas foram realizadas na faixa de 200-500 nm.
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3.3.3 Ressonancia magnética nuclear

Os estudos de interacdo empregando a espectroscopia de RMN H foram
avaliados empregando como parametro a variacdo dos deslocamentos quimicos (8) dos
ligantes RX e SQX na auséncia e na presenca da SH. Os sistemas foram avaliados
mantendo-se a massa dos ligantes (0,66 mg) e variando-se a massa da SH (0,17; 0,33 e
0,66 mg), com adigdo de 10 uL de TMSP 2,5 mM como padrdo interno e, por fim,
completadas com tampdo fosfato 10 mM em &gua deuterada (D20, 99,9%) para um
volume final de 600 pL. Para o RX acrescentou-se no preparo da amostra 60 pL de

DMSO deuterado para auxiliar na solubilizagdo deste reagente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudos de interacdo da sulfaguinoxalina com fragdes da matéria organica
4.1.1 Ensaios empregando fluorescéncia molecular

Uma das estratégias utilizadas para realizar o monitoramento do processo de
interacdo entre a SQX e os constituintes das fracGes da matéria organica estraidas de
amostras de turfa (SH e AH) foi 0o emprego de fluorescéncia molecular, visto que a SQX
ndo fluoresce proximo a banda de emissdo das SH ou AH. Para essa avaliacdo
realizaram-se 0s seguintes ensaios: titulacdo espectrofluorimétrica no estado
estacionario para determinacdo dos parametros de ligacdo e termodinamicos, influéncia
da concentragdo da SH e do pH do meio, alteracbes conformacionais baseados na
fluorescéncia 3D e sincronizada, efeito da forca idnica, ensaio com Kl e estudo de
competicdo simulando condigdes ambientais. Os resultados dos ensaios realizados
foram avaliados com base na equacdo de Stern-Volmer, que mede a capacidade de
supressao de fluorescéncia do ligante frente ao fluoréforo:

F
Fo =1+K,[Q] equacao (1)

onde Fo e F representam a fluorescéncia na auséncia e presenca da SQX,
respectivamente; [Q] a concentragdo molar do ligante e Ksyv a constante de quenching

de Stern-Volmer. A constante de ligagédo (Kb) pode ser calculada a partir da equacéo 2:

log {@}: logK, +nlog[Q] equacéo (2)

onde Kp é a constante de ligagdo e n o numero de sitios de ligagdo (relacdo
estequiométrica). Assim, com base na linearizacdo das equacfes (1) e (2) pode-se

determinar Ksv, Ky e n.
4.1.1.1 Titulacdo espectrofluorimétrica
As substancias humicas e &cidos humicos possuem fluorescéncia intrinseca (Aex

= 310 nm / Xem = 497 nm) devido a fluor6foros presentes em sua estrutura formados

durante o processo de decomposicdo da matéria organica (SENESI, 1990). O
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decaimento progressivo do sinal de fluorescéncia da SH no processo de titulacdo
espectrofluorimétrica, € um indicio da ocorréncia do processo de interacdo, pois parte da
fluorescéncia da macromolécula é suprimida em fungédo da variacdo da concentracdo de
SQX no meio (Fig. 3a). As constantes associadas ao processo de quenching (Stern-
Volmer) e ligagcdo foram calculadas conforme as lineariza¢gbes mostradas nas Fig. 3b e

3c, respectivamente.

Figura 3. Resultados obtidos para avaliacdo da interacdo SH-SQX por fluorescéncia molecular.
(@) Curva de titulagdo da SH (20 mg L?) com SQX (0 - 250 uM) a 30°C e pH 6; (b)
Linearizacdo da curva em fungéo da equagdo 1 (Ks); (c) Linearizagcdo da curva em fungdo da
equacdo 2 (Kp e n).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O decaimento da fluorescéncia intrinseca da SH na presenca de um determinado
ligante € um indicativo da ocorréncia de interacdo devido a desativacdo do estado
excitado ou pela formacédo de um complexo supramolecular ndo fluorescente (SOARES,
2005). Uma vez que, a SQX ndo fluoresce, entdo atua como uma molécula quencher, a
qual é capaz de suprimir a fluorescéncia da macromolécula, neste caso a SH
(LACOWICZ, 2006). O processo de supressdo de fluorescéncia pode ser de natureza
preferencialmente estatica e/ou dindmica (Fig. 4). O quenching dinamico refere-se a um
processo em que o fluoréforo e o quencher entram em contato apenas
momentaneamente durante a existéncia transitdria do estado excitado. Em contrapartida
0 quenching estatico, neste caso, refere-se a formacdo de um complexo supramolecular
estavel entre as espécies (MOLINA-BOLIVAR, 2014).
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Figura 4. Representacdo genérica de um sistema na presenca de uma espécie que atua como
quencher, com a representacdo do processo de (a) quenching dindmico e (b) quenching estatico
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2016.

Experimentalmente, determina-se a diferenca entre esses dois mecanismos ao
avaliar o comportamento do sistema em funcdo da dependéncia da temperatura, sendo o
quenching estatico desfavorecido em temperaturas mais altas, enquanto que o dinamico
é favorecido. Assim, utiliza-se como pardmetro de avaliacdo a variacao dos valores das
constantes de Stern-Volmer em diferentes temperaturas, afim de elucidar o mecanismo

de quenching preferencial (LI et al., 2014).

4.1.1.2 Efeito da concentracdo da SH e AH no processo de interacdo com a SQX

Baseando-se na analise dos espectros foi possivel notar que quanto maior a
concentracdo das fracGes da matéria organica maior a interacdo com a SQX, sendo que
0 &cido hiimico (AH) apresentou constante de ligacdo da ordem de 10%, enquanto que a
SH da ordem de 10° L mol? (Tabela 1). Este perfil era esperado, pois 0 AH é uma
fracdo menor da matéria organica, sendo necessario procedimentos mais agressivos para
obter este material (uso de HF, por exemplo), desta forma, é possivel ter um maior
numero de sitios ativos disponiveis para o processo de interacdo com a SQX, em relacéo
a SH. Considerando trabalhos da literatura, Acha & Rebhun (1992) encontraram valor
de constante da mesma ordem de grandeza para interagdo do AH com o fluoranteno,
enquanto que Wang et al. (2014) avaliaram a interagdo de uma sulfonamida com

albumina do soro humano (HSA) encontrando Ky da ordem de 10%. Contudo, ha poucos
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relatos na literatura sobre a interacdo das fracbes da MO com outras espécies
potencialmente contaminantes, principalmente das SH, o que limita possiveis

comparagoes.

Tabela 1. Parametros de ligacéo entre SH e AH quanto a interacdo com SQX. Condic6es: SH
(20 mg L), SQX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 6.

Concentracdo  Fragdo Equagdo 1 Equacéo 2
(mg L) daMO Ky (10% L mol?) r Kp (10% L mol-t) n r
20 SH 4,50 £ 0,29 0,9814 1,83 +0,01 0,91+0,03 0,9943
AH 6,60 + 0,39 0,9861 48,20 + 0,02 1,23+0,06 0,9923
10 SH 4,60 £ 0,28 0,9837 0,85 +0,03 0,82+0,08 0,9673
AH 5,84 £ 0,29 0,9891 6,00 £ 0,02 1,01+0,04 0,9912
5 SH 3,88 +£0,29 0,9741 0,53 £0,02 0,76 £0,06 0,9734
AH 3,67 £0,27 0,9758 1,76 + 0,04 0,94+£0,09 10,9621

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

No entanto, optou-se por utilizar a SH nos estudos posteriores, pois para sua
obtengdo empregam-se procedimentos mais brandos, sendo que esta fracdo da MO pode
ser considerada mais representativo quanto a manutencdo das caracteristicas originais
do solo, e assim, um sistema modelo que melhor mimetiza as condi¢cdes ambientais
(BALDOTTO & BALDOTTO, 2014).

4.1.1.3 Avaliacdo da influéncia do pH no processo de interagdo

A influéncia do pH no processo de interacdo entre a SH e a SQX foi avalida no
intervalo de 5 a 7 em escala unitaria. A maior interacdo ocorreu em pH 5 (Tabela 2)
considerando os valores de Ksv e Ky obtidos. Neste pH, a carga global da SH (pHpzc =
5,1) como da SQX (pKa1 = 2,62 e pKa2 = 6,01) (Fig. 5a-c), sdo preferencialmente nulas,
facilitando as interacBes. Em pH 6, a SQX estaria em cerca de 70% na forma nula.
Assim, a carga global ser nula, ndo implica na auséncia de cargas nas espécies, e sim,

que 0 numero de cargas positivas e negativas sao iguais.

Tabela 2. Avaliacdo da interacdo entre SQX e SH em funcéo do pH. Condi¢des: SH (20 mg L-
1), SQX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 6.

Constante de Stern-Volmer Parédmetros de ligacao

pH Ksv Ky

(10% L mol?) r (103L mol) f f
5 8,60 £ 0,30 0,0936 204001 110003  0,9961
6 5,95 + 0,22 0,9931 1,38+0,09 1,09+002  0,9980
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7 4,24 +0,09 0,9974 1,25 +0,01 1,12 + 0,03 0,9949

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 5. (a) Avaliagdo do valor do pHezc (point of zero charge) da SH; (b) Gréfico de
distribuicdo das espécies de SQX em funcdo do pH. A faixa em amarelo indica o pH = 6, no
qual as avali¢des foram efetuadas e (c) Representagdo do equilibrio acido-base da SQX em meio
aquoso.
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Neste sentido, visando simular melhor as condi¢des do solo, cuja faixa de pH
ideal para o cultivo, de forma geral, varia entre 5,5 a 6,5 (ALVAREZ et al., 2007),
empregou-se pH 6 nos experimentos futuros, além do valor da constante de interacdo

nesta condigdo, possuir uma magnitude intermediéria.
4.1.1.4 Avaliacao dos parametros termodinamicos

Uma vez que a capacidade calorifera do sistema ndo se altera em fungdo da
variacdo da temperatura do meio, € possivel determinar os parametros termodinamicos
aplicando a equacdo de van't Hoff. Assim, a titulacdo espectrofluorimetrica foi
realizada em diferentes temperaturas e, a partir da utilizacdo das equacdes 3 e 4 foi
possivel calcular os valores de AH, AS e AG (Tabela 3).

InK, = -A_H{ 1 }ﬁ equagio (3)
R R

T



35

T é a temperatura do sistema em Kelvin (K), e R é a constante universal do gas ideal. A
energia livre de Gibbs foi obtida usando a seguinte equacao:
AG = AH - TAS equacao (4)
De acordo com a Tabela 3, se observou reducdo nos valores de Ksy com o
aumento da temperatura, indicando que o tipo de quenching associado ao processo de
supressdo de fluorescéncia € estatico, ou seja, ocorre formacdo de complexo
supramolecular no estado fundamental com a macromolécula e do ligante (MOREIRA
et al., 2015).

Tabela 3. Pardmetros de ligacdo e termodindmicos para o sistema SH e SQX. Condigbes: SH
(20 mg L), SQX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 6.

Parametros de ligacéo Pardmetros termodindmicos
T(°C) Ksv Kp AH AS AG
@a’Lmol™y " @PLmo) f (kImol®) (@ mol*KY (kI mol)
22 423+0,10 10,9965 2,67+0,01 0,9964 0,95+0,03 - 19,53
30 399+0,11 10,9955 2,97+0,01 0,9941 0,97 +£0,03 +9,32 +97,8 -20,31
38 3,68+0,11 0,9955 3,26+0,01 0,9931 0,99 +0,03 - 21,09

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Além disto, se verificou que o processo de interagao foi espontaneo (AG < 0), e
que o valor do Ky aumenta com a temperatura, sugerindo que a associagdo SH-SQX
torna-se favoravel em temperatura mais elevadas. Com base nos valores de entalpia
(AH) e entropia (AS) verificou que a SH e a SQX interagem predominantemente por
forcas hidrofobicas (AH > 0 e AS > 0) (SILVA et al., 2014). Os parametros
termodindmicos AH e AS fornecem uma maneira de entender quais as forgas
preferenciais (e ndo exclusivas) estdo presentes na formacdo de um complexo. A
entropia de um sistema indica o grau de organiza¢do do mesmo, ou seja, quanto maior o
valor de AS maior o nimero de microestados que permitam a dissipacdo da energia do
sistema, caracteristico de interagdes hidrofobicas (ARAUJO et al., 2015). Visto que,
quando duas moléculas apolares entram em contato, ocorre uma desordem parcial das
moléculas de agua (na esfera de solvatacdo), permitindo assim a interacdo ligante-
receptor por meio do ganho entropico associado a desorganizacdo do sistema. Enquanto
a entalpia indica a quantidade de energia na forma de calor, fornecida ou cedida ao
sistema no decorrer das reacGes. De forma, geral, nos processos de interagOes
hidrofdbicas tem-se uma reacdo endotérmica, pois 0 sistema precisa absorver energia
para expulsar as moléculas de dgua do meio, e desta forma, ocorre alocacdo do ligante
(ROSS & SUBRAMANIAN, 1981). Assim, pode-se afirmar que nas condicdes
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experimentas utilizadas (pH 6), com a SH e SQX com as cargas preferencialmente
nulas, contribuiram para que a formacdo do complexo SH-SQX fosse entropicamente

favoravel.

4.1.1.5 Avaliacdo do efeito da forga ibnica no processo de interagdo

As espécies ibnicas podem interagir com diversas macromoléculas com variado
grau de afinidade. Por isso objetivando examinar a influéncia nas forgas de interagéo
existentes, realizou-se a avaliacdo da forga idnica, a fim de avaliar se existem um
componente idnico no processo de interacdo (OTZEN, 2002).

Verificou-se um aumento na constante de ligacdo de ~69%, apds aumento da
concentragéo de NaCl (0,05 a 0,3 mol L) no meio (Fig. 6). O perfil obtido, indica que
o tipo de interacdo existente entre a SH e a SQX néo sofre interferéncia negativa com a

presenca dos ions no meio, e que, a presenca destes facilitou o processo de interacgéo.

Figura 6. Avaliacdo do efeito da forga i6nica na interacdo do complexo SH-SQX. Condicoes:
SH (20 mg L), SQX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 6.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018

Uma vez que, o aumento da forga ibnica da solu¢do conduziu a uma maior
interacdo da SH com a SQX, é possivel que além das interacdes hidrofobicas, ocorreram
também interacdes eletrostaticas. Este fato, pode estar associado a fracdo de ~30% da
SQX (carga negativa) em pH 6 (Fig. 5b), justificando que existéncia também de
interacdes eletrostaticas.
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4.1.1.6 Ensaio com lodeto de potassio (KI)

O ion iodeto é capaz de promover quenching dindmico de moléculas
fluorescentes em solucdo, porém para que isso ocorra os fluoréforos presentes na SH
deve estar acessiveis aos ions I (SILVA, 2016). Desta forma, objetivando avaliar a
acessibilidade dos fluoréforos presentes na SH na presenca e auséncia da SQX,
realizou-se esse ensaio. Para tanto, os valores de Ksv e Kb foram os parametros de
avaliacdo, os quais reduziram em funcdo do aumento da concentracdo de SQX (Tabela
4).

Tabela 4. Valores das constantes na auséncia e presenca da SQX. Condicdes: SH (20 mg L 1),
SQX (0 —250 uM), a 30°C e pH 6.

Constante de Stern-Volmer

[50X] -
(M) (10° L mol) i
0 8.21 +0,19 0,9980
25 7.95+0.13 0.9990
100 7116 +0.13 0.9989

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O valor de Ksy para o sistema SH e ions iodeto foi de 8,21(% 0,19)x10%L mol?, e
com adicdo de SQX a 25 e 100 uM os valores para Ksyv variaram de 7,95(= 0,13) a 7,16
(£0,13)x10% L mol* indicando que o fluordforo da SH esta menos acessivel ao iodeto,

ou seja, o iodeto e a SQX competem pelo mesmo sitio de ligacdo da SH.

4.1.1.7 Fluorescéncia 3D

A espectroscopia de fluorescéncia 3D permite caracterizar a SH quanto a sua
estrutura, origem e presenca de possiveis grupos funcionais existentes (PAULA et al.,
2014). Essa macroestrutura apresenta varios grupos funcionais, com caracteristicas
hidrofilica ou hidrofébica, o que possibilita a interacdo com diferentes espécies em
solucdo, podendo sofrer mudancas conformacionais apds a interacdo com espécies
ligantes. Observou-se a existéncia dos picos A, B e C no espectro de fluorescéncia 3D
(Fig. 7), sendo estes, atribuidos a regido semelhante a proteinas (Aex / Aem = 270 / 343
nm), acido falvico (Aex/ Aem = 340 / 425 nm) e 4cido himico (Xex/ Aem = 420 / 441 nm),
respectivamente (WEI et al., 2016).
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Figura 7. Grafico de fluorescéncia 3D, (a) SH (20 mg L?) e do (b) do complexo SH-SQX a
30°C e pH 6. A [SQX] utilizada foi de 125 uM.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018

Mudancas na estrutura da SH nativa foram evidenciadas a partir desse ensaio,
devido maior variacdo (~ 40%) da banda referente a fracdo de acido humico presente na
macroestrutura da substancia humica. Com base nos espectros observa-se também que
ha grande diferenca entre os cromoforos que emitem fluorescéncia referente aos AF e
AH (AZEVEDO & NOZAKI, 2008).

4.1.1.8 Fluorescéncia sincronizada

Este estudo tem como finalidade identificar os principais grupos funcionais
presentes na SH que atuam como fluoréforos. De acordo com a literatura o pico entre
270-310 nm ¢ considerado como semelhante a proteinas (triptofano e tirosina) ou
proveniente da emissdo de fluorescéncia de compostos monoaromaticos, o de 310-370
nm esta relacionado a dois anéis arométicos condensados, de 370-400 nm esta associado
ao acido falvico, enquanto que em 470 nm ou mais, ao acido humico (Fig. 8). Neste
experimento foi usado AL = 18 nm (FERRARI e MINGAZZINI, 1995; AZEVEDO &
NOZAKI, 2008).

Figura 8. Espectro de fluorescéncia sincronizada da SH (20 mg L) na presenca de diferentes
concentracfes de SQX (0 — 250 uM) utilizando AA =18 nm, a 30°C e pH 6.
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No ensaio da fluorescéncia sincronizada permite obter informacdes mudancas
quanto ao microambiente proximo ao fluor6foro apds interagdo com o ligante. De
acordo com o resultado obtido (Fig. 8) pode-se inferir que 0 processo de interagédo
ocorreu preferencialmente na regido semelhante as proteinas. Além disto, se observa
que a banda de maior intensidade ¢ atribuida ao acido humico, indicando assim, que na

composic¢do da SH avaliada é formada em sua maior parte por essa fragao da MO.

4.1.1.9 Avaliacdo do efeito de espécies competidoras

Devido aos grupos funcionais presentes em sua macroestrutura, as SH possuem
um carater polieletrolitico, atuando como agente complexante de diversos ions
metélicos (ROCHA & ROSA, 2003). Desta forma foram avaliados os seguintes ions
competidores a 10 uM: Ca(ll), Mg(ll), Zn(l1), Cu(ll), Al(IT), Cr(lH1), Cr(VI), Mn(ll),
Fe(ll) e Fe (II) visto que estes cations e anions podem ser encontrados em aguas e
solos. Este estudo foi realizado comparando-se os valores da constante de ligacdo na
auséncia (Ksn) e presenca dos ions competidores (Kcompetidor) (Fig. 9). Assim, quando a
razdo Kcompetidor / KsH > 1, entdo o processo de interacdo foi favorecido, e o contrério

ocorre quando Kcompetidor / Ksh < 1.

Figura 9. Razdo entre as constantes de ligacdo na presenca e na auséncia de diferentes
competidores idnicos.
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Desta forma, notou-se que todos, exceto Ca(ll) e Mg(ll) influenciaram de forma
significativa na formacdo do complexo, possivelmente pela alteracdo da conformacéo
da SH quando associada a esses ions ou formacao de complexos com a SQX, ou seja,
um aumento no valor de Ky na presenca do ion pode ser um indicativo de que 0 mesmo
ao interagir com a SH altera a sua conformacédo favorecendo o processo de interacao,
enquanto a reducdo do Ky, sugere a competicdo entre o ion e a SQX pelo mesmo sitio de
ligacdo da SH (LYRA, 2017).

4.1.2 Avaliacao da interacdo por espectroscopia de absor¢éo no UV-vis

Este ensaio tem como intuito explorar mudancas estruturais na macromolécula e
avaliar a formagdo de complexo. O espectro de absor¢do de uma macromolécula é
sensivel ao microambiente que envolve os croméforos. Além disto, é possivel verificar
se houve formacédo do complexo no estado fundamental (Fig. 10), visando corroborar os
resultados do mecanismo de quenching obtidos por fluorescéncia molecular. A SQX
apresentou uma banda com maximo de absor¢cdo em 354 nm, relativo a transi¢des n —
7*. Devido a formacao do complexo SH-SQX (Amax = 351 nm) houve um deslocamento
hipsocrémico, isto é, deslocamento para uma energia de transicdo mais alta, e assim,

ma’ximo de absor¢do em comprimento de onda menor (PAVIA et al, 2010).
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Figura 10. Espectro de absor¢do no UV-vis dos sistemas SH, SQX e SH-SQX em 30°C e pH 6.
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Fonte: Elaborado pela autora 2018.

A formacdo do complexo SH-SQX foi sustentada pelos dados espectrais obtidos
devido a alteracdo da intensidade de absorbancia da SQX (Asox = 0,139), resultante da
adi¢do de SH a sua solugdo. O fato de AA = Ash-sox — (Asox + Asn) = 0,022; ser
diferente de zero, indica que a formacdo do complexo ocorre efetivamente no estado
fundamental, isto é, que o processo de quenching é estatico (MOLINA-BOLIVAR,
2014). Caso o quenching fosse dindmico ndo seriam observadas mudancgas no espectro
de absorbancia. Este resultado juntamente com os estudos de variagdo de temperatura
realizados por fluorescéncia molecular é concordantes com o tipo de quenching

sugerido.
4.1.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN H)

O estudo por RMN !H (Fig. 11) possibilita 0 monitoramento do processo de
interacdo sob a perspectiva do ligante, ou seja, a partir da comparacdo dos parametros
dos espectros do SQX livre e ligado a macromolécula. Com a utilizacdo dessa técnica é
possivel mensurar, em alguns casos, a regido de intera¢do do ligante com a SH a partir

da variacdo de deslocamento quimico de cada hidrogénio.

Figura 11. Espectro de RMN H da SQX na presenca de diferentes propor¢des de SH.
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De acordo com os resultados obtidos observou-se maior variagdo no
deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos 2, 6 e 7; e em seguida os hidrogénios
de 9-12 (Tabela 5) da SQX apos a interacdo com a SH em pH 6 a 22°C. Logo a regido

proxima a estes hidrogénios foi mais influenciada no processo de interacéo.

Tabela 5. Valores de deslocamento quimico para SQX na presenca de diferentes proporcoes de
SH a 30°C e pH 6.

o/ ppm
Hidrogénio SQX:SH (m/m) A8
SQX 1:4 1:2 1:1
2,6 7,781 7,812 7,811 7,808 + 0,027
3,5 6,789 6,789 6,789 6,789 + 0,000
7 8,254 8,262 8,264 8,268 + 0,014
9,12 7,685 7,681 7,680 7,677 + 0,008
10 7,843 7,841 7,840 7,836 - 0,007
11 7,507 7,502 7,503 7,497 - 0,010

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Este resultado constitui um indicativo de que as interacbes ocorrem
preferencialmente na regido proxima a esses hidrogénios, sendo concordantes com
regibes que podem apresentar processos de interacdes hidrofébicas e forcas

eletrostaticas.
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4.2 Estudos de interacdo do roxarsone (RX) com substancias humicas do solo

4.2.1 Estudos empregando fluorescéncia molecular

O RX ndo apresenta banda de emissdo proximo a da SH, logo p6de-se avaliar o
processo de interagdo entre essas espécies empregando fluorescéncia molecular,
considerando que a intensidade de emissdo e perfil espectral da SH seja alterado na
presenca do ligante. Para tanto, foram avaliados 0os mesmos parametros descritos
anteriormente em relagdo ao sistema SH e SQX, assim como, empregou-se as mesmas

equacOes para calcular os parametros de ligagéo e termodindmicos.

4.2.1.1 Titulacdo espectrofluorimétrica para avaliar a interacdo entre a SH e RX

Para avaliar o processo de interacdo entre a SH e o RX realizou-se uma titulacéo
espectrofluorimétrica, mantendo-se constante a concentracdo da SH e adicionando-se
guantidades crescentes do ligante em estudo (Fig. 12a). No processo de titulacéo, foi
observado que ao se adicionar quantidades crescentes do RX houve diminuicao do sinal
analitico relativo a intensidade de fluorescéncia da SH na forma livre. O perfil obtido é
indicativo que houve interacdo (SILVA, 2017), e que o RX funciona como uma
molécula quencher, isto é, uma espécie capaz de inibir a fluorescéncia do fluoréforo
(nesse caso a SH). A capacidade de supressdo de fluorescéncia do ligante frente ao
fluoroforo é medido considerando a constante de Stern Volmer, descrita anteriormente.
Assim, a partir da linearizacdo dos dados espectrais (Fig. 12a), calculou-se os valores de
Ksv (Fig. 12b), Ky e n (Fig. 12c).

O processo de reducdo da intensidade de fluorescéncia pode ocorrer de
diferentes formas, preferencialmente o quenching estatico ou dinamico. Como ja
descrito, o processo associado ao quenching dindmico esta limitado ao fluor6foro no
estado excitado, ocorrendo choque com o ligante que o desativa. Em contrapartida o
quenching estatico refere-se a formacéo de um complexo estavel no estado fundamental
(SILVA, 2016), o ndo apresenta as mesmas propriedades espectroscépicas da SH ou do
RX livres.
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Figura 12. Resultados obtidos para avaliacdo da interacdo SH-RX por fluorescéncia molecular.
(a) Curva de titulacdo da SH (20 mg L) com RX (0 - 250 uM) a 30°C e pH 5; (b) Linearizagdo
da curva em fungdo da equacédo 1 (Ks); (c) Linearizacdo da curva em funcgdo da equagdo 2 (Kp €
n).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os processos descritos, podem ser avaliados e distinguidos pela sua dependéncia
com a temperatura, onde em temperaturas mais altas o quenching estatico é
desfavorecido e o dindmico é favorecido. Assim, utiliza-se como parametro de
avaliacdo os valores da constante de Stern-Volmer em diferentes temperaturas para

propor 0 mecanismo de quenching preferencial (MOREIRA et al, 2014).

4.2.1.2 Influéncia do pH e concentracdo da SH na formacéo do complexo SH-RX

O efeito do pH foi avaliado na formacao do complexo entre SH e RX simulando
as condigdes ambientais. Assim, a influéncia do pH no meio foi avaliada no intervalo
de de 5 a 7 em escala unitaria, utilizando-se o tampao fosfato a 10 mM. Em pH 7, ndo
foi observada variacdo espectral quanto a intensidade de fluorescéncia da SH na
presenca do RX, indicando que o processo de interacdo nesta condi¢cdo ndo era
favorecido. Logo, nesta condicdo os parametros de ligagdo ndo foram calculados,
portanto a Tabela 6 apresenta os valores de Ksy, Ky € n apenas para pH 5 e 6.

Tabela 6. Avaliagdo da interacdo entre RX e SH em funcédo do pH. Condicdes: SH (20 mg L1),
SQX (0 —250 uM), a 30°C e pH 6.

Constante de Stern-Volmer Parametros de ligagdo

pH Ksv r Kb n r
(10 L mol?) (10 L mol?)
5 3,18 £ 0,09 0,9952 1,20+0,01 0,89 +0,04 0,9871
6 1,15+0,07 0,9816 0,37 £ 0,02 0,94 +0,05 0,9857

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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A maior interacdo ocorreu em pH 5 (Tabela 6). Neste valor de pH a carga global
da SH esta proximo ao valor do pHpzc = 5,1; condigéo de concentragdo hidrogenibnica
onde a carga global seria nula (Fig. 5a). O ligante RX atua como &cido fraco triprotico
(HsRX, pKa = 3,49; pKa2 = 5,74 e pKaz = 9,13), e de acordo com o gréafico de
distribuicdo de espécies em funcdo do pH (Fig. 13a), em pH 5 o ligante deve estar
preferencialmente negativo, sendo uma mistura de H2RX  (em maior proporc¢do) e

HRX?%, o que deve facilitar a interagio entre as espécies. Neste sentido, o pH 5 foi
selecionado para os estudos posteriores.

Figura 13. (a) Grafico de distribuicdo das espécies de RX em fungdo do pH. A faixa em

amarelo indica o pH =5, no qual as avali¢des foram efetuadas e (b) Representacdo do equilibrio
acido-base da SQX em meio aquoso.
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Fonte: Elaborado por SILVA, 2017

Em seguida, foi realizada a avaliacdo da concentracdo da macromolécula, neste
caso a SH a 10 e 20 mg L em pH 5, onde os valores de Ky, foram 3,18(+ 0,09) e 2,66(+
0,19)x10° L mol?, respetivamente. O aumento da concentragdo da SH conduziu a um
maior valor da constante de ligacdo com o RX. Desta maneira, manteve-se a
concentragdo da SH em 20 mg L neste estudo. Apesar desse comportamento,
concentragBes superiores a 20 mg L™ ndo foram avaliadas devido a um possivel efeito

de filtro, o que poderia levar a erros nas medidas espectroscépicas realizadas.
4.2.1.3 Parametros termodindmicos associados ao processo de interacdo SH-RX
A titulacdo espectrofluorimétrica realizada em diferentes temperaturas do

sistema contendo a SH e RX permitiu inferir que o tipo de quenching preferencial

associado ao processo de supressdo de fluorescéncia da SH na presenca do RX €
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estatico, devido a reducdo nos valores de Ksy com o aumento da temperatura (Tabela

7), indicando que o complexo supramolecular formado foi no estado fundamental.

Tabela 7. Parametros de ligagdo e termodinamicos para o sistema SH e RX. Condicoes: SH
(20 mg L), RX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 5.

Parametros de ligacéo Parametros termodinamicos
T(°C) Ksv Ko AH AS AG
@Lmoly) " @olLmol) " M (KImol)  (Imol®)  (KJImol?)
22 3,06+011 09895 0,86+0,08 0,9968 0,84 +0,02 - 16,65
30 2,86 £0,13 10,9879 0,77+0,18 0,9869 0,83 +0,04 -19,52 -9,73 - 16,58
38 251+0,10 09912 0,57+0,12 0,9935 0,81+0,03 - 16,50

Fonte: Elaborado pela autora, 2018

A partir dos valores obtidos foi possivel observar que o processo de interacao foi
espontaneo (AG < 0) e que, o RX interage predominantemente por forgas de van der
Waals e ligagdes de hidrogénio (AH < 0 ¢ AS <0) com a SH (MALTAS, 2014), ou seja,
as moléculas do ligante estdo mais organizadas devido as ligacdes serem mais estaveis,
havendo liberacdo de energia por causa da estabilidade dessas ligacGes (processo
exotérmico). Baseado nisso, podemos afirmar que a formacdo do complexo SH-RX foi
entalpicamente favoravel (DOTTO et al., 2011).

4.2.1.4 Avaliacdo da forca ionica na estabilidade do complexo SH-RX

Uma vez que o RX apresenta carga no pH do estudo, o efeito da for¢a idnica foi
avaliado, visto que, as espécies idnicas presentes no meio podem alterar a afinidade do
ligante com a macromolécula, e desta forma, este estudo contribui na elucidacdo do
mecanismo de interacdes existentes (OTZEN, 2002). Os resultados para avaliagdo da
forca i6nica sdo mostrados na Fig. 14.
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Figura 14. Avaliacdo do efeito da forca idnica na interacdo do complexo SH-RX. Condigdes:
SH (20 mg L), RX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 5.
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Neste estudo, observou-se uma reducdo na constante de ligacdo (Ky) significativa,
ap6s a adicdo de quantidades crescentes de NaCl (0,05 a 0,3 mol L) no meio (Fig. 14).
Apesar do estudo anterior indicar que as forcas de van der Waals e ligacOes de
hidrogénio serem majoritarias, ha uma parcela de forcas eletrostaticas existentes nessas
interacOes, ou seja, a presenca dos ions dificulta a interacdo, observando-se assim uma

reducdo na constante de ligacdo (LIANG et al., 2008).

4.2.1.5 Ensaio com iodeto de potassio

O ion iodeto é capaz de promover supressdo da fluorescéncia de fluoréforos em
solucdo, na condicional deste estar acessivel (ROCHA & CAETANO, 2014). Desta
forma, se avaliou a acessibilidade do sitio do fluoréforo da SH ao ion iodeto na presenca
e auséncia do RX. De acordo com a Tabela 8, pdde-se observar que o valor de Ksy
reduziu na presenca do RX para concentracdo de 25 pM, contudo, aumentou para
concentracdo de 100 uM, sendo similar ao valor na auséncia do ligante. Este perfil
indica que a presenca do RX ndo altera a acessibilidade do fluoréforo na estrutura da
SH.
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Tabela 8. Valores das constantes na auséncia e presenca da RX. Condicdes: SH (20 mg L),
RX (0 — 250 uM), a 30°C e pH 5.

Constante de Stern-VVolmer

RX] -
M SV

(M) (10° L mol) s
0 6,28 + 0,14 0,9981
25 5.99 + 0,09 0.9991

100 6.31 + 0,10 0.9990

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

4.2.1.6 Estudos por fluorescéncia 3D

A espectroscopia de fluorescéncia 3D foi utilizada para obter informagGes
quanto a estrutura, origem e presenca de possiveis grupos funcionais existentes na SH
(PAULA et al., 2014). Essa macromolécula apresenta varios grupos funcionais, com
caracteristicas hidrofilica ou hidrofobica, o que permite a interacdo com diferentes
espécie9oos em solugdo. Dessa forma, os resultados obtidos por fluorescéncia 3D (Fig.
15) podem ser utilizados para avaliar possiveis mudancas estruturais nas bandas
referentes composicao similar a proteinas, acido humico e acido falvico (regites A, B e

C, respectivamente).

Figura 15. Gréfico de fluorescéncia 3D, (a) SH (20 mg L) e do (b) do complexo SH-RX a
30°C e pH 5. A [RX] utilizada foi de 125 uM.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Nos espectros apresentados na Fig. 15 sdo observadas a existéncia dos picos A,

B ¢ C, atribuidos a regido semelhante a proteinas (Aex / Aem = 270 / 343 nm), &cido
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himico (Aex / Aem = 340 / 425 nm) e acido falvico (hex / Aem = 420 / 441 nm),
respectivamente (WEI et al., 2016). Foram verificadas mudancas na estrutura da SH
nativa por meio deste desse ensaio em decorréncia do processo de interacdo, devido a
reducgdo (~30%) na banda referente a fracdo de &cido himico presente na macroestrutura
da substancia humica. O resultado da variacdo desses picos serve para identificar a
regido da SH onde mais ocorrem as alteraces conformacionais devido ao processo de

interacéo.

4.2.1.7 Fluorescéncia sincronizada

A aplicacdo de fluorescéncia sincronizada tem como intuito identificar os grupos
ou fracOes presentes na SH com base nos picos obtidos nos espectros de varredura
sincronizada (Fig. 16). Como ja mencionado, 0s picos entre 270-310 nm sdo associados
sistemas similares a proteinas ou compostos monoaromaticos, o pico de 310-370 nm
esta relacionado a anéis aromaticos condensados, de 370-400 nm ao é&cido fulvico
enquanto que partir de 470 nm ao acido humico (SANTQOS, 2009). Neste estudo, foi
aplicado AL = 18 nm para avaliagdo dos diferentes sistemas descritos acima
(AZEVEDO & NOZAKI, 2008).

Figura 16. Espectro de fluorescéncia sincronizada da SH (20 mg L) na presenca de
diferentes concentracdes de RX (0 — 250 uM) utilizando AX = 18 nm, a 30°C e pH 5.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Com base na andlise dos espectros ocorreu maior deslocamento espectral na
regido semelhante as proteinas, sinalizando que a SH apresenta grupos similares a esta
macromolécula em sua composi¢cdo (FERRARI e MINGAZZINI, 1995).

4.2.1.8 Avaliacdo do efeito de espécies competidoras

As SH possuem diferentes grupos funcionais e desta forma, atuam como agente
complexante de diversos ions metalicos, devido aos distintos grupos funcionais
presentes em sua macroestrutura. Desta forma foram avaliados os seguintes ions
competidores: Ca(ll), Mg(ll), Zn(1l), Cu(ll), AI(HT), Cr(I1), Cr(VI), Mn(ll), Fe(ll) e
Fe(I11) visto que estes podem estar presentes em aguas e solos. Neste estudo, todas as
espécies foram avaliadas a 10 uM, com excecdo do Fe(lll), onde se utilizou a metade
desta concentracédo (Fig. 17). De forma similar ao estudo da SH com SQX, aqui também
empregou como parametro de avaliacdo a razdo entre as constantes na presenca e

auséncia dos competidores.

Figura 17. Raz&o entre as constantes de ligagdo na presenca e na auséncia de diferentes
competidores ibnicos.

/ KSH

competidor

3
IS

N

D O N N
S SITNPOUENJEOIIN

N O D

NRNMEARPRSIN

@Qs ?3\ ® \\\\6; C}\ A8 @ C‘\ K\
&

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Notou-se que todos, exceto o cobre, influenciaram de forma significativa na
formacdo do complexo, levando ao aumento da interacdo, possivelmente devido a
alteracdo da conformacdo da macromolécula ou reacbes de complexacdo entre esses

ions e o ligante, o que favorece a interagédo da SH com o RX. Como houve um aumento
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no Ky pode-se dizer que o RX e os ions avaliados ndo competem pelo mesmo sitio de

ligacdo da SH.

4.2.2 Avaliacdo da interacdo por espectroscopia de absor¢éo no UV-vis

No estudo por UV-vis se avaliou a formacdo do complexo entre a SH e RX. O
espectro de absorcdo de uma macromolécula é sensivel ao microambiente que envolve
os grupos cromoforos. Além disto, este ensaio auxilia na classificagdo do mecanismo de
quenching de fluorescéncia molecular, considerando que ocorra formagdo do complexo
no estado fundamental. Como base na Fig. 18 observou-se que o RX apresentou uma
banda com maximo de absor¢do em 337 nm, referente a transicoes n — n* (PAVIA et
al, 2010). O complexo SH-RX por sua vez apresentou banda com maximo de absor¢éo
em 331 nm, havendo um deslocamento hipsocrémico, assim como, no sistema SH-
SQX.

Figura 18. Espectro de absor¢do no UV-vis dos sistemas SH, RX e SH-RX em 30°C e pH 5.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

Os dados espectrais obtidos sdo utilizados para verificar se houve ou néo
formagdo do complexo com base nos valores de deslocamento. A formacdo do
complexo SH-RX foi confirmada pela ndo sobreposicdo dos espectros de absorcdo do
RX (Arx = 0,077) com o espectro obtido pela diferenca (A = Asn-rx — Asn = 0,110)

indicando que o tipo de quenching associado ao processo € estatico, pois, AA= AsH.rx —
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(Arx *+ Asn) = 0,034 foi diferente de zero (WU et al, 2011). Baseado nisso pode-se
afirmar que o complexo formado apresenta absortividade molar maior que as espécies
isoladas. Caso mudangas espectrais ndo fossem observadas no espectro de absorbancia,
seria um indicativo de quenching dinamico. Este resultado juntamente com o dos

parametros termodinamicos corroborou para a elucidagdo do mecanismo de quenching.

4.2.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN H)

Diferente dos estudos anteriores por fluorescéncia molecular e UV-vis onde se
avaliou a SH ou SH e RX, na RMN se avalia o efeito que a macromolécula pode
produzir no ligante. E desta forma, monitorar, quando possivel, a partir da variacdo de
deslocamento quimico de cada hidrogénio a regido do ligante (epitopo) que
preferencialmente interage. A Fig. 19 e Tabela 10 apresentam os dados referente a este

estudo.

Figura 19. Espectro de RMN *H do RX na presenca de diferentes propor¢des de SH.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

De acordo com os resultados que todos os hidrogénios aromaticos do RX
apresentaram variagdo de deslocamento quimico similar. Este fato deve estar associado
a uma interacdo com a molécula de forma geral, sem uma regido especifica e desta

forma, os hidrogénios 2, 5 e 6 foram afetados no processo de interacdo. Logo, a regido
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que ocorre a interacdo com 0 RX na SH deve ser suficientemente grande para acomodar
a molécula de forma organizada, e desta forma, justificando o valor negativo da

entropia.

Tabela 9. Valores de deslocamento quimico para RX na presenca de diferentes proporcoes de
SH a 30°C e pH 5.

o/ ppm
Hidrogénio RX RX:SH / propor¢do em massa Ad?
4:1 2:1 1:1
2 8,555 8,551 8,546 8,540 -0.015
5 7,413 7,409 7,406 7,399 -0.014
6 7,996 7,992 7,989 7,982 -0.014

10 valor de A$ foi calculado com base na diferenga entre §(RX:SH = 1) e §(RX).
Fonte: Elaborado pela autora 2018

4.2.4 Inibigéo da fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina € uma hidrolase também presente nos solos que remove
grupos fosfato de moléculas orgénicas, além de nucleotideos, proteinas e alcaloides
(PERTILE, 2011). O arsénio(V) inorganico ¢ um inibidor competitivo desta enzima
(SHIRAZI et al., 1981). Assim, com intuito de avaliar a influéncia do RX, um composto
organico de arsénio(V) e do complexo SH-RX, avaliou-se a atividade enzimatica
utilizando a fosfatase alcalina como modelo bioldgico. Desta forma, realizou-se o
ensaio de inibicdo na presenca dos possiveis inibidores, monitorando a formacdo de
uma espécie fluorescente (sonda, 4-MU) ap6s a acdo a enzima em um derivado
fosfatado (4-MUP) (Fig. 20).

Figura 20. Reagdo que ocorre durante a fosfatase alcalina

+ OH + HPO2

4-MUP

Fonte: Elaborado por SILVA, 2017.

Visto que essa a atuagéo desta da fosfatase ocorre naturalmente em solos, e que,
0 arseniato, € um inibidor competitivo desta enzima, faz-se necessario avaliar a
influéncia do composto em estudo nesse processo na auséncia e na presenca da SH (Fig.

21). Com base na andlise da Fig. 21a, observa-se que uma pequena reducéo da atividade
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enzimatica com a adicdo de RX a 10 uM, porém com o aumento da concentracao para
100 pM, houve uma reducdo de ~ 40% da atividade da enzima. Pela Fig. 21b
comportamento similar foi observado, onde apenas a SH com maior concentracdo
apresentou reducdo significativa da atividade (~ 17%). O sistema ao qual foi adicionado

RX e SH foi apresentou maior reducdo cerca de 46%.

Figura 21. Resultados da inibicdo da fosfatase alcalina. a) Avaliagdo da inibicdo frente 0 RX
(10 e 100 uM); b) Avaliacdo da atividade enzimatica em diferentes sistemas SH (2 e 20 mg L)
em 30°C e pH 9,5. Feontrole € @ fluorescéncia na auséncia e F na presenca dos possiveis inibidores
RX, SH e RX-SH.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Com base nos resultados obtidos foi possivel observar que tanto RX (100 uM)
inibe mais efetivamente a enzima, contudo, a SH (20 mg L™?) e o complexo SH-RX
também reduzem a atividade da enzima. Com base nesse resultado, a possivel
contaminacdo de RX no solo, a capacidade enzimatica da fosfatase seria afetada, tanto

do composto livre, quanto complexado com MO.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou os principais parametros associados ao processo de
interacdo SQX, RX e SH simulando as condi¢des ambientais. A forca de interacdo entre
a SH e os compostos analisados € intermediaria (10%). Constatou-se que 0 processo
ocorreu por quenching estatico. Resultado confirmado em funcdo da formacdo de
complexo no estado fundamental que foi obtido empregando-se UV-vis. Pelos
parametros termodinamicos, observou-se que os processos foram espontaneos (AG < 0),
que, as forcas de interacdo envolvidas no processo de interagdo SH-SQX s&o
hidrofobicas (AH > 0 e AS > 0), enquanto na interagdo SH-RX as forcas de Van der
Waals e ligacoes de hidrogénio sdo predominantes (AH < 0 e AS < 0), sendo verificado
em ambos a existéncia de uma pequena parcela de interacdes eletrostaticas.

Os resultados adquiridos no teste com KI comprovaram que no processo de
interacdo SH-SQX o iodeto compete pelo mesmo sitio de ligacdo da SH devido a
reducdo no Ksv com a adicdo de SQX, porem foi inconclusivo para saber a
disponibilidade do fluoréforo na presenca da SH para o sistema SH-RX. A avaliacéo
dos ions metalicos indicou que os mesmos quando associados ao complexo interferem
no processo de interacdo, podendo-se conjecturar a partir desse resultado um possivel
comportamento de um solo contaminado na absorcdo de micronutrientes. E baseando-se
no comportamento da fosfatase alcalina na presenca das espécies avaliadas pode-se
fazer uma correspondéncia entre a quantidade de matéria organica, contaminante e
atividade enziméatica em determinados solos. Portanto, tendo em vista o entendimento
do comportamento desses contaminantes no meio onde estdo inseridos, pode-se
empregar os resultados deste estudo para o entendimento dos processos que ocorrem no

solo, e quando possivel, auxiliar na recuperacdo de ambientes contaminados.
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