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RESUMO

SILVA, Vanézia Liane. Determinacao estrutural de complexos Cd, Cu, Pb e
Zn-DTPA: MS, infravermelho, RMN C e investigacio teédrica (DFT). 2007
53 p. Dissertagdo (Mestrado em Agroquimica)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.'

Metais pesados, como: Pb, Cd, Zn e Cu, tém dificuldade de translocag¢ao
nas plantas. O fendmeno parece estar ligado a facilidade de complexacdo com
aminodcidos de plantas, produzindo estruturas estdveis com alto impedimento
estérico. E conhecido que o 4cido dietilenotriaminopentacético (DTPA) é um
poliaminocarboxilato com estrutura semelhante a um aminoédcido e que suas
solucdes jia vém sendo empregadas para determinar teores de elementos de
transi¢cdo no solo. Entdo este ligante foi escolhido como um “modelo” para o
estudo da interacdo e do transporte metal-aminodcido em plantas. O objetivo
deste trabalho foi sintetizar, caracterizar e propor estruturas para os complexos
formados pelos referidos metais e 0 DTPA, usando as técnicas de Infravermelho
(IV), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN BC e 'H), Espectrometria de
Massas (MS) e aproximagdes com cdlculos tedricos. Os espectros de MS
mostraram que os complexos estudados t€ém uma relagdo estequiométrica de 1:1
entre metal e ligante. Espectros de IV sugeriram que os metais estdo ligados
através dos atomos de nitrogénio e oxigénio carboxilicos. Os espectros de RMN
C evidenciaram a existéncia de grupos carboxilicos livres e complexados.
Estruturas puderam ser propostas por otimizacdes através dos Célculos Tedricos
DFT. Estes mostraram claramente que as estruturas sdo hexacoordenadas com
grande impedimento estérico. Foi observado também que quanto maior o raio
atobmico do metal mais distorcido € a estrutura de um arranjo octaedral.
Interacdes semelhantes sdo supostas para ocorrer em aminodcidos de plantas, e
isso pode justificar a baixa translocacio dos metais pesados em plantas.

'Comité Orientador: Ruy Carvalho - UFLA (orientador), Walcleé de
Carvalho Melo - UFLA.



ABSTRACT

SILVA, Vanézia Liane. Structural determination of Cd, Cu, Pb and Zn-
DTPA complexes: MS, infrared, ?C RMN and theoretical investigation
(DFT). 2007. 53 p. Dissertation (Master in Agrochemistry)-Federal University
of Lavras, Lavras, MG. '

Heavy metals, such as Pb, Cd, Zn and Cu, are hardly translocated in
plants. The phenomenon seems to be linked to their easy complexation with
amino acids of plants, producing stable structures with high steric hindrance. It
is known that diethylenetriaminepentacetic acid (DTPA) is a
polyaminocarboxilate with structure similar to amino acids and that their
solutions have already been used to determine content of transition elements in
soil. Thus, this ligand was chosen as a "model" for the study of the interaction
and transport of metal-amino acid in plants. The goal of this work was to
synthesize, characterize and propose structures for the complexes based on the
mentioned metals and DTPA, using infrared (IV), nuclear magnetic resonance
(®C and 'H NMR), mass spectrometry (MS) and theoretical calculation
approaches. The MS spectra showed that the studied compounds have
stoichiometry 1:1 between metal and ligand. IV spectra suggested that metals are
bonded to nitrogen and carboxyl oxygen atoms. C NMR spectra evidenced the
existence of both free and complexed carboxyl groups. Structures could then be
proposed for the compounds, as optimized through DFT theoretical calculations.
These clearly showed that structures are hexacoordinated with high steric
hindrance. It was also observed that the larger the metal atomic radius, the most
distorted is the structure from an octahedral arrangement. Similar interactions
are supposed to occur in amino acids of plants, and this may justify the poor
translocation of heavy metal in plants.

'Guidance Commitee: Ruy Carvalho — UFLA (Major Professor), Walcleé de
Carvalho Melo — UFLA.
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1 INTRODUCAO

Os metais, pesados ou ndo, apresentam-se como uma das bases para o
desenvolvimento da sociedade, sendo utilizados como matéria prima em
diversas industrias de bens de consumo e em fertilizantes agricolas. Em
contrapartida, pela utilizacdo indiscriminada, eles desempenham papel de
destaque na polui¢do ambiental contaminando diretamente 0s organismos vivos
do solo, tornando-se disponiveis as plantas em niveis téxicos, além da
possibilidade de sua transferéncia para a cadeia alimentar através das préprias
plantas ou pela contaminacdo das dguas de superficie e subsuperficie (Chang et
al., 1987).

O grau de contaminacdo causado por metais pesados, bem como os
teores de metais-nutrientes disponiveis as plantas em solos, é avaliado por
extratores quimicos especificos. Trata-se de solucdes 4cidas ou de agentes
complexantes cuja capacidade extratora, quando em contato com amostras do
solo, deve-se correlacionar com a extracdo feita pelas plantas cultivadas nesses
ambientes. “Assim, o melhor extrator quimico ndo € o que extrai os maiores
teores de metais das amostras do solo, mas aquele que melhor correlaciona com
o comportamento extrativo das plantas (Carvalho, 2006; Paim, 2006).”

E importante também considerar os efeitos das concentragdes dos metais
pesados do solo sobre a propria existéncia das plantas como “extrator biol6gico”
e a sua influéncia na cadeia alimentar (Leschber et al., 1985). Como exemplos
de solugdes extratoras, destaque para a mistura duplo-dcida de HCI + H,SO,
(Melich-1), os quelatizantes 4cido  dietilenotriaminopentaacético  +
trietanolamina (DTPA-TEA) e a solucdo de CaCl,. As principais dificuldades na
escolha de um extrator adequado sdo a variagdo de sua eficiéncia conforme a

concentracdo e o tipo de metal presente no solo, o tipo de solo, a presenca de



outras espécies quimicas interferentes e a espécie vegetal cultivada (Bertoncini,
2002).

As plantas absorvem pelas raizes tanto micronutrientes (essenciais em
baixas concentra¢des) quanto microcontaminates. Cu e Zn sido considerados
essenciais e simultaneamente microcontaminantes; em niveis toxicos o Cu causa
reducdo na ramificacdo, engrossamento e coloracdo anormal das radicelas das
plantas. J4 para o Zn a toxidez estd relacionada a baixa lixiviagdo (percolagdo)
deste elemento no solo (Gupta, 2001). Pb e Cd sdo microcontaminantes
ambientais e um de seus efeitos deletérios causados as plantas € a redugdo da
producdo de matéria seca da parte aérea (MSPA) (Carvalho, 2006).

Cadmio, zinco, cobre e chumbo sdo elementos deficientes em elétrons d
e, portanto, apresentam afinidade por ligantes doadores de elétrons para formar
complexos estdveis. Como o DTPA € um ligante octadentado e, portanto uma
poderosa base de Lewis, os complexos do tipo metal-DTPA podem ser
facilmente formados.

O DTPA foi escolhido como um “modelo” para o estudo da interagdo e
do transporte metal-aminodcido nas plantas, pois é um poliaminocarboxilato
com estrutura semelhante a um aminodcido (classe de compostos orginicos
essenciais que contém os grupamento carboxila e amina), suas solucdes ja vém
sendo empregadas para determinar teores de elementos de transicdo, essenciais
as plantas, no solo e metais como cobre e zinco podem ser transportados via
xilema para a parte aérea das plantas quando complexados a diversos
aminodcidos (Kerbuy, 2004),

O estudo tornou-se necessdrio a partir das constatacdes de Carvalho
(2006), que trabalhando com plantas de feijoeiro, cultivadas em casa de
vegetacdo em dois solos representativos do Brasil, contaminados com Pb, Cd,
Zn e Cu, o autor observou uma baixa mobilidade desses metais, principalmente

Cd e Pb, nas plantas. A intoxicacdo vegetal deu-se mais por depdsitos



radiculares que por transporte para a parte aérea, tendo havido baixo acimulo
principalmente nos frutos. Parece, portanto razodvel inferir que a baixa
translocacdo de metais pesados resulta de sua combinagdo com aminodcidos
presentes no xilema originando estruturas com impedimento estérico, estiveis e
pouco méveis.

Assim, o objetivo deste trabalho foi: a) sintetizar complexos DTPA-
metal (Cu, Cd, Pb e Zn); b) caracterizar suas estruturas empregando as técnicas
de Infravermelho, Andlise Elementar (C, H, N), Ressonancia Magnética
Nuclear, Espectrometria de Massas e Cdlculos Tedricos; c) propor possiveis

estruturas que possam explicar a baixa mobilidade dos metais nas plantas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais Pesados

O termo “metais pesados” é definido como metais de densidade relativa
maior que 5 g cm’' e altamente reativos, o que explica a dificuldade de encontra-
los puros na natureza. Normalmente apresentam-se em concentragdes muito
pequenas, associados a outros elementos quimicos, formando minerais em
rochas (Carneiro et al., 2001). O termo abrange um grupo de metais e ndo
metais, alguns metais sdo perigosos pela sua toxicidade e potencial de
bioacumulagdo, por exemplo: Cd, Cu, Zn e Pb (Chang et al., 1984).

Metais como Cu e Zn sao considerados micronutrientes, ou seja,
nutrientes que, embora essenciais, sdo requeridos em quantidades extremamente
pequenas por plantas, animais e seres humanos. O Cu, por exemplo, tem papel
importante na formacdo da melanina das plantas e da pigmentagdo da pele dos
animais. A sua toxicidade causa reducdo na ramifica¢do, engrossamento e
coloracdo anormal das radicelas de muitas plantas (Gupta, 2001). O Zn participa
da sintese do DNA e do RNA em plantas e animais (Malavolta, 1994). A
maioria das culturas € tolerante as altas concentragdes de Zn. A fitotoxicidade
existe porque muito pouco deste nutriente € lixiviado (percolado) e porque a
reversdo do Zn aplicado para formas ndo disponiveis é relativamente lenta em
solos (Gupta, 2001). Ja elementos como o Pb e o Cd sdo considerados
microcontaminantes. O Pb nas plantas interfere na divisdo celular e inibe a
extensdo do sistema radicular, a diminuicdo do processo respiratério, causada
pela reducdo na assimilagdo de CO,, provoca reducdo no crescimento, a
interrupcao do metabolismo de célcio e a inativagdo enzimatica (Ferreira, 2001).

Nos seres humanos o Pb ataca principalmente o sistema nervoso, a medula dssea



e os rins, € como esses sistemas interferem nos processos genéticos ou
cromossdmicos, produzem alteracdes na estabilidade da cromatina, inibindo o
reparo do DNA e agindo como promotor de cancer (Campos, 2005). O Cd nas
plantas causa diminui¢do no crescimento da parte aérea e do sistema radicular
(Oliveira et al., 1994a), inducdo da producdo de fitoquelatinas (pequenos
peptideos ricos em cisteina em que a maior parte do Cd absorvido encontra-se
complexado) (Valitutto, 2004), interferéncia na biossintese de clorofila, aumento
na atividade da enzima peroxidase (enzima oxidante na presenga de peréxido de
hidrogénio) (Oliveira et al., 1994b; Silva, 1994), diminui¢do das taxas
fotossintéticas e da atividade da nitrogenase (enzima responsdvel na fixagdo
bioldgica do nitrogénio atmosférico pelas plantas) (Oliveira et al., 2006). Em
estudo recente, Carvalho (2006) verificou que plantas de feijoeiro cultivadas em
solos altamente contaminados por cddmio apresentaram reducio na producio de
matéria seca da parte aérea e redugdo drdstica na producdo de graos. Nos seres
humanos, o Cd pode causar reducdo de crescimento, hipertensdo arterial por
retencdo de sddio, além de produzir efeitos adversos em alguns metais essenciais

aos tecidos (Doyle, 1977).

2.2 Origem dos metais pesados no solo

Quanto as suas origens, os metais presentes no solo podem ser divididos
em litogénicos e antropogénicos.

A fragdo litogé€nica é oriunda de fontes geoldgicas, como residuo de
rocha, ou € liberada por ocasidao do intemperismo. O material de origem do solo
€ muito importante na delimitacdo da concentra¢do dos elementos na solucio do
solo. O teor natural dos elementos tdxicos no solo varia muito com o tempo de
intemperismo e a composi¢do quimica do material de origem. A composi¢ao

elementar total no solo tem utilidade limitada, mas € importante conhecé-la para



se ter idéia do teor no ambiente principalmente em estudos de contaminacdo e
poluicdo. Se um elemento pode representar um perigo iminente a cadeia
alimentar, é importante avaliar seus teores disponiveis ou soldveis, uma vez que
ambos vio estar relacionados com a mobilidade e com a absorc¢do pelas plantas
(Camargo et al., 2001).

Conforme Krauskopf (1972) apud Ferreira et al. (2001, p.127-128), a
concentracdo de Zn é, em mg Kg'l, de: 70 na crosta terrestre; nas rochas igneas,
respectivamente 40 e 100 para granito e basalto; nas rochas sedimentares, 20, 16
e 95 para calcdrio, arenito e folhelho, respectivamente. A ocorréncia varidvel de
Zn nos materiais de origem é refletida nos solos que apresentam uma variagdo
de 10 a 300 mg Kg'. J4 a concentragdo de Cu é estimada, em média, em 55 mg
Kg™', nas rochas igneas, em 10 a 100 mg Kg™', respectivamente para granito e
basalto; nas rochas sedimentares, em 4, 3 e 45 mg Kg’1 para calcério, arenito e
folhelho, respectivamente, e ha uma variacio de 10 a 80 mg Kg' de Cu em
solos. Kabata — Pendias & Pendias (1992) apud Ferreira et al. (2001, p.214)
estimaram teores médios de Cd e Pb em solos do mundo inteiro da ordem de
0,53 mg Kg' e 25 mg Kg™', respectivamente.

Andersson (1977) apud Ferreira et al. (2001, p. 91) pesquisou a
distribuicdo de cddmio, chumbo, cobalto, cobre, cromo, manganés e zinco ao
longo de perfis de solos e na camada superficial e mostrou que os processos
formadores de solos trazem como conseqiiéncia uma separacio desses elementos
entre os varios componentes, o que provoca diferencas no padrio de
distribui¢do. Concluiu que os raios idnicos t€m um papel importante nessa
separacio e encontrou correlacio positiva entre a quantidade de metal extraida e
o teor de argila das amostras em fun¢do da diminuicdo dos raios i6nicos dos
elementos. A relagdo foi linear para os elementos com nimero de coordenacio
seis (Ca, Cu, Cr, Mn e Zn). Durante os processos de intemperismo e de

formacgdo do solo, estes sdo aprisionados em posi¢des octaedrais nos minerais



secunddrios, sendo mais fortemente retidos quanto menor seu tamanho. Os
elementos com nimero de coordenacdo maior do que seis sdo muito grandes
para ocupar estas posicodes e af sdo mais bem correlacionados com a quantidade
de matéria orginica. Esses elementos, assim como o chumbo e o cddmio,
mostraram um padrdo de distribuicdo semelhante ao dos teores de matéria
organica, evidenciando sua ligacdo com o material humificado.

Embora a presenga desses elementos, especialmente os metais pesados,
seja generalizada nos solos em condi¢des naturais, as atividades humanas
(antropogénicas) acabam de alguma forma adicionando ao solo materiais que
contém esses elementos, os quais podem atingir concentragdes muito altas, que
comprometem a qualidade do ecossistema. As principais fontes antropogénicas
de metais no solo sdo mineracdo e beneficiamento de metais, aplicacdo de
defensivos agricolas e fertilizantes, lodos de esgotos urbanos ou industriais,
queima de combustiveis fosseis, dguas residudrias, residuos de inddstrias de
beneficiamento quimico, manufaturacdo e disposicdo de artigos eletronicos, de
caca e pesca e de treinamento militar e de guerra (Camargo et al., 2001).

A atividade de mineracdo é uma das principais fontes antropogénicas.
Depésitos de rejeitos e pilhas de estéril (pilha artificial formada pelo material
ndo aproveitdvel que recobre a jazida de minério a ser lavrada.), decorrentes de
atividade de mineragdo, podem ser fontes de contaminacdo ambiental gracas a
presenca de metais pesados, principalmente quando esses materiais contém
minerais sulfetados e teores elevados de metais. A atividade mineradora, quando
comparada a outras fontes de degradacio do ambiente, por exemplo, a
agricultura e a pecudria, afeta diretamente pequenas dreas. Contudo, os
elementos solubilizados de rejeitos, se atingirem os cursos de dgua, podem
impactar negativamente 4reas localizadas a centenas de quildometros da

mineracdo (Salomons, 2004). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide



(OMS) os niveis mdximos de alguns contaminantes para dgua potavel, expressos
em mg L', sd0: Cd 0,01; Pb 0,1;Cu3eZn5 ( Rodella & Alcarde, 2001).

A atividade mineradora em dreas que contém minerais sulfetados, como
pirita (FeS,) e arsenopirita (FeSAs), pode expor a atmosfera os sulfetos
confinados que, ao entrarem em contato com a dgua e ar, sofrem oxidacao
catalisada por bactérias, principalmente espécies do género Thiobacillus (T.
ferrooxidans, T. thioparus e T. thiooxidans) (Blowes et al., 2004). Os produtos
da oxidagdo dos sulfetos, além de serem altamente soliiveis, apresentam rea¢ao
fortemente 4cida, de modo que sdo facilmente dissolvidos na fase liquida,
acidificando as dguas de drenagem (Mello & Abrahdo, 1998). Em razdo dos
baixos valores de pH (que podem chegar a 2 ou menos), elementos tdxicos,
incluindo Al, Mn, Cu, As, Zn, Pb, Hg e Cd, se presentes no meio, sdao
solubilizados e mobilizados nas dguas de drenagem, podendo ser absorvidos em
niveis toxicos pelas plantas e incorporados na cadeia tréfica (Mello & Abrahdo,
1998; Shu et al., 2004).

Portanto, o pH é uma das caracteristicas que mais interferem no
comportamento dos metais no solo, sendo que um aumento da acidez favorece a
movimentacdo  desses elementos, sejam eles micronutrientes ou
microcontaminantes. Ambos tornam-se pouco disponiveis a absorcdo pelas
plantas na faixa de pH 6,5 a 8,0, em que ocorre precipitacdo desses elementos.
Segundo Martinez & Motto (2001), para Pb, Zn e Cu, os respectivos valores de
pH 5,2; 6,2 e 5,5 sdo limiares de toxidez em solo; abaixo desses valores, tornam-
se mais moéveis e disponiveis biologicamente. Priticas comuns de adicdo de
produtos basicos ao solo, tais como, 6xidos, hidréxidos, carbonatos e silicatos de
calcio e magnésio, com o objetivo de elevar o pH, constituem importantes
medidas amenizadoras de contaminag@o por metais pesados (Kabata-Pendias &
Pendias, 1984; Silva, 2004; Malavolta, 1994). Paim (2006) constatou que silicio

e fésforo contribuiram para diminuir a disponibilidade de metais pesados no solo



as plantas. O Si, na forma de CaSiO;, elevou o pH para valores entre 7 e 8,
precipitando Cu, Zn, Pb e Cd, enquanto o P, na forma de (H,PO,4), combinou
facilmente com os referidos metais originando fosfatos de baixa solubilidade.
Tanto o emprego de corretivos de acidez quanto a precipitacdo na forma
de fosfatos resolvem apenas temporariamente a contaminacdo dos solos por
metais pesados. Ocorre, com o tempo, uma redissolu¢do dos precipitados
(hidréxidos ou fosfatos) pelo efeito tampao do solo, ou seja, uma redugio do pH,

aumentando a movimentacao e a atividade dos metais em solucao (Paim, 2006).

2.3 Interacao metal-planta

A planta absorve pelas raizes elementos minerais nem sempre essenciais
a sua vida e ao seu ciclo reprodutivo, possuindo uma capacidade seletiva
limitada, podendo absorver também elementos ndo-essenciais e/ou mesmo
téxicos (Kerbuy, 2004). Esta relacdo faz com que medidas de comprimento de
raiz sejam uma indicagdo mais precisa de toxicidade de metal pesado, que
determinacdes de biomassa (Godbold & Kettner, 1991).

O suprimento de nutrientes para as raizes que crescem no solo depende
dos atributos fisicos e quimicos desse solo, da espécie idnica do nutriente e das
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das raizes (Kerbuy, 2004). As raizes
das plantas entram em contato com a solu¢do do solo de onde retiram os
nutrientes minerais de que necessitam. Existem trés mecanismos responsaveis
pelo movimento de fons da solucio do solo para a superficie das raizes: (1) fluxo
de massa, (2) interceptagdo radicular e (3) difusdo. A importancia de cada um
desses mecanismos de movimento do nutriente no solo para a planta depende da
espécie idnica envolvida, do gendtipo da planta, dos pardmetros morfolégicos
das raizes (densidade, comprimento e superficie) e do fluxo de dgua na planta

(Kerbuy, 2004). A chegada dos nutrientes a superficie radicular apenas garante a



sua disponibilidade para as plantas, porém sua absor¢do vai do contato deles
com as membranas das células das raizes e da espécie iOnica presente na
rizosfera. Assim sendo, um nutriente biodisponivel (ou fitodisponivel) € aquele
que estd presente na solucdo do solo na forma i6nica e pode se mover para o
sistema radicular (Kerbuy, 2004).

Os nutrientes absorvidos pelas raizes sao transportados para a parte aérea
das plantas através do xilema e, entre os 6rgdos das plantas, através do floema.
O transporte radial do nutriente até o xilema da raiz pode possuir dois
componentes: um metabdlico e outro ndo-metabdlico. Através da via
metabdlica, o nutriente absorvido pela raiz é imediatamente incorporado a
substincias organicas (dcidos ou acucares) e transportados e liberados no xilema
na forma organica ou inorganica, dependendo do nutriente e da espécie. A
maioria dos nutrientes € transportada para a parte aérea via xilema na forma
16nica (inorganica) (Kerbuy, 2004). Em experimentos com plantas de tomate e
soja, verificou-se que o Cu € transportado no xilema para a parte aérea, quando
complexado a diversos aminodcidos, principalmente asparagina e histidina em
soja, e histidina, asparagina e glutamina em tomate. Nestas mesmas espécies,
verificou-se ainda que o Zn liga-se também aos 4cidos citrico e mélico (Kerbuy,

2004).
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A redistribui¢do ou remobilizacdo de nutriente ocorre via floema. Welch
(1999) apud Kerbuy (2004) classificou Cu e Zn de acordo com a capacidade da
espécie em remobilizd-los para a semente, garantindo a viabilidade desta e a
sobrevivéncia da geragdo seguinte, em metais de mobilidade varidvel. A
capacidade de remobilizacdo de locais de reserva da planta para orgdos
reprodutivos (via floema) vai determinar o vigor da semente e das plantulas
(Kerbuy, 2004). A remobilizacdio de cddmio na planta estd associada com
fitoquelatinas (PCs) (Guo & Marschner, 2001). O complexo Cd-fitoquelatinas
pode representar uma forma mével para o transporte de cdidmio das raizes para
as partes aéreas. Observa-se, no esquema abaixo, que uma fitoquelatina é uma
estrutura complexa, formando peptideos ricos em cisteina, ou seja, ricos em
aminodcidos, que sdo doadores de elétrons. Guo & Marschner (1995) apud
FERREIRA et al. (2001, p.214) observaram que, em milho (Zea mays L.), a
concentracdo de Cd na seiva do xilema foi positivamente correlacionada com a
concentracdo de Cd na parte aérea, havendo alta remobilizacdo das raizes para a
parte aérea. A alta remobilizacdo de Cd foi atribuida as PCs sintetizadas nas
raizes. A funcdo das PCs no transporte de Cd € sustentada por Wolterbeek et al.
(1988) apud Ferreira et al. (2001, p. 58), que observaram um aumento no
transporte de cddmio para a parte aérea de tomate, crescendo em solucdo com

presenca de EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) como agente quelante.
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Atribuiu-se o aumento da remobilizacdo de Cd na presenca de EDTA & absor¢do
simultdnea de Cd e EDTA como complexo Cd-EDTA, que é formado nas
células da raiz. A redistribui¢do de chumbo é muito limitada (Dao Thi Puong et

al., 2001).

H CH-SH
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hd Y Y
acido y—glutimico cisteina glicina

Fitoquelatina

Percebe-se, conforme observado por Carvalho (2006) em plantas de
feijoeiro, que realmente hd uma interacdo dos metais pesados com doadores de
elétrons, resultando na formacdo de quelatos. No caso do tomateiro, os quelatos
transportadores de metais no xilema, ou quaisquer outros redistribuidores dos
mesmos nas plantas via floema, constituem-se estruturas com grande

impedimento estérico.

2.4 Solucoes Extratoras

A utilidade de qualquer extrator de solo em predizer a
fitodisponibilidade de metais pesados reside em sua habilidade de correlacionar-
se com a capacidade extratora das plantas. Pensando assim, as plantas podem ser
consideradas extratores biolégicos. Embora comparagdes entre varios extratores
seja um tanto problemdtica para diferentes tipos de solo e duragdes de

tratamento (Krishnamirti et al., 2006), um extrator efetivo deveria ser capaz de
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avaliar a fitodisponibilidade do metal sob uma grande variedade de condi¢des
(Menzies et al., 2006). Qualquer solo é um sistema por demais heterogéneo,
dificultando a realizac¢do de estudos sob condi¢@o de equilibrio quimico. H4, por
isso, a necessidade de se empregar parametros estatisticos ao se comparar
extratores entre si ou entre extratores quimicos e plantas, no caso de correlagdes.

Menzies et al. (2006) sugere também que, para avaliar o efeito de um
extrator na determina¢do da fitodisponibilidade de metal, é necessirio
determinar parametros, por exemplo, a espécie analisada. Legumes como alface
(Lactuca sativa), espinafre (Spinacea oleracea) e rabanete (Raphanus sativa),
por exemplo, tendem a acumular mais Cd e Zn que as mono e as dicotiledoneas.
A identificacdo desta fonte de variabilidade é importante ao considerar a
revegetacdo de solos contaminados, que deverd ser feita usando uma espécie
monocotiledonea, particularmente gramineas.

Uma préatica agricola hd muito tempo utilizada, no que se refere a
nutricdo das plantas com metais nutrientes essenciais, tais como, Zn, Cu, Mn e
Fe, ¢ a adubacdo foliar; ao contririo de N, P, K, Ca, Mg e S, que sdo aplicados
de forma convencional, isto ¢é, via absor¢do radicular no solo. Esse
comportamento diferencial deve-se a baixa mobilidade dos elementos de
transicdo no interior das plantas (Malavolta, 1989). E razoavel admitir, portanto,
que a dificuldade de mobilizacdo dessas espécies deve-se a sua combinagdo com
ligantes orgdnicos do tipo aminodcidos, originando estruturas com elevado
impedimento estérico.

Meétodos, como extragdes quimicas, simples ou seqiienciais em amostras
de solo, permitem inferir sobre a disponibilidade dos metais em substratos e
conhecer a dindmica de equilibrio quimico entre as formas dos metais (Amaral
Sobrinho, et al., 2001). Assim, diversas solu¢des vém sendo testadas para extrair

metais pesados do solo, incluindo dgua régia, solucdes acidas, solugdes que
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combinam quelantes e &cidos, solugcdes quelantes isoladamente e solugdes

neutras de sais (Tabela 1).

TABELA 1: Extratores usados para predizer a fitodisponibilidade de metais.

Extrator/Método Referéncia
Agua régia Soares (1995), adaptada por Corréa et al. (2002)
HF com aquecimento Hossner (1996)

HCI1 (0,1M) Baker & Amacher (1982)
Mehlich 1 Korcak & Fanning (1978)
Mehlich 3 Mehlich (1984)

DTPA (0,005M) Lindsay & Norvell (1978)
EDTA (0,05M) Quevauviller et al. (1997)
CaCl, (0,01M) Novozamsky et al. (1993)
NH,OAc (1IM) Sanka & Dolezal (1992)
NH;NO; (1M) Symeonides & McRae (1977)
NaNO; (0,1M) Sanka & Dolezal (1992)

Muito antes de se considerar a poluicdo de solos por metais pesados, o
uso do agente quelatizante DTPA (DTPA 0,005molL" + trietanolamina
0,1molL™" + cloreto de célcio 0,01molL™" + 5mL de HCI 4molL", corrigido o pH
a 7,3) (Lindsay & Norvell, 1978) foi preconizado para identificar deficiéncias de
micronutrientes em solos com valores de pH préximos a neutralidade e em solos
calcarios (pH>7). Entretanto, a partir da década de 90, alguns trabalhos
confirmaram sua eficiéncia na extra¢do de Cd, Zn e Ni (Cajuste et al., 2000;
Simmons & Pongsakul, 2004), Cd, Cu, Ni e Zn em solos tratados com lodo de
esgoto (Xiu et al., 2001; Oliveira, 1995) e Pb (Li & Schuman, 1997). Segundo
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Abreu et al. (1995), o quelatizante apresenta baixa eficiéncia na avaliacdo da
disponibilidade de Cd, Cr e Ni em solos cuja concentragdo desses elementos nao
¢ devida a adicdes antropogénicas.

O DTPA, assim como o EDTA, extrai teores trocdveis, ou a fracdo dos
elementos que estdo disponiveis as plantas, com isso a capacidade de
complexacao de metais pelo DTPA € limitada por fatores, como pH (Camargo et
al., 1982; Bataglia & Raij, 1989), flutuagdes no teor de matéria organica (Morel
& Guckert, 1984) e mineralogia do solo (Fagbami et al., 1985). O emprego da
solugdo de DTPA em pH 7 tem a seu favor o fato de ser a neutralidade da
solug@o do solo a condicdo ideal para que as plantas crescam, reproduzam e

produzam.

2.5 DTPA

Os chamados compostos de coordenacdo (complexos) apresentam uma
espécie central ligada a fons ou moléculas denominadas ligantes. A formacdo de
um complexo é uma reagcdo 4cido/base de Lewis, em que os ligantes sdo
doadores de pares de elétrons e a espécie central é a receptora. Portanto, os
ligantes sdo bases de Lewis e a espécie central ¢ um 4cido de Lewis (Aratjo,
2002; Dias, 1999). Em alguns compostos de coordenacdo, um ligante ocupa
mais de uma posi¢do de coordenacdo, formando anéis de dtomos cuja regido
central € ocupada pelo metal. Compostos possuindo tais estruturas ciclicas sdo
denominados quelatos. Os quelatos sd3o mais estdveis que complexos
monodentados e quanto maior o nimero de 4tomos doadores no agente quelante
mais estavel serd o complexo (Lee, 1999; Atkins & Jones, 2001).

O DTPA (4cido dietilenotriaminopentacetico) é um ligante pertencente

ao grupo dos poliaminocarboxilatos (PAC). Trata-se de um ligante octadentado,

possuindo cinco grupos carboxilicos e trés aminos, cujas constantes de
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dissociagdo dcida (pK) sdo 1.8; 2,7; 4,3; 8,5; 10,5 e, portanto, considerado um

dos melhores agentes quelatizantes (Blaedel & Meloche, 1963).

(0] OH OH

(e} (0]
ACIDO DIETILENOTRIAMINOPENTACETICO

C4ddmio, cobre, chumbo e zinco, sendo elementos de transi¢do,
deficientes em elétrons d, apresentam afinidade por substincias organicas
(ligantes) doadoras de elétrons para a formacgdo de complexos estdveis, mas isso
s6 ocorre em valores de pH ligeiramente basicos. No caso do DTPA, um ligante
com cinco grupos dcidos necessita-se de pH elevado para desprotonar os fons H
dos grupos carboxilicos. Segundo Durham & Ryskuawich (1958), quanto maior
o pH, mais estdvel € o quelato formado e de acordo com Blaedel & Meloche
(1963), os logaritmos das constantes de estabilidade para Pb, Cd, Cu e Zn sao
respectivamente 18,9; 19; 21 e 18,8 sendo a formagdo do quelato estdvel,
dependente do pH.

Esse quelatizante tem uma grande variedade de aplicacdes. Em
laboratérios de medicina, utiliza-se o DTPA no tratamento de pacientes com
excesso de ferro no organismo. Nesse caso, 0 DTPA atua em meio extracelular

com grande afinidade por fons metélicos tri e bivalentes, incluindo o ferro.
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Contudo, foram associadas ao seu uso deficiéncias de Zn, levando a reagdes
téxicas como nduseas, vomitos e diarréia (Francischetti et al., 2002; Martins et
al., 2001). Com o mesmo principio, Zn-DTPA e Ca-DTPA também té€m sido
usados para descontaminagdo interna de organismos contaminados com Pu e Am
(Stradling et al., 1999); Gd-DTPA tem sido extensamente usado como agente de
contraste paramagnético em diagnésticos clinicos (RMN, angiografias,
tomografias) (Bosmans & Marchal, 2004).

Percebe-se, portanto, que o forte poder quelatizante do DTPA tem
ampliado a sua utilizagdo em campos bem diversos: quimica sintética, nutricao

mineral de plantas e o tratamento de doengas.

2.6 Técnicas empregadas na analise das estruturas de complexos organicos.

A espectrometria de massas (MS), espectroscopia de infravermelho (IV)
e ressonincia magnética nuclear (RMN) fornecem informacdes que permitem
identificar compostos. Essencialmente, a molécula a ser analisada € testada por
diferentes feixes de energia e as respostas sdo registradas como espectros

(Silverstein, 2000).

2.6.1 Espectrometria de Massa por Eletrospray (ESIMS).

A espectrometria de massa € talvez a técnica de mais ampla
aplicabilidade, no sentido em que é capaz de fornecer informacdes sobre a
composi¢do elementar de amostras, as estruturas de moléculas inorganicas,
organicas e bioldgicas, a composicdo qualitativa e quantitativa de misturas
complexas, a estrutura e a composi¢do de superficies sélidas e as razdes

isotdpicas de 4&tomos nas amostras (Skoog et al., 2002). Os compostos podem ser
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identificados em concentra¢des muito baixas (uma parte em 10'* partes) em
misturas complexas.

Os principios cientificos em que a técnica se baseia sdo simples. A
esséncia envolve geragdo com posterior deteccdo de fons. A sofisticacdo surge
nos métodos que sdo usados para a geragdo desses fons e no modo de analisa-
los. Uma das técnicas de ionizagdo, em maior expansdo, € por eletrospray; ha
essencialmente caracteristicas que fazem com que esta seja considerada distinta
das outras técnicas de ioniza¢do. A primeira é a capacidade para produzir ions
multiplamente carregados, com nimero de cargas elevado, reduzindo assim a
razdo m/z (razdo massa/carga do ion molecular), de tal modo que seja possivel
analisar compostos de elevada massa molecular até centenas de KDa (1Da ~
1,660540 x 10" kg) (Andrade, 2006) e a segunda é que as amostras devem ser
introduzidas em solucdo, o que faz com que seja possivel o acoplamento com
muitas técnicas de separacdo, como eletroforese capilar ou cromatografia liquida
(Ashcroft, 2003).

O sucesso da técnica de ESIMS, que se desenvolveu a um ritmo
acelerado desde os finais dos anos 80, deve-se, sem dudvida, as possibilidades
que a técnica veio introduzir para a andlise por espectrometria de massa de
compostos de elevada massa molecular de todos os tipos, permitindo determinar,
por exemplo, a seqiiéncia de aminodcidos de um peptideo ou uma alteragio
quimica especifica em algum residuo de aminoacidos (Steen & Mann, 2004),
sem esquecer, no entanto, a sua aplicagdo a analitos de importancia fundamental
na drea ambiental.

Outra técnica muito usada no estudo da composi¢do de complexos € o
CHN no qual é usado um Analisador Elementar Automdtico de Compostos
Orgéanicos. A técnica se baseia na oxidagdo em altas temperaturas dos compostos

organicos, convertendo elementos como carbono, hidrogénio e nitrogénio em
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moléculas gasosas. O resultado é expresso em porcentagens de C, H e N

presentes na amostra (Skoog et al., 2002).

2.6.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR).

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho permitem obter
valiosas informacdes de compostos, comparando seus espectros com os de uma
amostra conhecida. Essas comparacdes podem ser feitas tomando-se como base
alteracdes nas freqii€ncias de absor¢des, tais como: deslocamento, alargamento
e/ou deslocamento e nimeros de bandas. Essas modifica¢des sdo caracteristicas
da coordenacdo do ligante, coordenacdo ou ndo do &nion, tipo de &4tomo
envolvido na coordenacdo e existéncia ou ndo de moléculas de dgua ao redor do
ion central (Nakamoto, 1987; Bueno, 1989).

A radiacdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do
espectro eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A
porcdo de maior utilidade para o quimico orgénico estd situada entre 4000 e 400
cm™ (Silverstein, 2000). A absor¢io na regido do infravermelho é causada por
movimentos vibracionais e rotacionais dos grupos moleculares e ligacdes
quimicas de uma molécula. Essencialmente, existem duas vibragdes
fundamentais: estiramento, no qual os dtomos permanecem no mesmo eixo de
ligacdo, porém a distincia entre os dtomos aumenta e diminui, e, deformacgio,
em que as posi¢cdes dos dtomos mudam em relagdo ao eixo de ligacdo original.

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
¢ uma técnica de aquisi¢do do espectro mais rapidamente, permitindo obter um
somatoério de muitos espectros, melhorando a resolucdo e definicdo dos sinais e a
exatidao das andlises (Narimoto, 2006).

Os espectros na regido do infravermelho sdo chamados de “impressio

digital de moléculas”, pois além da diagnose estrutural, apresentam aplicacio
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muito ampla: importantes na identificagdo de compostos, na determinacdo de
pureza e nas andlises qualitativas e quantitativas de misturas. Portanto, é uma
importante ferramenta na andlise de grupos funcionais e de alguns parimetros
estruturais, por exemplo, caracteristicas de ligagdes (Nakamoto, 1987; Bueno,

1989).

2.6.3 Espectroscopia de Ressonidncia Magnética Nuclear (RMN)

A partir da década de 50, a técnica de RMN comecou a se tornar uma
das mais poderosas técnicas de espectroscopia com a descoberta de que nticleos
de uma mesma espécie absorvem energia em diferentes freqiiéncias de
ressonincia (Paiva, 2004). Hoje, a espectroscopia de Ressonincia Magnética
Nuclear € reconhecidamente a técnica mais importante para a investigacdao em
nivel molecular, permitindo obter informacdo estrutural e dindmica para
qualquer estado da matéria (Skoog et al., 2002). Ocupa, igualmente, um lugar de
destaque no campo da andlise qualitativa e quantitativa, desde componentes em
produtos alimentares, a fluidos biolégicos e metabdlitos em tecidos e 6rgaos de
seres vivos intactos, de um modo ndo invasivo e ndo destrutivo. Entdo, apds a
década de 70, surgem os primeiros resultados de imagem in vivo por RMN, hoje
uma das técnicas imageoldgicas fundamentais em medicina (Paiva, 2004).

A técnica estd baseada na medida da absor¢do de radiacdo
eletromagnética na regido de radiofreqiiéncias de cerca de 4 a 900 MHz. Muitos
nicleos atdmicos comportam-se como pequenos imas, com energias que
dependem da sua orientacdo em um campo magnético. Um espectrometro de
RMN detecta transi¢des entre estes niveis de energia. Dois nicleos sdo mais

usados para RMN: o préton ("H) e o carbono 13 (**C) (Atkins & Jones, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos complexos DTPA — Metais Pesados

As sinteses dos complexos foram realizadas a partir dos nitratos p. a. de
Cd, Cu, Pb e Zn e uma solucdo de DTPA.

A solucdo de DTPA foi preparada seguindo metodologia proposta por
Lindsay & Norvell, 1978. Pesou-se 1,96 g (0,005 mol L'l) de DTPA, adicionou
200 mL de 4gua deionizada e 15 mL (0,1 mol L") de trietanolamina (TEA).
Agitou-se para uma completa dissolugao do DTPA e em seguida adicionou
1,47g (0,01 mol L'l) de CaCl,.H,O. Transferiu-se a solu¢do para um baldo
volumétrico de 1L, completando-o com 4gua deionizada. O pH foi entdo
corrigido para 7,3 com uma solu¢io de HCI 4 mol L™

Para a sintese, foram pesadas separadamente quantidades
estequiométricas na proporcdo de 1:1 m/v dos nitratos. Previamente, os sais
foram dissolvidos em 10 mL de 4gua deionizada e em seguida, foram
adicionados 10 mL da solucdo de DTPA. A solucdo resultante foi agitada por
duas horas (velocidade de 140 rpm) e levada a estufa (~60°C) por 24 horas. As
amostras foram entdo congeladas em um freezer e levadas ao liofilizador por 48
horas, a uma pressdo de 50 mbar e a uma temperatura de -45°C, para uma
completa dissolugdo.

Técnicas espectroscopicas como RMN, FTIR, ESIMS acopladas a outras

técnicas foram usadas visando a obter informagdes sobre a estrutura molecular.
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3.2 Analise por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absor¢io na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™)
foram obtidos em um espectrofotdmetro FTS 3000 Excalibur Digilab com
transformada de Fourier (resolucdo 2 cm’!' e 20 scans), do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras, utilizando como suporte a técnica
de pastilhamento com brometo de potassio. Para uma andlise mais precisa, as

amostras foram pesadas na propor¢ao de 3% de complexo e 97% de KBr.

3.3 Analise por Espectrometria de Massas (MS)

As amostras foram analisadas no espectrometro ESI/Ion Trap do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras. As condicdes de
analise foram: concentracio da amostra 10 mol L em metanol 50%, modo
negativo, temperatura 200°C, voltagem aplicada 3500 V, fluxo de gis 6 L min™,

fluxo da bomba 1,5 mL min™ e tempo de saida da amostra ~1min.

3.4 Analise por Ressonincia Magnética Nuclear de Carbono (’C) e Préton
('H)

Os espectros de 'H e “C foram registrados em espectrometro Varian
GEMINI 300, operando em temperatura ambiente (296K) e 75,45 MHz para o
carbono e 300 MHz para o préton, apés solubilizacio de 30 mg cm™ do
complexo em D,0 (dgua deuterada) e 30 mg cm™ do DTPA puro em écido
trifluoroacético. Utilizou-se, para a realizacdo dessa andlise, o equipamento do

Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas.
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3.5 Analise Elementar

Os teores de C, H e N dos quelatos foram obtidos através de um
analisador CHN Perkin-Elmer modelo PE 2400 do Departamento de Quimica do

Instituto de Ciéncias Exatas (ICEx) da Universidade Federal de Minas Gerais.

3.6 Calculos Teoéricos

Foram realizadas otimizacdes das geometrias para obten¢do das energias
das possiveis estruturas dos complexos metal-DTPA (arranjos octaédricos),
utilizando o programa Gaussian 98 (Frisch et al., 1998). Foi utilizado o método
da Teoria do Funcional de Densidade (DFT) B3LYP (método DFT de Becke
usando correlacdo funcional de Lee, Yan e Parr), que corresponde ao funcional
de Lee et al. (1998), tratado de acordo com a aproximagdo tri-paramétrica de
Becke (1993), e o conjunto de bases 6-31g(d,p), que é composto por trés partes
para descrever a estrutura eletrObnica dos 4tomos: a primeira parte é uma
contracdo de 6 gaussianas primitivas e representa a estrutura eletronica interna a
segunda funcdo € obtida pela contragdo de 3 gaussianas primitivas e a terceira é
1 funcdo gaussiana ndo contraida. A segunda e a terceira parte representam a
camada de valéncia do d4tomo. Por essa razdo, esse conjunto € denominado 6-31.
O termo (d,p) representa fungdes de polarizagdo “p” para dtomos de hidrogénio
e funcdo de polarizacdo adicional “d” para dtomos pesados. Esse conjunto de
bases (6-31g(p,d)) foi escolhido para os complexos de Zn e Cu. Para os
complexos de Cd e Pb, o conjunto de bases 6-31g(d,p) foi aplicado para os
atomos de C, H, O e N, enquanto a base LANL2DZ (base utilizada para dtomos
que estdo além do terceiro periodo da tabela periddica), que inclui um pseudo-
potencial obtido de Extensible Computational Chemistry Environment Basis Set

Database, Version 02/02/06, foi utilizada para os dtomos de Cd e Pb.
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Os valores dos tensores de protecdo magnética para o DTPA foram
calculados utilizando o nivel B3LYP/6-31g(d,p), através do modelo GIAO
(Helgaker et al., 1999). Os valores calculados para os tensores de prote¢dao
magnética foram convertidos em deslocamentos quimicos, (ppm) pela subtracao
dos tensores de protecdo dos deslocamentos quimicos de °C (DTPA em relagio

aos respectivos valores calculados para o TMS (tetrametilsilano)).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de absorc¢do na regido do infravermelho do ligante 4cido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) livre e complexado com Cu, Cd, Pb e Zn
estao apresentados nas Figuras 1a, 1b, 1c e 1d, respectivamente.

A freqiiéncia (v = c¢/A) ou o nimero de ondas (%= 1/A) de uma absorcao
depende das massas reduzidas (u) dos dtomos, das constantes de forca (k) das
ligacdes e da geometria dos dtomos [ = 1/27rc(k/u)“2]. Na formacdo do
complexo, as ligacdes envolvendo os dtomos do DTPA ligados ao metal sdo
enfraquecidas e, consequentemente, a constante de forca (k) e a freqiiéncia (v)
diminuem (Silverstein, 2000). Por isso, as bandas observadas na Figura 1(a, b, ¢
e d) para os complexos estdo deslocadas para freqiiéncias menores que as
observadas no DTPA livre.

Tanto os complexos quanto o ligante exibem um banda de absor¢do
muito intensa na regidio de 3600-2900 cm™', que corresponde ao estiramento O-
H. Em complexos do tipo poliaminocarboxilatos (PAC), incluindo os complexos
de DTPA, essa banda aparece muito larga e forte em conseqiiéncia da rede
complexa de ligagdes de hidrogénio envolvendo dimeros de grupo carboxilico.
As bandas de estiramento de C-H, que s@o fracas, aparecem superpostas com a
banda larga do grupo O-H (Wullens et al., 2002).

Na forma livre, o DTPA existe na forma de zwitterionica, resultado da
troca de prétons entre os grupos -COOH e amina. O DTPA contém grupos cujas
vibragdes sao facilmente identificadas como C-N e COOH.

Uma das regides de interesse esté entre 1800-1550 cm™ e corresponde ao

estiramento assimétrico de grupo carboxilico Vasccoom), Um modo vibracional,

25



que € bem influenciado pela complexacdo. De acordo com Wullens et al. (2002),
as freqiiéncias associadas com 0 Vagcoom S30 tipicamente maiores que aquelas
correspondentes a grupos ionizados, e valores de 1680-1700 cm™ ou maiores
podem ser designados para grupos carboxilicos nao ionizados. Bandas ocorrendo
abaixo de 1680 cm™ podem ser designadas para -COO" na forma zwitteridnica.
Nos espectros apresentados para os complexos DTPA-metal (Figura 1a, 1b, Ic e
1d), ndo se pode concluir se ha ou ndo carboxilas livres (ndo ionizadas), porque
0 que se observa nesta regido é uma banda larga, que pode estar sobrepondo
outras bandas menores. O estiramento simétrico do grupo carboxilico (Vscoomn))
aparece na regido de 1420-1370 cm™', mas é pouco afetado pelo processo de
complexacdo. Também, bandas de fraca absorcao de deformagado fora do plano
de grupos carboxilatos (5coo’) podem ser identificadas em 956 e 917 cm™, no
DTPA livre e no complexado, respectivamente.

Bandas de fraca absorcdo de C-N (vc.y) podem ser observadas no DTPA
livre e deslocadas na forma complexada. E possivel afirmar também que ndo hd
nitrogénio livre, pois suas bandas caracteristicas no DTPA livre ndo aparecem na
forma complexada.

As alteragOes batdocromicas (deslocamento da banda para comprimentos
de ondas maiores) observadas em ambas as vibracdes (Tabela 2), do DTPA
complexado em relacdo ao livre, para vascoom € Ve indicam que tanto o
nitrogénio quanto o oxigénio sdo sitios de coordenagdo. Como o DTPA tem oito
sitios de coordenagdo, e os metais estudados (Cd, Cu, Pb e Zn) t€m um nimero
méximo de coordenagdo igual a seis, as quais assumem um arranjo octaédrico,

supde-se que dois sitios ndo estejam complexados.
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TABELA 2: Qs valores mais relevantes de vascoomn) € Ven no DTPA livre e nos
complexos metais-DTPA.

Vibracdes DTPA Cd-DTPA  Cu-DTPA  Pb-DTPA  Zn-DTPA

no IV
ven (em™)  1200-1250  1000-1100
Veeo (cm™)  1635-1740 1590 (larga) 1615 (larga)

1000-1100  1000-1100  1000-1100
1572 (larga) 1595 (larga)

% T

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

niimero de ondas/ (cm’)

FIGURA 1a: Espectros de infravermelho do DTPA livre e do complexo Cu-DTPA.
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FIGURA 1b: Espectros de infravermelho do DTPA livre e do complexo Cd-DTPA.
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FIGURA 1c: Espectros de infravermelho do DTPA livre e do complexo Pb-DTPA.
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FIGURA 1d: Espectros de infravermelho do DTPA livre e do complexo Zn-DTPA.

4.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas foi usada principalmente para verificar as
massas dos complexos e, consequentemente, determinar a razdo metal: DTPA.
Através dos espectros das figuras 2a e 2b, foram identificados ions moleculares
com m/z de 592,2; 454,0; 4529 e 501,0 que representam, respectivamente, 0s
complexos de Pb, Zn, Cu e Cd. O ligante DTPA tem cinco grupos carboxilas
(pKa;, 2,6; 2,0; 1,6; 0,7; -0,1) e trés nitrogénios (pKa; 10,5; 8,6; 4,3), que podem
ser facilmente protonados (Moulin et al., 2006). Préximo ao pH 7, que é o pH da
solucio de DTPA usada na sintese, as formas principais sio H,L> e HL*. A
forma dos complexos observados é [MHL]', que confirma que o grau de
complexacdo dos metais estudados (Cd, Cu, Pb e Zn) com o DTPA, estd na
razdo de 1:1. Devido a existéncia de outros cétions na solucio original (solugdo

extratora), como Ca™, outros fons moleculares também foram observados e
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provavelmente sdo complexos formados durante a sintese, por exemplo,

CaDTPA.

[CuHDTPA]"
452,9

200 300 400 500 600 700 800 900

[CAHDTPA]"
50

.

\4‘“\ L “ N P

200 300 400 500 600 700 800 900
m/z

FIGURA 2a: Espectros de massas dos complexos de Cu e Cd com DTPA
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N
; [l \m L \Ml\hm ol H‘ Ll | if “M L HL T
400 500 600 700
m/z
[ZnHDTPA]"
454.0
200 400 B(I)O ' 860 ' 10|00 ' 12|00 ' 14|00
m/z

FIGURA 2b: Espectros de massas dos complexos de Pb e Zn com DTPA

Antes de obter os resultados discutidos, notadamente os do sub-item 5.2,
foi feita a andlise elementar (Tabela 3), que j4 havia sugerido uma relagdo de

1:1; o Unico resultado insatisfatério foi em relacdo ao teor de hidrogénio
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experimental em todos os complexos, que foi superior ao teor calculado. Porém,
a discrepancia parece estar relacionada a quantidade de umidade absorvida pelos

complexos.

TABELA 3: Teores percentuais de C, H e N, experimentais e calculados, nos
complexos metais-DTPA.

Cd Cu Pb Zn

% Calculado % Calculado % Calculado % Calculado

(Experimental) (Experimental) (Experimental) (Experimental)

% C 33,5 (34,8) 37,1 (36,9) 28,2 (32,2) 37,0 (37,0)
% H 3,8(8,3) 4,2 (8,4) 3,2(7.4) 4,2 (8,8)
% N 8,4 (8,4) 9,3 (8,0) 7,0 (8,0) 9,2(7,9)

4.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN sdo registros graficos das freqiiéncias dos picos de
absorcdo contra suas intensidades. A técnica é fundamentada nas propriedades
magnéticas dos nucleos. O momento angular da carga em movimento pode ser
descrito em termos do “nimero de spin” I, que pode assumir os valores 0; Y2; 1;
3/2 etc, (I=0 ndo apresenta momento magnético e, portanto, ndo € ativo no
RMN). Em particular, nicleos com spin, 7, igual a %2 (ex. 'H, 13C, ISN, 19F, 31P)
recebem atengdo especial, j4 que esses nucleos apresentam distribuicdo de
cargas esférica e uniforme (Figura 3) e apresentam também basicamente
propriedades de dipolos magnéticos. Os nicleos com nimero de spin, /, um ou

maior que um possui distribui¢do de carga ndo esférica, descrita por um
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momento elétrico de quadrupolo que afeta o tempo de relaxacdo e,

consequentemente, a largura do sinal e o acoplamento com nicleos vizinhos.

FIGURA 3: Esquema do dipolo magnético

O cadmio-111, cddmio-113 e o chumbo-207, por possuirem I=1/2 e uma
abundancia natural significativa, podem sofrer o fendmeno de acoplamento de
spins, descrito como sendo o acoplamento indireto dos spins através dos elétrons
de ligacdo. O fendmeno ocorre porque os elétrons da ligacio tendem a alinhar o
spin com o spin do niicleo mais préximo. Como o spin do elétron de ligacdo é
afetado, ele afeta o spin do elétron de ligacdo mais préximo e, em conseqiiéncia,
no caso da RMN “C, o carbono mais préximo. O acoplamento geralmente nio é
importante além de trés ligacdes, exceto quando existem tensdo no anel,
deslocalizacdo ou quatro ligacdes em uma configuragdo em W. O acoplamento
de duas ligagdes é chamado acoplamento geminal (o n°. de liga¢des entre os
nucleos acoplados € designado por J com um sobrescrito a esquerda, entdo nesse
caso temos um -J) € o acoplamento de trés ligacdes é chamado vicinal &)

Na estrutura dos complexos estudados, temos:

M-0-C(=0)-CH,-
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E possivel observar acoplamento entre carbono 13 e metal nos espectros
de C (para Cd e Pb), em que se tem um *J. Nos espectros de 'H, o acoplamento
nao deve ser observado devido a presenca de quatro ligagdes entre o metal (M) e
o hidrogénio-1 mais préximo.

Na Figura 4, tem-se o espectro de RMN "C para o complexo de cddmio.
Podem-se observar trés picos bem definidos na regido de carboxilas (150 a 185
ppm): um singleto estreito em 179.0 ppm (grupo carboxila livre) e dois outros
sinais, que podem corresponder a dois singletos alargados (178,0 e 178,6 ppm),
devido & complexagio com o metal ou a um duplete largo com *J cq.cco) = 45.2
Hz centrado em 178.3 ppm, devido ao acoplamento com ''Cd e '“Cd
magneticamente ativos e de I=1/2. Esses resultados indicam a presenca de

grupos carboxilas coordenadas e ndo coordenadas.

FIGURA 4: Espectro de RMN "°C do complexo Cd-DTPA.

Para o complexo de chumbo (Figura 5), podem-se observar na regido da
carboxila dois sinais: um sinal agudo em 180.7 ppm, que pode ser atribuido as

carboxilas livres e um sinal largo e fraco em 179.3 ppm as carboxilas
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complexadas, que também pode exibir o efeito de acoplamento com o chumbo.
O sinal alargado pode ser efeito do tamanho do chumbo, que afeta o tempo de

relaxacgdo e, consequentemente, a largura do sinal.

FIGURA 5: Espectro de RMN "C do complexo Pb-DTPA

O zinco tem apenas 4,2% de abundincia natural com nucleos
magneticamente ativos e esses nucleos apresentam momento quadrupolar, I=5/2.
Com isso, nio é observado acoplamento entre os "°C das carboxilas e o metal
(Figura 6). Lammers et al. (1998) também obtiveram para complexos de Zn-
DTPA quatro sinais nos seguintes deslocamentos quimicos de *C (179.0; 61.4;
59.1; 54.3 ppm); as diferencas observadas em relagcdo aos deslocamentos estdo
relacionadas as condi¢des experimentais sendo que uma delas a temperatura.
Lammers et al. (1998) trabalharam com 80°C, enquanto o presente trabalho foi

realizado a temperatura ambiente (~25°C).
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FIGURA 6: Espectro de RMN "°C do complexo Zn-DTPA

Com base na estrutura do DTPA (Figura 7) e nos seus deslocamentos
quimicos no espectro de RMN "°C, foi possivel relacionar cada deslocamento
nos espectros de RMN "°C dos complexos com os carbonos correspondentes

(Tabela 4).

3 3 3 o]

OH \ﬁ/\ /\ir/r\i/\ /'\ﬁ/c-e
n N
0 :Iwﬁ/aﬂ as-\’lH 2 0
0 o

FIGURA 7: Estrutura do DTPA
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TABELA 4: Deslocamentos quimicos (ppm) para DTPA e complexos metal-
DTPA obtidos pelo RMN "C.

"C DTPA Zn-DTPA Cd-DTPA Pb-DTPA Cu-DTPA
Cl 177.0 179.3 179.0, 178.3 (d, 45.2Hz) 180.7,179.4 175.6
Cc2 572 59.2 57.2 56.5 57.0
C3 56.6 58.0 55.9 55.3 55.8
C4 58.6 58.2 56.1 55.5 56.0
C5 538 51.6 49.6 48.9 49.5
c6 172.0 179.3 178.3 (d, 45.2Hz) 179.4 175.6

Pelo fato das moléculas apresentarem simetria, os espectros de RMN 'H

dos complexos (Figura 8) ndo sdo de primeira ordem, o que dificulta atribuir a

T . . 1 . . . .
multiplicidade de sinais de H. Porém, pode-se dizer que os sinais menos

deslocados correspondem aos hidrogénios do interior da molécula (-N-CH,-

CH,-N-) e aos vizinhos as carboxilas (-CH,-COQ), respectivamente. Os mais

deslocados a HDO e os sinais de baixa intensidade podem ser de hidrogénios do

DTPA livre ou de outros complexos (por ex. CaDTPA).
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FIGURA 8: Espectros de RMN 'H: (a) Pb-DTPA, (b) Zn-DTPA, (c) Cd-DTPA
e (d) Cu-DTPA.

Os metais cddmio, zinco e chumbo t&m o estado de oxidagdo (+2) como
forma exclusiva ou, a0 menos, mais importante. Cd*? e Zn™ tém configuragao
d" e Pb*? configuragdo s*. Portanto, em todos os casos, seus compostos simples
e seus complexos sdo diamagnéticos, ou seja, com todos os elétrons
emparelhados. Consequentemente, esses citions nao geram campo magnético e,
portanto, ndo sdo atraidos ou repelidos por campos magnéticos estaticos.

Com base na estabilidade resultante da configuragdo, seria de se esperar
que Cu'' fosse a espécie mais estivel e comum, pois apresenta um nivel
completamente preenchido (d'’). Surpreendentemente esse ndo é o caso, uma

+1 2 s g . P .
vez que Cu” sé pode existir na forma de compostos insoldveis ou complexos,

pois sofre desproporcionamento em dgua:

2Cu™ ) €« Cu™q + Cu’ K= [Cu**)/[Cu™'])* = 1,6x10°
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A constante de equilibrio da reacio de Cu*' em solugio (K) é elevada,
mostrando que o equilibrio estd bastante deslocado para a direita. Entdo, no caso
do cobre, o estado de oxidagdo (+2) também € importante; porém Cu** tem uma
configuragdo d’ e é paramagnético, ou seja, o cobre possui camada interna que
estd incompleta, causando desemparelhamento dos elétrons e fazendo do 4tomo
um ima permanente que, na presenca de um campo magnético externo, produz
um torque que tende a alinhar os momentos magnéticos na mesma direcdo do
campo, causando o aparecimento de uma certa magnetizagao.

Logo, no caso do cobre, a reducdo significativa na resolucio do espectro
de RMN "C (Figura 9) é devida, principalmente, ao elétron desemparelhado
gerador de um campo magnético que interage com o momento magnético do
nicleo, causando alargamento do sinal. Mesmo assim, o espectro forneceu
informagdes sobre o complexo: além de se confirmar a presenca de Cu*?, o sinal
distorcido e fora de fase pode corresponder aos carbonos carboxilicos (~175,6
ppm), que estdo mais proximos do Cu e, por isso, sofreram um maior efeito do

paramagnetismo.

FIGURA 9: Espectro de RMN "C do complexo Cu-DTPA
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4.4 Proposiciao de Estruturas e calculos teéricos (DFT)

Sabendo-se que os metais estudados (Cd, Zn, Pb e Cu) t€m tendéncia a
formar complexos estdveis hexacoordenados (arranjo octaédrico) (Lee, 1999) e,
conhecendo a estrutura cldssica de complexos metal-EDTA (Harris, 2002) (o
DTPA tem estrutura similar ao EDTA), surge a possibilidade dos complexos
apresentarem estereoisomeria, ou seja, estruturas que apresentam mesma
conectividade, mas com os dtomos arranjados diferentemente no espago.

Diante dessa possibilidade foram propostas quatro estruturas octaédricas
(Figura 10a, 10b, 10c e 10d). Apesar de 10c e 10d terem sido propostas, elas nao
podem existir, pois no espectro de infravermelho ndo foi verificado estiramento
C-N ndo complexado. O niimero de sinais e os deslocamentos quimicos no

13 . - . )
RMN “C também nio condizem com tais estruturas.

COOH COOH

FIGURA 10: Ilustragdo dos possiveis estereoisdmeros para os complexos.
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Espera-se que a estrutura 10b seja mais estdvel que 10a, pois ela
apresenta baixo impedimento estérico e baixa repulsio eletrostitica, envolvendo
os grupos carboxilicos livres (eles estao em lados opostos), enquanto 10a € uma
estrutura altamente tensionada.

Embora o mecanismo de quelatizagcdo nao seja conhecido, a diferenca de
energia entre os dois estereoisdmeros fornece uma forte evidéncia de qual
estrutura (10a ou 10b) é mais provédvel. Para dar uma visdo sobre qual estrutura
deveria prevalecer, otimiza¢des geométricas através de cdlculos DFT foram
realizadas para ambos os estereoisdmeros dos complexos de cobre, zinco,
chumbo e cddmio (Tabela 4), dando uma geometria de um octaedro distorcido.
Para o complexo de zinco, 10b é mais estdvel que 10a por 6,5 Kcal mol ™,
enquanto que para o complexo de cddmio, 10b é mais estdvel que 10a por uma
quantidade maior (7,4 Kcal mol™). Para os complexos de Cu e Pb, a estrutura
10b também € mais estavel que 10a por 3,09 e 4,77 Kcal mol ™, respectivamente,

confirmando assim a sugestdo proposta de estabilidade.

TABELA 5: Resultado das energias para os complexos Cd-DTPA e Zn-DTPA

(estereoisOmeros a e b).

Estereoisomeros E (a.u.) E,; (kcal mol™)
Zn-DTPA (a) -3241.40909 6.51

Zn-DTPA (b) -3241.41947 0

Cd-DTPA (a) -1510.289858 7.38
Cd-DTPA (b) -1510.301623 0

Cu-DTPA (a) -3102,54023080 3,09

Cu-DTPA (b) -3102,54515937 0

Pb-DTPA (a) -1465,68927109 4,77

Pb-DTPA (b) -1465,69687827 0

E (a.u.) = energia absoluta (hartree) E | = energia relativa
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Pode-se observar que, quanto menor o metal, mais préxima de um
octaedro perfeito € a estrutura do complexo. Portanto, os complexos de Cu e Zn

tém as estruturas mais préximas de um octaedro (Figura 11).

dgt Syt

Cu-DTPA 7n-DTPA

i{? >3
‘ 9 A

FIGURA 11: Estruturas otimizadas dos complexos de Cu-DTPA e Pb-DTPA

Os complexos de Cd e Pb (Figura 12), assim como os de Cu e Zn, sdo
hexacoordenados, ndo apresentando todas as ligacdes do mesmo tamanho,
portanto ndo considerados octaedros simétricos e perfeitos. As distancias
calculadas entre o metal e os sitios coordenados (O e N) para o estereoisdmero
10b (que € o mais estdvel) estdo apresentadas na Tabela 6. Observa-se ainda que
o Pb por ter um raio atémico grande (175x10"* m) dificulta o ligante roded-lo
completamente, originando assim uma estrutura hexacoordenada semelhante a

uma “concha”.
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FIGURA 12: Estruturas otimizadas dos complexos de CADTPA e PbDTPA

TABELA 6: Comprimentos de ligacdes calculados para os complexos

estudados.

Ligacdes Comprimento de ligaciio (A)
Cu-N 2.574,2.272 ¢ 2.346
Cu-O 1.943,1.941 e 1.937
Pb-N 2.686,2.833 €2.922
Pb-O 2.409,2.414 ¢ 2.398
Cd-N 2.601, 2.604 e 2.655
Cd-O 2.271,2.267 e 2.267
Zn-N 2.334,2.350  2.563
Zn-0 2.021, 2.039 e 1.995
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5 CONCLUSOES

5.1 Os metais cddmio, zinco, cobre e chumbo formam complexos com
DTPA na razdo de 1:1. O metal se liga ao DTPA através de trés carboxilas e os
trés grupos amino, sobrando, portanto, duas carboxilas livres como mostra a

estrutura proposta abaixo:

CO0H

5.2 Os complexos formados apresentam uma estrutura hexacoordenada.
Podemos observar ainda que quanto maior o raio atdmico do metal mais distante

de uma geometria octaédrica perfeita € o complexo.

5.3 O fato dos complexos apresentarem estruturas com conformacdes
espaciais de alta complexidade, dotadas de impedimento estérico, pode justificar

o0 baixo movimento dos fons metdlicos ao longo das plantas.
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