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Resumo

Neste trabalho foi estudada a atividade catalitica das ferroporfirinas cloreto de

5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina  ferro Ill (FeTFPP), cloreto de
5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil) porfirina ferro 1l (FeTCPP) e cloreto de
5,10,15,20-tetraquis(4-N-metilpiridil) porfirina ferro 1l (FeETMPyP), em meio

homogéneo, e da FeTMPyP imobilizada em argila montmorilonita (FeP-K10), na
oxidagcao de trés corantes azo: preto disperso 3 (DB3), laranja disperso 3 (DO3) e
amarelo de metila (MY), utilizando como oxidantes peréxido de hidrogénio, terc-butil
hidroperdxido, acido meta-cloroperbenzdico, iodosilbenzeno e hipoclorito de sédio.

A oxidacao dos corantes foi inicialmente monitorada por espectroscopia UV-
Vis, pelo desaparecimento da banda de absorcdo caracteristica destes compostos
na regidao de 400 nm. Os resultados mostraram que todos os sistemas foram
eficientes para catalisar a oxidagcdo dos corantes. As reacdes sdo dependentes do
pH, sendo mais eficientes em meio acido, principalmente para rea¢des com peroxido
de hidrogénio. O catalisador solido pode ser reutilizado em cinco reagfes
consecutivas, com rendimentos reprodutiveis até a terceira reciclagem.

As reacoes de oxidacao também foram monitoradas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-UV) em fase reversa, cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM), o que possibilitou a identificacao
dos produtos de reagéo.

Na oxidagdo do corante DO3 foi produzido o 4,4-dinitroazobenzeno e a 4-
nitroanilina, com rendimento total de aproximadamente 100 %. A 4-nitroanilina € um

do produtos da reacao de oxidacgao in vivo desta classe de corantes catalisado pelo



citocromo P450, indicando que os sistemas cataliticos utilizados sdo bons modelos
biomiméticos do P450 na oxidacao deste corante.

Na oxidacdo do corante MY foram obtidos trés compostos: 4-
nitroazobenzeno, 4-aminobenzeno e 4-metil-aminoazobenzeno (rendimentos totais
de aproximadamente 100 %). O produto principal de oxidacdo do corante DB3 foi o
4,4’-dinitroazobenzeno (rendimentos da ordem de 80 %). Estes produtos indicam
gue a reacdo segue a rota biomimética do citocromo P450, via processo de N-
desmetilacdo, seguida da oxidag&o do grupo amino a nitro.

Os altos rendimentos cataliticos indicaram que a oxidacdo desses corantes
ocorre via mecanismo de clivagem heterolitica da ligacdo peroxido, com participacao
da espécie de alta valéncia, ferril radical porfirina w-cation.

Este trabalho demonstrou a capacidade das metaloporfirinas em promover a
oxidacdo dos corantes azo, bem como o potencial destes sistemas para serem
utilizados como modelos do P450 e em estudos de toxicidade dessa classe de

corantes.

Palavras chave: azo corantes, ferroporfirinas, montmorilonita, citocromo P450.



Abstract

In this work we studied the catalytic activity of the ironporphyrins iron(lIl)
5,10,15,20-tetrakis(pentafluorophenyl)porphyrin chloride (FETFPP), iron(Il)
5,10,15,20-tetrakis(4-carboxyphenyl)porphyrin  chloride (FeTCPP) and iron(lll)
5,10,15,20-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porphyrin chloride (FeTMPyP) in homogeneous
medium, as well as the catalytic activity of FeTMPyP immobilized on montmorillonite
(FeP-K10) in the oxidation of the azo dyes disperse black 3 (DB3), disperse orange 3
(DO3) and methyl yellow (MY) by the oxidants hydrogen peroxide, tert-butyl
hydroperoxide, meta-chloroperbenzoic acid, iodosylbenzene and sodium
hypochlorite.

Dye oxidation was initially monitored by observing the disappearance of the
typical absorption band of these compounds in the region of 400 nm of the UV-Vis
spectrum. Results showed that all the systems catalyzed dye oxidation efficiently.
The reactions are pH-dependent, being more effective in acidic medium, especially in
the case of hydrogen peroxide. The solid catalyst can be recovered and reused in
five consecutive reactions, with reproducible yields.

The oxidation reactions were also monitored by reverse-phase high
performance liquid chromatography (HPLC-UV), gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS) and high performance liquid chromatography coupled to
mass spectrometry (HPLC-MS), which enabled identification of the reaction products.

The products generated from the oxidation of the dye DO3 were 4,4'-
dinitroazobenzene and 4-nitroaniline, with total product yield close to 100 %. 4-

nitroaniline is one of the products produced in vivo by the cytochrome P450-



catalyzed oxidation of this class of compounds, indicating that the catalytic systems
employed here are good biomimetical models of P450.

The oxidation of the dye MY resulted in three compounds: 4-nitroazobenzene,
4-aminobenzene and 4-methyl-aminoazobenzene, with total product yield of
approximately 100 %. The main product generated from the oxidation of the dye DB3
was 4,4’-dinitroazobenzene, with yields close to 80 %. The fact that these products
were obtained indicates that the oxidation reactions follow the cytochrome P450
biomimetical route via N-demethylation, followed by oxidation of the amino group to
nitro.

The high catalytic yields showed that the oxidation of these dyes occurred via
heterolytic cleavage of the peroxide bond, which involves participation of the high-
valent ferryl porphyrin nt-cation radical species.

This work demonstrated that metalloporphyrins are able to promote azo dye
oxidation. Therefore, these systems have potential application as P450 models and

can be employed in studies on the toxicity of this class of dyes.

Keywords: azo dyes, ironporphyrins, montmorillonite K-10, cytochrome P450.
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Lista de metaloporfirinas e corantes utilizados

R= 4@N+—CH3
= FeTMPyP

Cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(4-N-metilpiridil)porfirina ferro 1l

R = @COOH
FeTCPP

Cloreto de 5,10,15,20-tetraquis-(4-carboxifenil)porfirina ferro Ill

F F
. Q;%
¢k FeTFPP

Cloreto de 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina ferro 1l
Corante vermelho disperso 3

OzN@N:N@NHZ Disperse orange 3 — DO3

HaC Corante amarelo de metila
/NAQ_N:NAQ Methyl yellow — MY

H3C

HaC Corante preto disperso 3
/N@N:N@NHZ Disperse Black 3 — DB3

HsC
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Introducéo

1.1. Aspectos gerais

O aumento da producéao industrial, em particular da indastria téxtil, tem gerado
milhdes de subprodutos indesejaveis. O setor téxtil merece destaque devido a
geracdo de grandes volumes de efluentes contendo corantes que ndo se fixam na
fibra durante o processo de tingimento, valores estes estimados entre 10 a 15 % do
total de corante usado no processo (SYE et al., 2008; ZHAO et al, 2006). Muitos
deles sdo degradados microbiologicamente, mas alguns desses corantes (da classe
dos azo) e seus subprodutos podem ser carcinogénicos e/ou mutagénicos. A alta
eficiéncia na degradacao de diversos substratos de relevancia ambiental se deve ao
uso de enzimas ligninoliticas como, por exemplo, a lignina peroxidase (HRP) (DING
et al., 2008; SHEDBALKAR et al., 2008). Porém, essas enzimas sao de dificil
purificacdo, tornando-se economicamente inviaveis e ainda sao sensiveis ao
excesso de peroxido de hidrogénio sendo, assim, desativadas (CHO et al., 2008;
SHAKERI; SHODA, 2008).

As propriedades naturais apresentadas pelos sistemas biologicos tém
incentivado o estudo biomimético de metalocomplexos capazes de reproduzi-las.
Um dos aspectos mais estimulantes e desafiadores, tanto do ponto de vista da
reatividade quanto dos mecanismos de reacao, € a atividade catalitica apresentada
por varios sistemas bioldgicos frente a reacdes de oxidacéo e reducdo (GRAEVE et
al., 2008; MANSUY, 2007; ARBUS et al., 2007).

Sistemas contendo compostos macrociclicos, tais como porfirinas e bases de
Schiff, sdo capazes de complexar diferentes metais de transicdo, com variados
estados de oxidacdo (NICOLAS et al., 2008; STARUKHIN et al., 2008; CORREA et

al., 2008). Tais compostos metalados apresentam capacidade de mimetizar o

15



Introducéo

comportamento catalitico de peroxidases e monooxigenases dependentes do
citocromo P450, tanto em catalise homogénea quanto heterogénea, nas reacdes de
oxidacdo de substratos organicos (BAGCHI; BANDYOPADHYAY, 2008; CHAUHAN;
KUMARI, 2007; CORREA et al., 2008).

Nesse contexto, metaloporfirinas, que sao capazes de catalisar reacdes redox
sob condicfes brandas, tém gerado grande interesse para aplicacdes relacionadas a
metabolizacdo de compostos organicos como farmacos, pesticidas e corantes
(CHAUHAN; KUMARI, 2007; GOTARDO et al.,, 2006) buscando a elucidacdo do
mecanismo e desenvolvimento de novos compostos para teste farmacoldgico e

toxicoldgico.

1.2. Citocromo P450

Muitos dos processos biologicos fundamentais envolvem reacdes que
resultam em um acréscimo da reatividade e solubilidade de compostos relativamente
inertes ou toéxicos, a fim de torna-los mais susceptiveis a degradacao biolégica ou
excrecdo. Uma classe de enzimas responsaveis por este tipo de reacdo € o
citocromo P450, contendo o ferro protoporfirina 1X como grupo prostético (Figura 1),
o qual é inserido dentro das cadeias de polipeptideos da proteina, com um sitio de
ligacdo bem definido que confere acessibilidade especifica ao substrato (Figura 2)

(GROVES, 2005).

16



Introducéo
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Figura 1. Ferroprotoporfirina IX na matriz protéica (VASHI; MARQUES, 2004).

Figura 2. Sitio ativo do P450 de canfora, obtido a partir da estrutura de Raio X (SHAIK et al., 2005)

Os citocromos P450 estdo presentes em todos os organismos vivos. Nos
mamiferos eles estdo presentes em varios tecidos e 0Orgaos, principalmente no
figado. As reacbes catalisadas pelo citocromo P450 séo referidas como
monooxigenacdes porque apenas um atomo de oxigénio é incorporado ao substrato.
Por esse motivo, as enzimas que realizam essas reacdes sdo denominadas
monooxigenases e desempenham papéis vitais na sintese e degradacdo de muitos

compostos fisiologicamente importantes e xenobioticos (GRAEVE et al.,, 2008;

17



Introducéo

RICOUX et al.,, 2007; ARBUS et al., 2007). Exemplos de tais reacdes sao:
hidroxilagdo de compostos alifaticos (eq. 1) e anéis aromaticos (eg. 2), epoxidacao
de olefinas (eq. 3), oxidacdo de aminas a aminoxidos (eq. 4), oxidacao de sulfetos a
sulfoxidos (eq. 5) e desalquilacdo oxidativa de heteroatomos (eq. 6) (BERTINI et al.,
2007). O citocromo P450 também € conhecido por catalisar a transformacéo de
certos compostos pré-carcinogénicos em suas formas carcinogénicas. O
benzantraceno, por exemplo, presente nas fumacas de cigarro, sofre uma reacéo de
epoxidacdo catalisada pelo citocromo P450 do figado, resultando na forma

epoxidada carcinogénica (eq. 7) (DELVIN, 1997).

|
O O o

®)

OH + HCOH ()

e
s

I J— g -
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Introducéo

Muitos membros da superfamilia das hemeproteinas citocromo P450 séo
conhecidos e o numero continua a crescer a medida que mais genomas sao
sequenciados (DENISQV et al., 2005). H& quase 4000 genes de P450 identificados
atée agora. Em termos mais amplos, ha dois papéis funcionais para estas
oxigenases. Um é o metabolismo de xenobibticos (compostos estranhos ao
organismo) como um papel protetor de degradacdo ou provisdo de “bracos” ou
regides polares em preparacédo para a excrecdo. Um segundo papel funcional amplo
€ na biossintese de moléculas sinalizadoras usadas para controle de
desenvolvimento e homeostase. Em mamiferos o P450 cumpre estes papéis através
do metabolismo de drogas e xenobidticos, e a sintese de hormoénios esteroides,
metabolismo de vitaminas lipossoliveis e a conversdo de acidos graxos poli-
insaturados em moléculas biologicamente ativas, respectivamente (DENISOV et al.,
2005). Papéis semelhantes sao desenvolvidos em plantas (biossintese de
horménios e degradacéo de herbicidas) e insetos (controle de desenvolvimento via
biossintese de hormdnios ou resisténcia a inseticidas). Alguns P450 sdo altamente
régio e estéreo especificos na oxigenacdo do substrato enquanto outros, tais como o
do figado humano (CYP3A4, onde CYP = citocromo P450, 3A4 designa a familia,
subfamilia e isoforma respectivamente), metaboliza cerca de 50 % de todos os
farmacos comerciais (DENISOQV et al., 2005).

Todos os Citocromos P450 descritos contém a ferroprotoporfirina IX (Figura 1)
como centro ativo. O grupo prostético esta situado em uma cavidade hidrofébica na
proteina, tendo a quinta posicdo de coordenacdo do metal ocupada por um atomo
de enxofre de uma cisteina residual, responsavel pela ligacdo do sitio ativo a enzima

(Figura 2) (MAKRIS et al., 2005). Apesar da diversidade de substratos que podem

19



ser oxidados e do tipo de reacado, todos os citocromos
catalitico comum (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo catalitico proposto para o citocromo P450 (adaptado de MAKRIS et al., 2005).

O ciclo catalitico foi primeiramente desvendado para o citocromo bacterial de

canfora (P450.am, CYP101). Ligacdo do substrato a enzima, em seu estado de
repouso ferro(lll) baixo spin (1), desloca a agua coordenada como sexto ligante do

ferro heme e muda o estado de spin para um complexo alto spin ligado ao substrato
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Introducéo

(2). Este complexo tem um potencial de reducdo mais positivo e, assim, é mais
facilmente reduzido ao estado ferroso (3) no CYP101l. Foi observado em outros
sistemas que a mudanca de spin ndo é uma etapa obrigatéria do ciclo (DENISQV et
al., 2005). A ligacao do oxigénio leva a um complexo oxi-P450 (4), o qual é o ultimo
intermediario relativamente estavel do ciclo. A reducédo deste complexo, formacgao
sequencial de um complexo férrico-peréxido (5a), sua forma protonada férrico-
hidroperoxido (5b), segunda protonacdo do &atomo de oxigénio distal com
subsequente heterdlise da ligacdo O-O e formacdo do composto | (6) e agua, e
oxigenacao do substrato para formar um produto complexo (7), tém sido estudadas
por muitos métodos experimentais, mas poucas medidas diretas tém sido possivel
devido a alta reatividade e impossibilidade de acumulo suficiente destes
intermediarios em estudos cinéticos.

Cada intermediario pode desenvolver sua rica quimica, o que resulta em pelo
menos trés ramificacdes envolvendo reacdes laterais: i) autooxidacdo da enzima na
forma oxo-ferro(ll) (4), com concomitante producdo de um anion superoxido e
retorno da enzima ao seu estado de repouso; ii) o desvio do peroxido (ou ciclo
catalitico curto), em que o peroxido coordenado ou o anion hidroperoxido (5a e 5b)
dissocia do ferro, formando peroxido de hidrogénio, completando assim a
improdutiva (em termos de substrato) reducdo de 2 elétrons do oxigénio; e iii) um
desacoplamento tipo oxidase, atraveés do qual o intermediario oxo-ferril (6) é oxidado
a agua ao invés de oxigenacdo do substrato, resultando assim em reducdo de 4
elétrons da molécula de dioxigénio, com a formacdo de 2 moléculas de agua. A
espécie oxo-ferril (6) tem sido aceita como o oxidante eletrofilico ativo do P450,
embora ndo tenha sido ainda detectada, mesmo através das técnicas mais

sofisticadas a ultra baixas temperaturas (CHANDRASENA et al., 2004).
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Recentemente, as espécies ferro(lll)-hidroperoxo (5b) e ferro(lll)-peroxo (5a)
tém sido também propostas como intermediarios capazes de oxidar substratos em
algumas familias de P450, embora sejam menos reativas que a espécie (6) (LI et al.,
2007; HIRAO et al.,, 2006; CHANDRASENA et al., 2004; DOWERS et al., 2004;
VOLZ et al., 2002).

A utilizacdo de multiplas espécies oxidantes na catalise pelo P450 pode
explicar a notavel versatilidade desta familia de enzimas em uma ampla variedade
de transformacdes. A participacdo destas trés espécies (peroxo, hidro-peroxido e
0Xx0) € um parametro crucial no projeto farmacéutico de novas drogas. Como a
natureza quimica dos trés oxidantes varia significativamente em termos de carater
eletrofilico, ha o desafio, por exemplo, de se prever em um futuro proximo,
estratégias para se obter determinados produtos de oxidacéo de drogas, sabendo-se
qual € o oxidante que esta operando em determinada reacdo (DENISOV et al.,

2005).

1.2.1. Modelos biomiméticos do citocromo P450

Visando compreender o mecanismo das oxidacdes mediadas pelo citocromo
P450, surgiu um campo de pesquisa em catalise oxidativa, na década de 70,
utilizando metaloporfirinas sintéticas.

Na tentativa de desenvolver sistemas biomiméticos do citocromo P450 foram
sintetizadas metaloporfirinas de diferentes geracdes (Figura 4), visando uma maior
estabilidade das mesmas, uma vez que 0s primeiros sistemas desenvolvidos eram

rapidamente degradados no meio reacional (DOLPHIN et al.,, 1997; SHELDON,
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1994). A maior estabilidade a degradacao oxidativa foi obtida através da introducéo
de substituintes halogenados ou outros substituintes (NO,, SO3zH) nas posicdes 13-
pirrélicas e mesoaril no anel porfirinico (SHELDON, 1994). Aléem de conferir
estabilidade ao catalisador, séo eficientes na promocdo de reaclOes de
oxifuncionalizacdo de hidrocarbonetos, ja que os atomos de fldor e cloro presentes
deslocam o potencial redox do metal, e assim confere ao intermediario da reagcdo um
carater mais eletrofilico, e, consequientemente, mais reativo, principalmente em
reacoes de oxidacdo de substratos mais inertes, como, por exemplo, alcanos

(DOLPHIN et al., 1997; MEUNIER, 1992).

CH,
2 CHs
HaC
-
HaC CHs
HooC CooH

Figura 4. Estruturas: (a) Ferroprotoporfirina 1X, (b) metaloporfirinas de 12 geracéo, (c) 22 geracéo e
(d) 32 geracéo.
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Apesar de serem o0s modelos mais fiéis do P450, os catalisadores
metaloporfirinicos apresentam algumas desvantagens que inviabilizam sua utilizacéao
em larga escala: (i) sdo de dificil sintese e purificagdo, o que aumenta
consideravelmente seu custo e (i) embora apresentem alta atividade catalitica, ndo
atingem niveis necessarios para sua utilizacdo industrial. Sendo assim, 0s
catalisadores metaloporfirinicos possuem maior potencial de aplicacdo na quimica
fina e em estudos biomiméticos de mecanismos.

Uma diferenca significativa entre os modelos metaloporfirinicos e as enzimas
€ a presenca de uma matriz protéica nos sistemas bioldgicos (Figura 2). Esta matriz
controla 0 acesso do substrato a espécie ativa oxidante, tornando-a seletiva para a
oxidacdo, proporcionando um ambiente hidrofobico para a ligacdo do substrato,
além de ser um isolante do centro catalitico, controlando sua reatividade e
prevenindo sua inativacao por agregacao ou auto-oxidacao biomolecular (LINDSAY,
1994).

Estudos comparativos de seletividade e estabilidade com modelos sintéticos e
sistemas naturais levaram a conclusao de que a seletividade origina-se dos efeitos
estéricos impostos pelo ambiente do sitio ativo. Esse € o motivo pelo qual tem
havido um intenso esfor¢o no sentido de mimetizar a cavidade protéica das enzimas
naturais (BEDIOUI, 1995; GOTARDO et al., 2005).

Nos sistemas modelos permanecem algumas dificuldades a serem
superadas: a recuperacao, reutilizacdo e o custo do catalisador. A heterogenizacéo
de catalisadores em suportes solidos inertes prolonga a vida dos mesmos. Além
disso, a catalise heterogénea oferece vantagens, como o maior controle do meio e
condicOes reacionais, prevenindo a auto-destruicdo; grande dispersao do sitio ativo

do catalisador gracas as altas areas superficiais fornecidas pelos suportes e ainda
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fornece uma facil separacdo do meio reacional, possibilitando a reutilizacdo, assim,
minimizando o0 seu custo e gerando menos poluicdo ambiental. Deste modo
combinam-se as vantagens de um catalisador ancorado (catalise heterogénea) com
a alta atividade catalitica exibida por catalisadores em solucéo (catalise homogénea)
(NICOLAS et al.,, 2008; ENTHALER et al.,, 2008; EMMERT IIl et al.,, 2008;
CHAUHAN; KUMARI, 2007; GOTARDO et al., 2006). Uma variedade de suportes
sélidos tém sido testados, como as matrizes inorganicas, tais como silica, alumina,
zeolitas, argilas anidnicas e catidnicas, bem como polimeros e resinas (CORREA et
al., 2008; CARBALLO et al.,, 2008; COSTA et al.,, 2008; FARIA et al., 2008;

MACHADO et al., 2008; MAC LEOD et al., 2007; SULAKOVA et al., 2007).

1.2.2. Histérico das principais contribuicbes de enzimas Citocromo P450 e

modelos biomiméticos

Em uma revisao recente Mansuy traca um paralelo entre o desenvolvimento
dos conhecimentos sobre as enzimas citocromo P450 e o0s modelos
metaloporfirinicos (MANSUY, 2007). Uma imensa quantidade de estudos tem sido
desenvolvida nestes Ultimos trinta anos com modelos quimicos baseados em
metaloporfirinas, resultando em diversas contribuicbes importantes para entender os
processos oxidativos relacionados ao citocromo P450, conforme mostra o esquema

da Figura 5.
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| L
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purificagdo do mecanismo de estrutura de estudos dos
P450c.m (1968) e recombinacéo de raio X do P450s Detalhes dos estudos
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para a ligacédo da mutantes

cisteina

cristalografia e calculos
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para os ferro-
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para o P450
Fe=CRR" Fe-CRR'R"
Fe-RNO Fe=NR

Oxidagdes cataliticas de metaloporfirinas em meio
homogéneo e suportadas. Aplica¢éo para
preparagdo de metabdlitos de farmacos

Figura 5. Esquema de comparacéo do histérico do desenvolvimento do P450 e do uso de modelos

metaloporfirinicos (adaptado de MANSUY, 2007).

Mansuy destaca que historicamente houveram quatro contribuicdes principais

dos estudos do P450 e metaloporfirinas (MANSUY, 2007).

As principais

contribuicdes da primeira fase, no inicio dos anos 70, incluem: () a proposta das

etapas principais do ciclo catalitico do P450 na ativacdo do oxigénio para

hidroxilagdo de substratos, baseado em estudos espectroscopicos e enzimaticos

utilizando fracdes microssomais € P450.am; (II) a sintese de modelos estruturais de

intermediarios do ciclo catalitico do P450 sugere a presenca de um ligante axial

tiolato no ferro, baseados em dados espectrais do P450, muito antes da publicacéo

da primeira estrutura de raios-X; (lll) as ferroporfirinas foram aplicadas como

modelos biomiméticos do P450 em epoxidacbes de alcenos e hidroxilacdo de

alcanos

utilizando

iodosilbenzeno.

Outros

doadores

de oxigénio,

alquilhidroperoéxidos, O, e CIO’, foram empregados para hidroxilar ligacbes C-H de
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varios substratos na presenca de quantidades cataliticas de P450 e metaloporfirinas;
(IV) Groves e McClusky propuseram o mecanismo rebound para hidroxilacbes de
ligacdo C-H catalisadas pelo P450 (MANSUY, 2007).

A segunda fase principal envolve a determinacdo de varios P450-ferro-
metabdlitos complexos (Fe-carbenos, Fe-c-alquilas, Fe-c-arilas) de natureza estavel,
devido a sintese e caracterizagdo completa dos complexos correspondentes ferro-
porfirinas metabdlitos. Estes estudos levaram a descoberta de uma rica quimica de
coordenacdo e quimica organometalica de ferroporfirinas e P450. Tais estudos
contribuiram, por exemplo, para interpretar os problemas dos efeitos da inibicdo do
CYP2D6 pela paroxetina, consequéncia de uma interacdo P450-carbeno formado
durante o metabolismo deste farmaco (BERTELSEN, 2003). Ainda nesta segunda
fase, a estrutura do primeiro raio-X do citocromo P450.,m a partir do Pseudomonas
putida foi determinada. Desde entdo, muitas outras estruturas de P450s de
diferentes origens foram publicadas (POULOS, 2005). Entretanto, a primeira
estrutura do P450 proveniente de um mamifero foi determinada apenas em 2000
(WILLIAMS et al., 2000), e mais recentemente, entre 2004 e 2005, a estrutura dos
quatro principais P450s do figado humano foram publicados (JOHNSON; STOUT,
2005).

A terceira fase envolve a preparacdo de diversos complexos reativos ferro-
peroxo, hidroperoxo e oxo-peroxo que correspondem a intermedidrios transientes do
ciclo catalitico do P450 através do uso de ferramentas bioquimicas e biofisicas,
como a mutagénese, criocristalografia de alta resolucéo e estudos espectroscopicos
de intermediarios isolados usando técnicas criogénicas ou de cinética “fast”. Os
estudos destes modelos complexos tém gerado importantes dados para a

compreensao da estrutura eletronica e reatividade dos correspondentes
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intermedidrios instaveis do P450. Estes dados também foram cruciais para entender
a estrutura e a reatividade dos complexos correspondentes de muitas outras
hemeproteinas que envolvem a ligacdo de dioxigénio e/ou ativacdo em diferentes
reacoes oxidativas. Além disso, estes complexos foram importantes para o
entendimento da natureza de complexos correspondentes oxo e peroxo envolvidos
no ciclo cataliticos de ferro-oxigenases nao-heme (MANSUY, 2007).

A gquarta fase compreende: (I) o desenvolvimento de uma grande variedade
de catalisadores seletivos para oxidacdes: sistemas utilizando principalmente ferro e
manganésporfirinas, em meio homogéneo ou suportado em diferentes materiais,
usando doadores simples de oxigénio (H.O,, CIO’,...) para epoxidar olefinas,
hidroxilar alcanos e transferir o atomo de oxigénio para substratos contendo enxofre
ou nitrogénio; (II) a preparacdo de metabdlitos através da oxidacdo de farmacos
utilizando metaloporfirinas como modelos biomiméticos do P450; (Ill) os sistemas
seletivos para a transferéncia de oxigénio tem sido fonte de inspiracdo para modelos
semelhantes de catalisadores metéalicos nao-porfirinicos (MANSUY, 2007).

Seguindo esta evolucdo, nosso grupo de pesquisa tem contribuido para a
area investigando complexos modelos de P450, metaloporfirinas e complexos
analogos salen, aplicados em estudos de oxidacdo de farmacos, herbicidas e
corantes azo, bem como estudos de interacao entre farmacos e substituintes ligados
ao complexo metalico (BARROS et al.,, 2008; 2006; MAC LEOD et al., 2007,
GOTARDO et al., 2006; SANTOS et al., 2005; SILVA FILHO et al., 2005). Assim, o
esquema de Mansuy pode ser complementado para o periodo 2005-2008, incluindo

a contribuicdo dos resultados de nossos estudos (Figura 6).
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Catalise heterogénea utilizando metaloporfirinas e complexo salen com diferentes suportes: zedlitas aluminas, silica, materiais poliméricos,

Metaloporfirinas na

resinas, dentre outros

oxidagao de
cloroquina e “Crowned”
_importancia das metaloporfirinas  Metaloporfirinas Eletrodo
mterfa}goes entre o como na oxidagao de modificado com Primeiro trabalho Metaloporfirinas
ba{rpf:lcto ed Catahlsadores herbicidas metaloporfirinas com complexo na oxidagéo de
substi L;"? es da sele_tlvos~ de (Gotardo et al., na oxidacéo de salen na oxidagdo corantes azo
porfirina _ oxidacao 2006) corantes azo de farmacos (Barros etal.,
(Santos etal,, 2005)  (silva Filho et al, (Barros et al., (Mac Leod et al., 2008) Modelos
2005) 2006) 2007) P450
»
»
2005 Revisdo de oxidantes 2006 Revisdo de 2007 Modelo de 2008 Evidéncias Substituicéo,
eletrofilicos na catélise do oxidagOes quimicas haloperoxidase para para a dimerizagao,
citocromo P450 e biolégicas com halogenagéo de espécie metalagdo e
(Newcomb; Chandrasena, Fe(IV) substratos Fe(V)=0 reagdes de “N-
2005) e estudo de multiplas (Groves et al. 2006) Lahaye; Groves, (Lee etal., fused” porfirinas
espécies oxidantes como 2007) e 2008) (Ishizuda et al.,

intermediarios (Nam et al., 2008)

2004)

caracterizagdo de
porfirinas transdioxo
(Jin et al., 2007)

Figura 6. Recentes contribuicdes do uso de metaloporfirinas e complexos salen como modelos do
P450.

Gracas a evolugdo na é&rea de materiais nos ultimos anos, a catalise
heterogénea com os complexos metélicos tem sido objeto de intensas pesquisas
com a finalidade de mimetizar a cavidade protéica do citocromo P450, conferindo
estabilidade e possibilidade de reutilizagdo do catalisador. O nosso grupo e outros
pesquisadores tém trabalhado com metaloporfirinas de segunda e terceira geragéo e
complexos salen imobilizados por ligacdo covalente, interacbes i0nicas e
hidrofébicas em varios tipos de suportes (ex. alumina, silica, materiais poliméricos,
zeodlitas) obtendo bons resultados cataliticos, mostrando a aplicabilidade desses
sistemas (CORREA et al., 2008; CARBALLO et al., 2008; COSTA et al., 2008;
FARIA et al., 2008; MACHADO et al., 2008; MAC LEOD et al., 2006; GUEDES et al.,
2005a).

Outras contribuicbes para a quimica de modelos do P450 que merecem
destaque seriam: (I) modelos de haloperoxidade (LAHAYE; GROVES, 2007) para

halogenacdo de substratos organicos utilizando H,O, como oxidante; (ll) utilizacédo

de porfirinas supramoleculares em diversas aplicacfes (FUKUSHIMA; TATSUMI,
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2007; ISHIZUKA et al., 2008); (lll) caracterizacdo de intermediarios e estudos de
multiplas espécies oxidantes eletrofilicas capazes de oxidar substratos (LEE et al.,
2007; JIN et al., 2007; NEHRU et al., 2008; KANG et al., 2007; PARK et al., 2006;

GROVES, 2006; NEWCOMB; CHANDRESENA, 2005; NAM et al., 2004).

1.3. Hist6ria dos corantes

Cores sempre exerceram fascinio sobre a humanidade. Os corantes sao
compostos de moléculas naturais ou feitos pelo homem, cujas origens remontam a
milhares de anos atras (COUTEUR; BURRESON, 2006).

A extracdo e o preparo de corantes, mencionados na literatura chinesa em
tempos que remontam a 3000 a.C., talvez tenham sido as primeiras tentativas
humanas de praticar quimica (DRUDING, 2008). As tinturas mais antigas eram
obtidas principalmente das plantas: de suas raizes, folhas, cascas ou bagas.
Embora as primeiras tinturas fossem objeto de grande demanda e muito valiosas,
freqientemente era dificil obté-las, sua variedade era limitada e as cores ndo eram
fortes ou desbotavam rapidamente, tornando-se foscas e turvas a luz do sol
(COUTEUR; BURRESON, 2006; GUARATINI; ZANONI, 2000).

O azul, em particular, era uma cor muito requisitada. Comparados ao
vermelho e ao amarelo, os tons de azul ndo sdo comuns em plantas; uma delas,
porém, a Indigofera tinctoria, da familia das leguminosas, era conhecida como farta
fonte do corante azul indigo (Figura 7a) (VANIN, 1994). Consta que 700 anos atras,
Marco Pélo viu em suas viagens o indigo usado no vale do indio, dai o nome que

deu a planta (COUTEUR; BURRESON, 2006).
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Figura 7. Estrutura quimica dos corantes: (a) Azul indigo e (b) Purpura de Tiro ou Purpura Real.

O indigo era uma substancia muito valiosa, mas a matéria corante antiga mais
cara era uma molécula muito semelhante a ele, conhecida como Purpura de Tiro
(derivado dibromo do indigo). Em algumas culturas, o uso da cor purpura era
restringido por lei ao rei ou imperador, dai o outro nome desse corante — Parpura
Real (Figura 7b) (DRUDING, 2008).

A purpura de Tiro era obtida de um muco opaco secretado por Varias
espécies de moluscos marinhos, em geral do género Murex. Acredita-se que a
fabricacdo da tintura comecou na cidade portuéria de Tiro (hoje parte do Libano), no
Mediterraneo, durante o Império Fenicio (COUTEUR; BURRESON, 2006).

A partir do final do século XVIII foram criados corantes sintéticos que
mudaram as praticas seculares dos artesdes. O primeiro feito pelo homem foi o
acido picrico, a molécula tri-nitrada usada em muni¢des na Primeira Guerra Mundial.

Em 1856, William Henry Perkin trabalhava na sintese de um composto com
propriedades antimalaricas (quinina) e produziu uma substancia preta que se
dissolveu em etanol, resultando em uma solucdo de cor purpura forte, chamada
posteriormente de malveina (CLARK et al., 1993).

As moléculas corantes mudaram a historia. Procuradas a partir de suas fontes
naturais durante milhares de anos, elas criaram algumas das primeiras industrias da

humanidade (NEWARK, 2008). A medida que a demanda de cor cresceu,
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prosperaram também fabricas, cidades e comércio. Mas o advento de corantes
sintéticos transformou o mundo. Os meios tradicionais de obtencdo de corantes
naturais desapareceram. Em seu lugar, menos de um século depois de Perkin ter
sintetizado o malva pela primeira vez, conglomerados quimicos gigantes dominaram
ndo s6 o mercado de corantes, mas também a florescente industria da quimica
organica (DRUDING, 2008). Isso, por sua vez, forneceu o capital financeiro e o
conhecimento quimico para as enormes producbes atuais de antibibticos,
analgésicos e outros compostos farmacéuticos (DRUDING, 2008).

O Colour Index (CI), publicacdo da “American Association of Textile Chemists
and Colorists” e da “British Society of Dyers and Colorists”, registra atualmente mais
de 8 mil corantes organicos sintéticos associados a industria téxtil. Tal diversidade
se justifica pelo sucesso comercial dos produtos téxteis, que passam por um
processo de tintura. Para atender a um mercado cada vez mais exigente, a industria
tem investido no desenvolvimento de corantes econdmicos, com propriedades
especificas, para obter boa fixacdo da coloracdo nos tecidos, oferecendo alta
resisténcia aos agentes desencadeadores do desbotamento (CHRISTIE et al., 2008;

METWALLY et al., 2008; YAZDANBAKHSH et al., 2007).

1.3.1. Estrutura dos corantes

Corantes sdo compostos que absorvem luz com comprimento de onda na
regido do visivel (350 a 780 nm) (SANTOS et al., 2007; ZOLLINGER, 1991). A
principal estrutura responsavel pela absorcéo da luz nas moléculas de corantes € o

grupo cromoforo, um sistema de elétrons deslocalizado com dupla ligacdo
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conjugada. A absorcdo da radiacdo UV-Vis pelas moléculas organicas esta
associada com a transicao eletrbnica entre os orbitais moleculares. A energia da

radiacdo absorvida é dada por:

AE=E;-Eo=hv=hc/A

onde Ep € a energia do estado fundamental da molécula (J), E; é a energia do
estado excitado (J), h é a constante de Planck (6,626 x 10* Js), v é a freqiiéncia da
radiacdo eletromagnética (Hz), ¢ é a velocidade da luz (3 x 108 ms*) e A é o
comprimento de onda (nm).

Quanto mais extensa a deslocalizacdo eletrbnica, menor a energia de
transicdo e maior o comprimento de onda relacionado a transicdo. Para permitir a
deslocalizacéo eletronica as duplas ligacbes devem se alternar com as ligagbes
simples. No caso de corantes sintéticos, a deslocalizacdo € promovida pelo anel
benzénico ou naftalénico. Grupos croméforos (Tabela 1) freqientemente contém
heteroatomos como N, O e S com elétrons antiligantes. A incorporacdo desses
elétrons pelo sistema deslocalizado no anel aromético modifica a energia da nuvem
eletrGnica, alterando o comprimento de onda da radiacao absorvida para a regiao do
visivel, e tornando o composto colorido. Em muitos casos 0s corantes contém
grupos adicionais chamados auxocromos, que sao substituintes retiradores ou
doadores de elétrons que causam ou intensificam a cor do cromoforo pela alteracao
da energia total do sistema de elétrons. Os mais importantes grupos auxocromos
sao: hidroxila e derivados, -OH, OR; amino e derivados, -NH,, NHR, NR3; sulfénico, -

SOsH; carboxilico, -COOH,; e sulfeto, -SR (SANTOS et al., 2007).
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Tabela 1. Classificacdo e exemplo de corantes em funcéo do grupo cromoforo presente (adaptado de
SANTOS et al., 2007).

Classe corante Croméforo Exemplo

OH
0
/ (T
nitro _N\
(@] NO,

Amarelo acido 24

NO
. ON
nitroso —N— \i:(o'*
NO

Verde rapido O

azo — N—N— NaO3SON:NON(CH3)Z

alaranjado de metila

Me,N

trifenil metil Q \ }—’NMez
O

oleta bésico 3

0 SO,0H
) SOZCHZCHZOSOZOH
antraquinona O‘O

Azul reativo 19
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Corantes sdo utilizados na industria téxtil, industria de curtimento do couro,
producdo de papel, pesquisa agricola, tecnologia alimenticia, cela fotoelétrica,
coloracao de cabelo, cosmética.

Em funcdo do grande uso dos corantes na industria téxtil, estes podem ser
classificados de acordo com o meétodo pelo qual é fixado a fibora (GUARATINI;
ZANONI, 2000). A Tabela 2 mostra os principais tipos de corantes em relacdo a sua

aplicacao.

Tabela 2. Classificacéo e caracteristicas de alguns corantes em fun¢éo da suas aplicagdes (adaptado
de GUARATINI; ZANONI, 2000).

Tipos de Caracteristicas Substratos
corantes
Acido Quando em solugéo possuem cargas Nailon, 1&, poliamida,
negativas que se ligam a grupos seda, papel, tinta, couro

catidnicos presentes na fibra

Bésico Compostos catibnicos que se ligam aos  Fibra sintética, papel, seda
grupos acidos da fibra

Direto Compostos soluveis em agua que Celulose, coton, viscose,
interagem com a fibra através de papel, couro, nailon
interacOes de Van der Waals

Reativo Possuem grupos eletrofilicos capazes de Coton, 13, seda, nailon
formar ligacdo covalente com grupos
hidroxila, amino e tiois

Disperso  Compostos insoluveis em agua aplicados Poliéster, poliamida,
em fibras hidrofobicas através de acetato, acrilico, plastico
suspensao
Azoico Compostos coloridos, insoltveis em Coton, viscose, acetato de
agua, que sao sintetizados sobre a fibra celulose, poliéster

durante o processo de tingimento
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Entre os corantes sintéticos, os corantes azo sdo os mais utilizados,
representando quase 70 % da producao téxtil. Eles sdo faceis de sintetizar, baixo
custo, estaveis, podem ser utilizados em varios materiais (téxtil, couro, plastico e
comida) e permitem uma grande variedade de cores (GUARATINI; ZANONI, 2000).
Possuem em sua molécula um ou mais grupos azo. A sintese destes compostos é
obtida pela reacdo de sais de diazénio com aminas aromaticas, fendis, naftois ou
enol alifatico (CONSTANTINO, 2005; ZOLLINGER, 1991). O acoplamento
geralmente ocorre na posicao para em relacdo ao grupo amino ou hidroxil ou na
posicdo orto se a posterior estiver ocupada. Os sais de diazénio sdo obtidos pela
reacdo de nitrato de sodio com uma solucdo de amina e um acido mineral,

preferencialmente acido cloridrico, Figura 8.

diazotacéo
R, Ry
HC' +
Ry NH; + NaNO, —— > R; N N—ClI
0-5°C
HO
/ \ pH>7 pH<7
CH
— 0-8°C 25°C N/ 8
/N \
— CHg
R, HO Ra
: /CH3
S CH,

Figura 8. Sintese de corante azo (CONSTANTINO, 2005).
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1.3.2. Ecotoxicidade dos corantes azo

As industrias de corantes sdo as mais problematicas em relacdo a liberacéo
de residuos para o meio ambiente. A liberacdo descontrolada destes residuos causa
sérios problemas. Estes compostos sdo projetados para serem quimicamente
estaveis e dificilmente degradados pela luz, sendo assim altamente persistentes em
ambientes naturais. Por exemplo, a meia vida do Azul Reativo 19 hidrolisado é de
aproximadamente 46 anos a pH 7,0 e 25 °C (WEBBER; STICKNEY, 1993).

Os corantes, quando presentes no meio aquatico, afetam ndo s6 os aspectos
estéticos do meio, mas a cor interfere na penetracdo da luz solar na agua,
retardando a fotossintese, inibindo o crescimento da biota aquéatica e interferindo na
solubilidade de gases na agua. Além disso, podem ser toxicos devido a presenca de
aromaticos e metais pesados (OLIVEIRA et al., 2007; SULAKOVA et al., 2007;
CARNEIRO et al., 2005). A possibilidade de bioacumulacdo em peixes foi
considerada, mas os poucos estudos nao confirmaram esta hipétese (LAW, 1995;
ANLIKER et al., 1988; ANLIKER; MOSER, 1987).

A toxicidade dos corantes azo, como definido pelos critérios da Unido
Européia para a classificacdo de substancias perigosas, € bastante baixa. Apenas
alguns azo corantes apresentam valores LD50 (dose letal mediana) abaixo de 250
mg.Kg™' de massa corpérea (SEESURIYACHAN et al., 2007; VAN DER ZEE et al.,
2001). Entretanto, sdo encontrados relatos de reacdo alérgica desde 1930. Alguns
corantes dispersos com estrutura monoazo ou antraquinona causam, por exemplo,

eczema ou dermatite de contato (GOON et al., 2003; KOMERICKI et al., 2001).
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1.4. Corantes azo e citocromo P450

Estudos biocinéticos tém mostrado evidéncias de que corantes azo soluveis
em agua, se oralmente administrados, sdo metabolizados na microflora intestinal e
excretados mais rapidamente do que os compostos menos soluveis. Por outro lado,
0S corantes insoluveis em agua podem ser biodegradados no figado, formando
conjugados soliveis em agua que seriam entdo transportados para o intestino e
sujeitos a reducbOes por bactérias da flora normal. A biotransformacdo destes
corantes pode ser responsavel pela formacdo de aminas, benzidinas e outros
intermediarios com potencialidade carcinogénica e mutagénica (BAFANA et al.,
2008; JADHAV et al., 2008; TSUBQY et al., 2007; PRICELIUS et al., 2007; RESS et
al., 2002; ZBAIDA et al., 1989).

Os quatro principais mecanismos de biotransformacao envolvendo este tipo
de corante sdo baseados principalmente em modificacdes devido a processos de
oxidacao, hidrélise, conjugacéo e reducao, cuja degradacao é acelerada através de
processos enzimaticos. Assim, reacdes tais como clivagem da ligacdo azo e
formacdo de aminas nos processos de reducéo, hidroxilagdo da molécula ou parte
dela em processos de oxidacdo, podem ocorrer rapidamente, sendo que as enzimas
sdo incapazes de diferenciar se os produtos gerados sdo nocivos ou nao ao
organismo (TAUBER et al., 2008; BAFANA et al., 2008; JADHAVB et al., 2008;
QURESHI et al., 2007; TORRES et al., 2003).

Véarios corantes foram banidos da comercializacdo por serem potenciais
produtores de benzidinas, o-toluidinas e anisidinas durante sua degradacao, via
biotransformacdo catalisada enzimaticamente pela azo redutase. Esta enzima é

responsavel pela clivagem redutiva das ligacdes azo deste tipo de compostos. Essa
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reducao ocorre preferencialmente com corantes solUveis em agua catalisados pelo
sistema microssomal NADPH citocromo P450, onde o NADPH funciona como
doador de elétrons, sendo este sistema catalitico encontrado no figado ou formado
por muitas espécies de bactérias anaerobicas no intestino grosso (ZBAIDA; LEVINE,
1990; ZIMMERMANN et al., 1982). O mecanismo de reducdo deste sistema
enzimatico envolve a transferéncia de dois elétrons, com um radical livre como
intermediario (Figura 9). A capacidade de reducédo depende do sistema enzimatico e

da estrutura do azo corante.

O—]=[0—C]

radical livre

I
O
Ol 22 OO

Figura 9. Mecanismo de reducéo de corante azo via citocromo P450 (HUNGER, 1994).

Metabolismo oxidativo
Corantes com grande solubilidade em lipidios sofrem preferencialmente
reacoes de oxidacdo. Processos oxidativos sdo catalisados principalmente por um

sistema de monooxigenases representado pelo citocromo P450. O mecanismo geral
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de oxidacbes metabdlicas consiste em uma cadeia transportadora de elétrons,
primeiramente transferindo um elétron para o complexo P450-Fe**, que sobre
reducao, adquire oxigénio em etapas subsequentes e leva finalmente ao produto de
oxidacdo no organismo (HUNGER, 1994).

Trés diferentes mecanismos de oxidacdo sdo importantes para corantes azo,
todos deixando a ligacao azo intacta (HUNGER, 1994):

C - hidroxilacdo no anel do corante azo, provavelmente ocorrendo via

mecanismo de epoxidacéo e subseqiiente arranjo a fenol, como mostra a Figura 10.

H

Oxidagao >
@ 2 N @

H

OH
CHs CHs
/ Oxidagao /
N=—N N\ ——> HO N=—N N\
CH, CHj

Figura 10. C-hidroxilagdo no anel aromatico (HUNGER, 1994).

N — hidroxilagcdo, ocorrendo em grupos amino primarios, secundarios ou com
grupos acetilamino, no figado. Esta reacdo € seguida por uma esterificagdo com
glucoronato ou sulfato. Estes ésteres ativados podem levar a excrecdo das
substancias agora sollveis em agua, ou dividir o grupamento éster levando a
formacgdo do composto nitrénio —NH" (Figura 11), que pode ligar-se covalentemente

a um grupo nucleofilico do DNA (Figura 12).
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Figura 11. N-hidroxilacéo e formacéo do ion nitrénio (HUNGER, 1994).

N
NHR HN

Figura 12. Reacao do ion nitrénio com o DNA (guanosina) (HUNGER, 1994).

Introducéo

Desmetilacédo é a oxidacdo de grupos metil de dialquilamino compostos. O

derivado N-hidroxi pode ser ainda desmetilado ou reagir formando um composto

nitrénio (Figura 13).
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< >—N:N—< >—N
\
CHjz
Oxidagao
P450 CH,
—N/ N-oxidacéo
/CH3 /CH3 \OH
—N  — HCHO + N\
H /H
N segunda demetilagédo

CH,OH
AN

H

Figura 13. Desmetilacdo, metabolismo oxidativo (HUNGER, 1994).

Assim, considerando a periculosidade dos produtos gerados, Vvia
biotransformacdo, um dos testes mais importantes sobre a toxicidade do corante
envolve a avaliacdo prévia das provaveis interacdes e produtos obtidos durante
reducdo ou oxidacdo enzimatica. Estes estudos poderiam dar subsidios para uma
catalogacéao prévia do grau carcinogénico do corante.

Metaloporfirinas tém sido estudadas como eficientes modelos biomiméticos
da funcdo oxidativa do citocromo P450 (EMMERT III et al., 2008; HODGES et al.,
1999; SPADARO; RENGANATHAN, 1994) e tém grande potencial para serem
empregados também como modelos da funcdo redutiva destas enzimas. O
conhecimento das transformacdes estruturais de corantes azo via oxidacdo ou
reducdo na presenca de metaloporfirinas pode ser util para avaliacdo prévia de

interacOes durante sua biodegradacéo.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade catalitica das
metaloporfirinas comerciais, em solucdo e imobilizada em argila montmorilonita K10,
como modelos das enzimas P450 na oxidacao de trés corantes dispersos azoéicos
(DO3, MY e DB3) por peroxido de hidrogénio, terc-butil hidroperoxido, acido m-
cloroperbenzoico, iodosilbenzeno e hipoclorito de sédio.

Os estudos com as metaloporfirinas visam compreender a participacdo do
citocromo P450 na oxidacdo desses corantes e desenvolver metodologias para o

estudo do potencial téxico destes compostos.
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Materiais e Método

3.1. Materiais

Solventes e Reagentes

= Os oxidantes TBHP e m-CPBA foram adquiridos da Acros Organics, H,0, (30 %)
da Fluka e o PhlO foi sintetizado através da hidrolise do iodobenzenodiacetato,
segundo método descrito por (SHAREFKIN, 1973) e sua pureza de 95 % foi
determinada por titulacdo iodométrica segundo técnica descrito por (LUCAS et al.,
1963).

= Os solventes utilizados foram de grau CLAE e de procedéncia J.T. Baker,
Mallinckrodt e Synth.

= A 4agua utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Milli-Q, Millipore.

= Os corantes DO3, DB3 e MY e a PNA foram de procedéncia Acros Organics ou
Sigma-Aldrich, com teor de pureza acima de 95 %.

= As porfirinas H, TMPyP, H,TCPP e H,TFPP foram adquiridas da MID CENTURY.
= O sal cloreto de ferro Il tetrahidratado foram de procedéncia Acros Organics.

= Os sais utilizados no preparo das solu¢gdes tampéo foram de grau P.A., sendo o
tampdo NH3/NH4Cl (pKa 9,2) de procedéncia Synth e o tampao acido fosférico e

dihidrogenofosfato de potassio (pKa 2,12) de procedéncia Mallinckrodt.
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3.2. Equipamentos

Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis foram obtidos em um
espectrofotometro HP modelo 8452A. Foram empregadas células de quartzo com

caminho Optico de 1,0 cm.

Cromatografia liguida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia no

ultravioleta (CLAE-UV)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em um equipamento da
Shimadzu, com bomba LC-6AD, com amostrador de 20 uL e detector de UV-Vis
Diodo Array modelo SPD-M10A. Utilizou-se coluna C-18 da Merck (125 x 4 mm) a
temperatura de 30 °C.

A eluicdo da fase mével foi gradiente e o fluxo foi mantido em 1,0 mL.min™. As

amostras foram dissolvidas na propria fase movel.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises foram realizadas utilizando-se um cromatografo a gas Shimadzu
modelo GC17A acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu modelo QP2010
cuja fonte de impacto de elétron opera com energia de ionizacdo de 70 eV. Foi
utilizada uma coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

As temperaturas empregadas foram:
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- Temperatura do injetor: 260 °C;

- Temperatura do detector: 270 °C;

- Programacéo de temperatura da coluna: 50 °C (5 min) a 270 °C (4 min), com
velocidade de aquecimento de 10 °C.min™.

As amostras (1uL) foram injetadas por um auto-injetor, utilizando a técnica de
injecdo “splitless”. O gas de arraste utilizado foi o hélio, com vazdo de 1mL.min. Os
picos dos cromatogramas foram indentificados pela comparagédo com os dados da
literatura e perfis de fragmentacdo da biblioteca NIST (versdo 1.10 beta) do
equipamento.

As andlises foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto, USP.

Difragcdo de raio-X (DRX)

As analises de difracdo de raio-X foram realizadas em um difractémetro
Siemens modelo 5005 usando radiacdo CuKa, no laboratério da Profa. Dra. Rogéria
Rocha Goncalves, do Departamento de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias

e Letras de Ribeirdo Preto/USP.

Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica foi realizada em um aparelho de analise térmica
TA Instruments-SDT Q600 - Simultaneous DTA -TGA utilizando um gradiente de
temperatura entre temperatura ambiente (~ 25 °C) até 1500 °C, em uma velocidade

de 20 °C por minuto, com fluxo de N, em 100 mL.min™.
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As andlises foram realizadas no laboratério da Prof. Dra. Katia Jorge Ciuffi da

Universidade de Franca.

CLAE acoplado a espectrometria de massas (CLAE-EM)

As analises por CLAE-EM foram realizadas em um cromatégrafo da Shimadzu,
com bomba de alta pressao LC-20AD, com amostrador de 20 uL e detector de UV-Vis
“fotodiodo array” modelo SPD-M20A. Utilizou-se coluna C-18 da Merck (125 x 4 mm), a
temperatura de 30 °C. A eluicdo da fase movel foi gradiente e o fluxo foi mantido em 1,0
mL.min™?. As amostras foram dissolvidas na propria fase mével. O cromatégrafo é
acoplado a espectrometria de massas da marca Bruker Daltonics, modelo ultrOTOFq-
ESI-TOF Mass Spectrometer. As andlises foram realizadas no modo de deteccéo
positivo, com calibragéo interna antes das andlises. O padrédo para calibracdo foi uma
solucao de trifluoroacetato de sédio a 10 mg.mL™ (TOF)

As andlises foram realizadas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Ribeirdo Preto, USP.

3.3. Métodos

3.3.1. Insercao de ion metalico na porfirina base livre

A reacgédo de insercao de ferro nas porfirinas base livres foi realizada usando

como solvente a agua para a H,TMPyP e dimetilformamida para a H,TCPP e
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H,TFPP, e o cloreto de ferro Il tetrahidratado como sal fornecedor do ion metalico.

Em um baldo de trés bocas adaptado com um condensador foram colocados
40 mL do solvente adequado. Apos 1 hora de borbulhamento de argénio no solvente
foram adicionados n; mols da porfirina base livre e levado a refluxo sob agitacéo
magneética, em atmosfera de argénio e auséncia de luz. Adicionou-se n, mols do sal

fornecedor do ion metalico, conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Solvente e nimeros de mols utilizados do sal fornecedor do metal e da porfirina base livre
para a reacdo de metalacao.

Porfirina base livre ny Ny Solvente
H, TMPyP 0,11 mmol 1,2 mmol agua
H,TFPP 79 umol 0,79 mmol dimetilformamida
H TCPP 97 umol 0,97 mmol dimetilformamida

n;: nimero de mols de porfirina base livre; n,: nimero de mols do sal fornecedor do ion metalico

A mistura foi deixada em refluxo por 24 horas. O final da reacédo foi
acompanhado pela perda da fluorescéncia vermelha caracteristica da porfirina base
livre sob luz ultravioleta e pelo monitoramento por espectroscopia UV-Vis. A H,TFPP
também foi monitorada por cromatografia em camada delgada utilizando como
eluente a mistura de diclorometano e metanol 1 %. A reacao foi interrompida por
resfriamento do bal&o.

A metaloporfirina foi purificada seguindo o método especifico para cada

complexo metalico.
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FeTMPyP

A ferroporfirina foi inicialmente purificada pela adicdo do sal de
hexafluorofosfato de aménio no meio reacional até se observar a precipitacdo do
complexo metalico (VINHADO et al., 2002). A ferroporfirina obtida foi centrifugada e
lavada por 3 vezes com agua mili-Q gelada. A seguir foi feita uma purificacdo
adicional por recristalizacdo em uma solucdo de metanol e cloroférmio. O complexo
foi entdo dissolvido em acetona e tratado com uma ponta de espatula de cloreto de
tetrabutilaménio, para obtencdo da metaloporfirina contendo o ion cloreto como

contra-ion.

FeTFPP

A dimetilformamida foi evaporada em um evaporador rotativo. O produto da
reacdo de metalacao foi dissolvido em diclorometano e purificado por cromatografia
preparativa em coluna utilizando como fase estacionaria silica gel. O eluente
utilizado para a purificacdo da ferroporfirina foi uma mistura de diclorometano e
metanol 1 %. Inicialmente foi eluida uma pequena quantidade de porfirina base livre,
seguida da metaloporfirina. O excesso do sal ficou retido no topo da coluna. A
metaloporfirina sélida foi adicionada uma solucédo de &cido cloridrico 0,5 mol.L™* em
diclorometano, para garantir o cloreto como contra-ion. Em seguida a solucéo foi

levada a secura.

FeTCPP

A dimetilformamida foi evaporada em um evaporador rotatério. O produto da

reacao de metalacdo foi lavado varias vezes com agua para retirar o excesso de sal

51



Materiais e Método

do metal, até teste negativo com tiocinato de amonio (para detectar a presenca de

ferro) no sobrenadante.

3.3.2. Caracterizacéao das ferroporfirinas por espectroscopia UV-Vis

Os espectros UV-Vis dos complexos metalicos foram registrados nos

solventes adequados a cada composto, conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4. Solventes utilizados para caracterizacdo das metaloporfirinas.

Metaloporfirina Solvente
FeTCPP H.0, pH 8,0
FeTMPyP H,0
FeTFPP ACN

O & dos complexos metalicos foram determinados em seus respectivos
solventes, utilizando-se solu¢des nas concentragdes:
FeTMPyP: 9,00; 13,00; 20,00; 27,00 e 32,00 umol.L™.
FeTFPP: 2,00; 3,00; 5,20; 6,00 e 7,90 umoI.L'l.
FeTCPP: 10,00; 17,00; 25,00; 30,00 e 37,00 pmol.L™,

Em seguida foram registrados os espectros UV-Vis destas solucbes. Os
valores de ¢ foram obtidos através da inclinacdo da reta no grafico absorvancia

vesus concentracdo do complexo metalico.
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3.3.3. Preparagdo e caracterizagdo da FeTMPyP imobilizada na argila

montmorilonita K10, FeP-K10

O catalisador solido foi preparado em colaboracdo com o aluno de doutorado
André Luiz de Faria.

A argila montmorillonita K10 foi primeiramente submetida a uma troca iénica
com uma solucéo de NacCl, obtendo a forma sodica (JOSHI; GHOSH, 1989).

Em um baldo de uma boca, colocou-se 25 g da argila montmorilonita K10 e
500 mL de uma solucdo de NaCl (5,0 mol.L™"). A mistura permaneceu sob agitacéo
magnética por 4 dias. A seguir o sélido foi filtrado em funil de Buchner e lavado
varias vezes com agua deionizada para retirar 0 excesso de sal, até teste negativo
com nitrato de prata (para detectar a presenca de ions cloreto). O sélido foi seco em
estufa por 24 h a 80 °C.

Em seguida 5,0 mg da FeTMPyP foi adicionada a 2,0 g da argila sédica em
50 mL de agua deionizada, sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Apos
24 h o solido resultante foi filtrado, lavado com agua deionizada e lavado em Soxhlet
com ACN por 24 h. O solido foi seco a 80 °C por 8 h.

A quantidade de FeTMPyP ancorada no suporte (“loading”) foi determinada
indiretamente, quantificando-se o material contido no filtrado e nos extratos atraves
da absorvancia destas solu¢cdes em 422 nm (banda Soret).

O catalisador foi caracterizado por espectroscopia UV-Vis, analise
termogravimétrica, analise térmica diferencial, calorimetria exploratoria diferencial e

difracéo de raio-X.
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3.3.4. Caracterizagdo dos corantes por espectroscopia UV-Vis

Os espectros UV-Vis dos corantes foram registrados em ACN com solucéo de
concentracéo 6 x 10 mol.L™. Os valores de & foram obtidos através da inclinagéo da

reta no gréfico da absorbancia versus concentracéo de solucdo de cada corante.

3.3.5. Estudo por espectroscopia UV-Vis da interacdo da FeTMPyP com os

corantes DO3, DB3 e MY

Este estudo foi realizado em ACN, registrando-se as variagdes no espectro de
absor¢do da FeTMPyP com o0 aumento da concentragdo dos corantes e vice-versa,
de acordo com o método descrito por Egan et al. (1997).

Em uma cela de quartzo, 4 aliquotas de 10 uL de uma solucéo 1,5 x 10 mol.L™
da FeTMPyP em ACN foram adicionadas a 2,0 mL de uma soluc&o 1,0 x 10 mol.L™* do
corante em ACN. Com o mesmo objetivo foram adicionadas 4 aliquotas de 10 uL de
uma soluc&o 1,5 x 10 mol.L™* do corante em ACN a uma solugéo 3,0 x 10 mol.L™ da

FeTMPyP em H,O. Os espectros foram registrados apés a adi¢cao de cada aliquota.

3.3.6. Estudo da oxidacao dos corantes por espectroscopia UV-Vis

A condi¢ao padrdo (relacdo molar) para o estudo da oxidacdo dos corantes
catalisados pelas metaloporfirinas foi 1 : 60 : 10 de catalisador : oxidante : substrato,

utilizando-se 1,25 x 10" mol do complexo metalico, 7,5 x 10°® mol do oxidante e 1,25
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x 10® mol dos corantes em 2,0 mL de ACN/H,O (3:1). Esta condic&o foi estabelecida
apos varios testes preliminares variando-se a proporcao de oxidante : substrato e a
relacdo entre ACN/H,0.

Todas as reacOes foram realizadas a temperatura ambiente, sob agitacao
magnética, em frascos de 3 mL com tampa. O tempo de reacédo foi de 4 horas, apos
0 qual retirava-se uma aliquota da mistura de reacdo e analisava-se por
espectroscopia UV-Vis. O estudo foi realizado com as metaloporfirinas soliveis em
agua (FeTMPyP e FeTCPP) e solvente organico (FeTFPP) e metaloporfirina
suportada em argila montmorilonita (FeP-K10). Foram realizadas reacfes controle
(branco), nas condicbes estabelecidas como padréo, na auséncia do catalisador e
na auséncia do substrato. Utilizou-se como oxidantes: H,O,, TBHP, PhIO, NaCIO e
m-CPBA.

As reacdoes em diferentes pHs (3,0; 6,4 e 10,0) foram realizadas nas
condicbes 1 : 60 : 10 de catalisador : oxidante : substrato, utilizando-se os oxidantes
H.O, e TBHP, os quais podem apresentar homolise ou heterélise da ligacdo O-O,
em meio de tampdo conveniente de acordo com o0 seu valor de pKa, na
concentracdo 5 mmol.L* e ACN (2:1). Em pH 3,0 utilizou-se o tamp&o preparado
com acido fosforico e dihidrogenofosfato de potassio (pKa 2,12), para reacdo em pH
6,4, utilizou-se apenas H,O e ACN (2:1) e para as reacdes em pH 10, o tampao
amonia e cloreto de amoénio (pKa 9,2).

Fez-se também o estudo da atividade catalitica de FeTMPyP na auséncia de
oxigénio (atmosfera de argdnio) e na auséncia de luz, na condicdo padrdo citada

acimal:60: 10.
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3.3.7. Preparacdo da mistura de reacdo para analise por CLAE-UV.

O procedimento empregado para preparacdo da mistura de reacdo para
analises por CLAE-UV foi baseado na secagem da mistura reacional com um fluxo
continuo de ar quente, seguida da solubilizagdo em 500 pL de cloroférmio. Para
garantir completa solubilizacdo o frasco foi submetido a agitacdo magnética por 10
min. Posteriormente a solucdo foi filtrada, utilizando um dispositivo plastico que
contém um filtro de 0,45 um. Este dispositivo € acoplado na microseringa para que
ndo ocorra perda dos analitos durante a filtragem. A FeTMPyP néao é solubilizada
neste meio e fica retida no filtro. Para a remoc¢ao do cloroférmio o sobrenadante é
exposto a uma corrente continua de ar quente. A seguir a mistura de reacédo €

solubilizada em ACN/H,0 (3:1) e analisada por CLAE-UV.

3.3.8. Identificacdo dos produtos de oxidacdo dos corantes por CLAE-UV,

CLAE-EM e CG-EM

A otimizacdo das condicbes de analise cromatografica (CLAE e CG) foi
realizada com soluc¢des padrdo dos corantes. Para a analise por CLAE-UV e CLAE-
EM foi utilizada coluna de fase reversa Cig. A fase movel foi variada quanto a
proporcdes de ACN e agua Milli-Q, em condi¢cbes gradientes. Para analise por CG-
EM foi utilizada coluna DB5-MS. Os espectros de massas obtidos foram comparados
com a biblioteca “National institute of Standards and Technology” (NIST) para a

identificacdo dos produtos.
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4.1. Sintese e caracterizacao das ferroporfirinas

A insercédo de ion ferro nas porfirinas H,TMPyP, H,TCPP e H,TFPP foi
realizada como descrito por Adler (1964), utilizando dimetilformamida como solvente
para a H,TFPP e H,TCPP e agua para a H,TMPyP, e cloreto de ferro (ll)
tetrahidratado como sal fornecedor do ion metalico, como ilustrado na reagao abaixo

para a ferroporfirina.

FeCl, + HoP == Fe''P + 2 HCI

O uso do metal no estado de oxidacao + 2 deve-se ao fato de que, quanto
maior a carga do metal, mais lentamente ele ira reagir devido a atragao eletrostatica
pelo anion. Assim, usando ion metalico no seu estado de oxidacdo mais baixo evita-
se aquecimentos prolongados. Apos o final da reagdo o ion metalico € facilmente
oxidado ao estado de oxidagcdo + 3 pelo oxigénio do ar (OCHIAI, 1985; SMITH,
1975).

A escolha de agua ou dimetilformamida como solventes para a reacao foi
baseada na solubilidade da porfirina e do sal metalico. A dimetilformamida, além de
bom solvente para a maioria das porfirinas e sais metalicos, € um solvente apratico,
sendo pouco coordenante e nao compete com a porfirina pelo sitio metalico. Ainda
uma outra vantagem da dimetilformamida como meio de reagao é seu alto ponto de
ebulicdo (153 °C), a alta temperatura de refluxo aumenta a velocidade de reagéao

(ADLER et al., 1964).
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As reacgdes de metalagdo foram monitoradas por espectroscopia UV-Vis e
perda da fluorescéncia vermelha da porfirina base livre por irradiacdo com luz ultra
violeta.

A FeTMPYyP foi purificada pela adigao do sal hexafluorofosfato de aménio no
meio reacional, para promover a precipitacdo da ferroporfirina e garantir os ions
hexafluorofosfato como contra-ions, seguida de lavagens com agua gelada, para
garantir a retirada do excesso de sal (VINHADO et al.,, 2002). Em seguida a
ferroporfirina foi recristalizada em metanol e cloroférmio, obtendo uma massa de 76
mg e rendimento de 90 %.

A FeTCPP foi lavada varias vezes com agua para retirar o excesso de sal do
metal, até teste negativo para ions ferro Ill com tiocianato de aménio no
sobrenadante. A massa obtida foi de 68 mg e rendimento de 85 %.

Além da espectroscopia UV-Vis, discutida no item a seguir, foi possivel
confirmar que houve metalagao para a FeTFPP pela diferenca de Rf entre a porfirina
base livre e a ferroporfirina. O eluente utilizado foi a mistura de solventes
diclorometano e metanol 1%. Nesta mistura, em que predomina o solvente menos
polar (diclorometano), a porfirina base livre tem Rf de 0,5 e a FeTFPP apresenta Rf
de 0,09.

A FeTFPP foi purificada em coluna cromatografica utilizando silica como fase
estacionaria e como eluente a mesma mistura de solventes utilizada para a
cromatografia em camada delgada (CCD). A FeTFPP foi eluida como 22 banda e,
apos eliminagdo do solvente obteve-se 74 mg de FeTFPP que corresponde a um
rendimento de 92 %.

As ferroporfirinas foram caracterizadas por espectroscopia UV-Vis. A

espectroscopia UV-Vis € o método mais conveniente e sensivel para se detectar a
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insercao do metal nas metaloporfirinas. Isto € devido ao fato de que as porfirinas
base livre e metaloporfirinas possuem espectros eletrdnicos caracteristicos. As
porfirinas base livre possuem simetria D;h e geralmente o seu espectro eletrénico
apresenta uma banda Soret bastante intensa na regiao de 380 a 450 nm (banda B) e
entre 450 e 700 nm sdo observadas 4 bandas (bandas Q) de menor intensidade
(OCHIAI, 1985). As ferroporfirinas apresentam uma simetria D4sh € 0 espectro de
absorcao é caracterizado por apenas duas bandas na regidao de 500 a 700 nm e a
banda Soret em comprimento de onda semelhante ao da porfirina base livre, com
pequeno deslocamento para a regido do ultravioleta. Portanto, a transformacéo do
espectro de quatro bandas em um espectro de duas bandas na regido do visivel é
uma indicagao de que ocorreu metalagdo (MILGRON, 1997).

Os complexos ferroporfirinicos apresentaram espectros UV-Vis (Figura 14, 15
e 16) similares aos espectros UV-Vis destes complexos descritos na literatura
(OCHIAI, 1985; GOUTERMAN, 1978; BOUCHER, 1972), confirmando o sucesso das
reacdes de insercao de metal.

Os coeficientes de absortividade molar, €, das ferroporfirinas foram
determinados a partir da absorvancia destes complexos para varias solugbes de

concentracido conhecida. Os valores de € encontrados estdo na Tabela 5.

Tabela 5. Valores do coeficiente de absortividade molar (¢) das ferroporfirinas.

Ferroporfirinas/solvente A max/inm e (mol.L .cm™)
FeTMPyP/H,0O 422 7,7 x 10*
FeTCPP/H,0O pH 8,0 414 3,1x10*
FeTFPP/ACN 410 1,5x 10°
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Figura 14. Espectros UV-Vis da H,TFPP e FeTFPP, em ACN. Em destaque a regiao de 500 a 700
nm, ampliada.
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Figura 15. Espectros UV-Vis da H,TCPP e FeTCPP em H,O (pH 8,0). Em destaque a regiao de 500
a 700 nm, ampliada.
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Figura 16. Espectros UV-Vis da H,TMPyP e FeTMPyP em H,O. Em destaque a regido de 500 a 700
nm ampliada.

4.2. Preparacdo e caracterizacdo da FeTMPyP imobilizada na argila

montmorilonita K10, FeP-K10

Nos anos recentes houve um crescimento no uso de argilas como suportes
para transformagdes organicas (FARIA et al., 2008; BONGIOVANNI et al., 2008;
HUANG et al.,, 2008; KAMEYAMA et al.,, 2006). As principais razdes para esse
interesse sdo a ampla variedade de argilas existente e a facilidade com que esses
materiais podem ser modificados. Além disso, argilas sdo materiais baratos, nao
corrosivos e reciclaveis.

As argilas montmorilonita, como a K10, pertencem ao grupo das esmectitas e
apresentam estrutura lamelar formada pela intercalagdo de uma camada octaédrica

(Al203 ou MgO) entre duas camadas tetraédricas (SiOy).
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Materiais argilosos possuem propriedades de trocar ions, situados nos
espacos interlamelares. Montmorilonita K10 pode ter ions AI** substituidos por ions
Mg?* dentro dos sitios octaédricos, resultando em lamelas com cargas negativas
residuais que podem ser neutralizadas por intercalagdo de grupos catiénicos, tais
como metaloporfirinas catidnicas (Figura 17) ou corantes idnicos (SANTOS, 1992).
Em fungao desta propriedade, preparou-se um catalisador sélido pela troca dos ions
sédio presentes na matriz da montmorilonita pela FeTMPyYP catidnica.

Para se ter uma troca catidnica quantitativa entre as camadas da
montmorilonita é preciso primeiro que os ions K' da montmorilonita K10 sejam
trocados por ions Na* (Na*-K10) e, posteriormente, pela FeTMPyP.

A quantidade de FeP ancorada no suporte (“loading”) foi determinada
indiretamente, quantificando-se a ferroporfirina contida no filtrado e nos extratos da
reacao de imobilizacdo através da absorvancia destas solucbes no comprimento de
maxima absor¢cdo da FeTMPyP (banda Soret). Obteve-se um material contendo 5,5

umol de FeTMPyP por grama de montmorilonita.

Figura 17. Esquema da FeP intercalada entre as camadas da montmorilonita (BEDIOUI, 1995).
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A técnica de difracdo de raio-X de po € utilizada em estudos de sistemas
intercalados e encapsulados para verificar a ocorréncia de alteragao nas distancias
interlamelares. Utilizou-se esta técnica para investigar como a FeTMPyP poderia
estar imobilizada na montmorilonita, ou seja, ancorada na superficie, entre lamelas

ou ainda nos defeitos deste sdlido (Figura 18).

espécie ancorada /espeC|e ancorada na superficie
como ponte @)

\ espécie ancorada no
mesoporo ou canal

espécie |
intercalada ‘ ‘ ‘ ‘

Figura 18. Representacdo esquematica de diferentes sitios para a incorporagdo de complexos em
argilas solidas (BEDIOUI, 1995).

Os DRX referentes & FeP-K10 e a Na'-K10 foram obtidos registrando os
valores de 26 de 5 ° a 50 ° (Figura 19). As analises dos difratogramas revelam que a
FeP-K10 possui estrutura similar a Na*-K10, indicando que a metaloporfirina ndo

esta intercalada entre as camadas desta argila.

FeP-K10

260 / graus

Figura 19. DRX da montmorilonita na forma sodica (Na™-K10) e montmorilonita com a FeTMPyP
(FeP-K10).
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A FeTMPyP esta fortemente ligada no sodlido, o que foi confirmado pela
auséncia de FeTMPyP nos extratos. A ndo variagdo na distancia interlamelar da
argila, indica que a ferroporfirina se encontra imobilizada provavelmente nos defeitos
da argila e/ou na sua superficie, como observado por Bedioui (1995) e outros
(MACHADO et al., 2002; DIAS et al., 2000) para sistemas semelhantes.

A area superficial da montmorilonita foi determinada antes e apds a
imobilizacdo da FeTMPyP, e os valores obtidos foram de 250,56 e 225,50 m?g’
respectivamente. Esta pequena diminuicdo na area superficial pode ser atribuida a
presenca do catalisador na montmorilonita.

A presenca da FeTMPyYP no sdlido foi confirmado por espectroscopia UV-Vis

de uma suspensao aquosa do material (Figura 20).
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Figura 20. Espectro UV-Vis de uma solugdo aquosa da FeTMPyP e de uma suspensao da FeP-K10
em agua.
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O espectro UV-Vis da FeP-K10 mostrou uma banda Soret (450 nm)
deslocada para o vermelho quando comparado com a banda Soret desta
ferroporfirina em solugdo aquosa (424 nm). Este deslocamento para maiores
comprimentos de onda é resultado de uma interacdo © entre o anel aromatico da
metaloporfirina e a superficie do suporte (atomos de oxigénio planares do
aluminosilicato) (CRESTINI et al., 2004; BEDIOUI, 1995). Este comportamento é
esperado para as metaloporfirinas suportadas e foi observado por nés com outros
catalisadores solidos (GOTARDO et al., 2005; GUEDES et al., 2005; FARIA et al.,
2004), e reportado por outros autores que estudaram sistemas similares (EVANS et
al., 2001; COOKE et al., 1995).

A estabilidade térmica do catalisador solido foi investigado por
termogravimetria (TGA e DTG) e analise térmica diferencial (DTA). As curvas de
TGA-DTA-DSC da Na™-K10 e FeP-K10 sdo mostradas nas Figuras 21 A e B,

respectivamente.
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Figura 21. A) Curvas TGA-DTG-DTA para a Na+-K10. B) Curvas TGA-DTG-DTA para a FeP-K10.
Razao de aquecimento: 20 °C.min".

As curvas TGA-DTG para a Na*-K10 e FeP-K10 s&o similares (Figuras 21A e
B) e mostram que as perdas de massa ocorrem principalmente entre 50 e 200 °C, as
quais podem ser atribuidas a saida de moléculas de agua fisicamente adsorvidas na
superficie do sodlido. Dois picos endotérmicos em 70 e 120 °C nas curvas DTA
confirmam esta atribuicdo. Uma segunda perda de massa na regido de 400 a 600 °C
correspondente a saida de moléculas de agua ligadas na montmorilonita por pontes

de hidrogénio, o que pode ser comprovado por um pico endotérmico pequeno em
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aproximadamente 570 °C nas curvas DTA. Perda de grupos OH da fase defeituosa
da montmorilonita (produzida pela deformagdo mecéanica) acontece proximo a 600
°C (BRUNAUER et al.,, 1938), sendo observada neste estudo por um pico
endotérmico pequeno a aproximadamente 650 °C na curva DTA. As curvas TGA e
DTG para a FeP-K10 ndo mostraram qualquer evidéncia da perda de material
organico, devido a quantidade do catalisador organico ser bem menor que a
precisdo da termobalanga (erro padrao estimado ~ 1 %). A pequena diferenga nos
rendimentos para a Na'-K10 e FeP-K10 esta relacionado ao grau de hidratagédo do
material.

Em conclusao, nao foi observada nenhuma mudancga na estabilidade térmica

da argila ap6s a incorporagao do catalisador em sua estrutura.

4.3. Caracterizacdo dos corantes azo por espectroscopia UV-Vis

Em geral o monitoramento de processos de oxidagdo ou degradagao de
corantes azo baseia-se em investigagcbes espectrofotométricas na regiao do UV-Vis,
devido a banda de absorgdo do grupo azo nesta regiao (PANIZZA; CERISOLA,
2007; ZHAO et al., 2006). Assim, foi necessario a caracterizagao inicial dos corantes
DB3, DO3 e MY por espectroscopia UV-Vis. Optou-se nestes estudos por trabalhar
com ACN como solvente, em fungao da solubilidade destes compostos e facilidade
de evaporacao deste solvente a baixa temperatura.

As Figuras 22, 23 e 24 mostram os espectros UV-Vis dos corantes DB3, DO3
e MY, respectivamente, em ACN, com bandas de absorc¢ao na regidao de 250 a 330

nm e na regiao de 400 nm.
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Figura 22. Espectro UV-Vis de uma solugdo 2,0 x 10 mol.L™" do corante DB3 em ACN.
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Figura 23. Espectro UV-Vis de uma solugéo 1,0 x 10" mol.L™" do corante DO3 em ACN.
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Figura 24. Espectro UV-Vis de uma solugdo 2,0 x 10 mol.L™" do corante MY em ACN.

A banda de absorg¢ao na regido do visivel € devido a uma transi¢ao n — w*,
denominada de “banda azo”, e as bandas na regido do UV sao atribuidas a transi¢céo
n — 7* relacionado ao anel aromatico (LI et al., 2008; HSUEH; CHEN, 2007; LIU;
SUN, 2007; HOU et al., 2007; WANG, 2007; JAYAKANNAN, et al., 2006).

Perfis espectroscépicos permitem a classificacao dos azo compostos em trés
grandes subgrupos. Os principais parametros de classificacdo estdo relacionados
com a ordem relativa de energia das transicbes n — n* e m — 7©*, sensiveis a
presenca de substituintes doadores ou receptores de elétrons os quais alteram a
densidade eletrénica do grupo azo e resultam, assim, em mudangas espectrais
(RAU, 1990; 1988).

Esta classificacdo permite definir compostos do tipo azobenzeno no qual néo
ha grupos substituintes, compostos do tipo aminoazobenzeno contendo, no minimo,
um grupo substituinte com um significativo carater doador de densidade eletrénica

ao grupo azo e, por ultimo, os compostos do tipo pseudoestilbenos, nos quais
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existem, no minimo, dois grupos substituintes, um doador e outro retirador de
densidade eletronica (RIVERA et al., 2006; SEKKAT; KNOLL, 1995; RAU, 1990).

Assim, como resultado dos grupos substituintes, os perfis espectrais dos
corantes DB3 e MY (Figuras 22 e 24 respectivamente) podem ser classificados
como do tipo aminobenzeno, enquanto que o DO3 pode ser incluido na classe do
pseudoestilbeno.

Os coeficientes de absortividade molar dos corantes foram determinados a
partir da absorvancia destes compostos para as varias solugdes de concentracao

conhecida. Os valores de £ encontrados estdo na Tabela 6.

Tabela 6. Valores dos coeficientes de absortividade molar (¢€) e comprimento de onda maximo de
absorgao para os corantes DB3, DO3 e MY, em ACN.

Corante A maxinm (€/ Mt.cm™)
DB3 420 (2,8 x 10%)
DO3 430 (8,5 x 10°)
MY 410 (3,8 x 10%)

ApOs a caracterizagdo espectroscopica das ferroporfirinas e corantes, foi
realizado um estudo espectroscopico da FeTMPyP na presenca dos corantes (e
vice-versa) com o objetivo de verificar possiveis interacdes entre os dois compostos
que pudessem bloquear o sitio catalitico da ferroporfirina. As moléculas dos corantes
DO3, DB3 e MY possuem grupos que poderiam coordenar ao ferro da
metaloporfirina (SANTOS, 2005; EVANS, 2000) e, com isso, impedir a reacao desta
com o oxidante, para formar a espécie catalitica. A escolha pela FeTMPyP para os
estudo de interacdo se deve aos bons resultados cataliticos observados e a facil

solubilidade desta FeP em agua.
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Como pode ser observado nas Figuras 25, 26 e 27, nao foi verificada
nenhuma alteragcado significativa nos espectros da FeTMPyP com a adigdo dos
corantes DO3, DB3 e MY.

Nos espectros dos corantes DO3 (Figura 28) e MY (Figura 29) nao foi
observada nenhuma mudanca com a adicdo da ferroporfirina, indicando que nao
ocorre interagao entre o metal e o corante, ou qualquer outro tipo de interagao entre
estes compostos. No caso do DB3 (Figura 30) observa-se uma melhor definicdo da
banda em 420 nm, com a adigdo da ferroporfirina, no entanto ndo ha outras
alteracbes nas bandas de absorcdo deste composto que indiquem interacdes

significativas com a FeP.
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Figura 25. Espectros de absor¢do de uma solugéo 3,0 x 10 mol.L”" de FeTMPyP em H,0, antes e
apos a adi¢cao de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugdo 1,5 x 10 mol.L™" do corante DO3 em
ACN.
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Figura 26. Variagdo do espectro de absorcdo de uma solugdo 3,0 x 10™ mol.L”" de FeTMPyP em
H,0, antes e apds adi¢cao de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugdo 1,5 x 10 mol.L™" do corante
DB3 em ACN. Em destaque a regido de 550 a 700 nm, ampliada.
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Figura 27. Variacdo do espectro de absor¢cdo de uma solugdo 3,0 x 10™ mol.L™" de FeTMPyP em
H,O, antes e apds adi¢cao de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugao 1,5 x 10" mol.L”" do corante
MY em ACN. Em destaque a regido de 550 a 700 nm ampliada.
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Figura 28. Variagdo do espectro de absor¢cdo de uma solucdo 1,5 x 10 mol.L”" do corante DO3 em
ACN, antes e apds adi¢do de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugado 3,0 x 10 mol.L” FeTMPyP

em H,0.
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Figura 29. Variagao do espectro de absor¢ao de uma solugdo 1,5 x 10 mol.L™" do corante MY em
ACN, antes e ap6s adi¢do de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugao 3,0 x 10™* mol.L™ FeTMPyP

em H,O0.
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Figura 30. Variagédo do espectro de absorcdo de uma solugédo 1,5 x 10 mol.L”" do corante DB3 em
ACN, antes e apds adi¢do de quatro aliquotas de 10 uL de uma solugéo 3,0 x 10™* mol.L” FeTMPyP
em H,0.

Conclui-se que ndo ha competicdo entre o oxidante e o corante pela
coordenacgao ao sitio metalico da FeP que resultasse em bloqueio do catalisador, ou
mascaramento da banda de absorcao do corante pela FeP, que pudesse interferir no

monitoramento da reacdo de oxidacao por espectroscopia UV-Vis.

4.4. Estudo por espectroscopia UV-Vis da oxidacdo dos corantes catalisada

pelas ferroporfirinas

Os estudos da atividade catalitica das metaloporfirinas na oxidagao dos
corantes foram realizados utilizando metaloporfirinas soluveis e insoluveis em agua
e FeTMPyP ancorada na argila montmorilonita.

Inicialmente os estudos de oxidacdo destes corantes foram desenvolvidos nas
mesmas condigdes estabelecidas como padrao pelo grupo em trabalhos anteriores
(SILVA FILHO et al., 2005; FARIA et al., 2004; SCHIAVON, et al., 2001), nos quais a
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razao molar FeP : oxidante : substrato era de 1 : 100 : 2000. Em consequéncia dos
baixos rendimentos obtidos foram investigadas outras condigbes, sendo a relagao
molar otimizada para 1 : 60 : 10 em ACN: H,O 3:1 (v:v).

A escolha pelo TBHP como oxidante inicial nos estudos da oxidagcdo dos
corantes pelos diversos catalisadores se deve aos bons resultados descritos na
literatura na oxidagéo de varios substratos com este composto (RAYATI et al., 2008;
MAHDAVI et al., 2008; RAYATI et al., 2008; ESCOLA et al., 2008) e, em especial,
pelos trabalhos anteriores do grupo (GUEDES et al., 2006; MACLEOD et al., 2006;
GUEDES et al., 2005; GUEDES; MACLEOD et al., 2005).

A oxidagao dos corantes foi monitorada por espectroscopia UV-Vis pelo
desaparecimento da banda de absor¢do maxima do corante na regido de 400 nm
(Tabela 5).

Foram realizadas reagdes branco na auséncia do oxidante e na auséncia da
FeTMPyP. Nao foi observada mudanga no espectro UV-Vis do corante, indicando
que o catalisador é essencial para promover a oxidacdo destes compostos.

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos.

Tabela 7. Porcentagem de oxidagao dos corantes pelo TBHP na presenga de diversas ferroporfirinas,
monitoradas por espectroscopia UV-Vis.

Corantes DB3 DO3 MY

Complexos
FeTFPP 5 5 5
FeTCPP 99 98 99
FeTMPyP 98 98 99
FeP-K10 98 98 99

Condicdo de reacdo: 1,25 x 10" mol da FeP, 7,5 x 10° mol de TBHP e
1,25 x 10°® mol de corantes em 2,0 mL de ACN/H20 (3:1)
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Embora o complexo FeTFPP (catalisador de segunda geragdo) seja
considerado eficiente na catalise de diversos substratos (FARIA et al., 2008; MAC
LEOD, et al., 2007; MOREIRA et al., 2005), ndo levou a alteragao significativa nos
espectros UV-Vis dos corantes na presenca do TBHP, indicando que estes
complexos metalicos ndo estavam promovendo a oxidagdo dos mesmos, pelo
menos no que se refere a quebra da ligagdo azo. Ao contrario, os complexos com
substituintes idnicos na periferia do anel porfirinico levaram ao desaparecimento
quase completo da banda de absorgédo do corante (Tabela 7), indicando alteragdes
significativas da estrutura do corante e/ou quebra da ligagdo azo. Estes resultados
indicam que a presenga de grupos ibnicos € importante para favorecer a catalise,
provavelmente devido a interagdes eletrostaticas catalisador/corante, deixando este
substrato mais préximo do sitio ativo da ferroporfirina.

Outros oxidantes também foram avaliados nesses estudos. O iodosilbenzeno
(PhlO), oxidante de dois elétrons, foi utilizado por ser um oxidante “padrao” dos
sistemas cataliticos metaloporfirinicos (GROVES, 2006). Utilizou-se também o m-
CPBA, um peracido soluvel em solventes organicos, NaCIO e H,0,, dois oxidantes
soluveis em agua. Os resultados de oxidagdo dos corantes pelos diferentes

oxidantes, catalisados pela FeTMPyP sdao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Porcentagem de degradacdo dos corantes por diversos oxidantes, na presenca da
FeTMPyP, em ACN:H,O (3:1).

Corantes

DB3 DO3 MY
Oxidantes

H»0, 35 42 50
m-CPBA 98 99 98
NaOCI 12 11 10
PhlO 70 69 73
TBHP 98 99 99

Condic&o de reacéo: 1,25 x 107 mol da FeTMPyP, 7,5 x 10™° mol de oxidante e
1,25 x 10°® mol de corantes em 2,0 mL de ACN/H20 (3:1)

Observa-se que todos os compostos foram capazes de oxidar os corantes,
sendo o hipoclorito de sédio o menos eficiente.

Os relativamente altos rendimentos obtidos com PhlO, um oxidante simples
(apenas um atomo de oxigénio) indicam que a reagdo segue o mecanismo geral
proposto para as metaloporfirinas e outros substratos, envolvendo a espécie
catalitica de alta valéncia, “*PFe'V=0 (MACHADO et al., 2008; GOTARDO et al.,
2006; GUEDES et al., 2005).

O H;O, é o menos eficiente entre os perdxidos, provavelmente devido a
decomposicdo deste oxidante catalisada pela FeP de maneira analoga a enzima
catalase (MUKHERJEE; RAY, 2007; MASUOKA, et al., 1996).

Os oxidantes TBHP e m-CPBA sao capazes de oxidar praticamente 100 %
dos corantes nestas condigdes.

De acordo com Nam e colaboradores (2000), oxidantes peroxidos, ao
coordenarem ao metal central da metaloporfirina, podem sofrer cisdo heterolitica da
ligacao O-O, que leva a formagao da espécie oxidante de alta valéncia, radical ferril
porfirina m-cation, Fe'VOP™*, responsavel por altos rendimentos de produtos oxidados

Figura 31, rota A). Pode ocorrer também cisdo homolitica da ligagdo O-O, levando a
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formacdo de um intermediario pouco reativo, o FeP'V-OH (Figura 31, rota B), com
baixos rendimentos de produtos e radicais RO®, favorecendo a ocorréncia de

mecanismos radicalares (NAM, 2000).

- alto
‘Heterollse . +PFe£O Substrato’ rendimento

de produtos
ROOH
ROOH + Fe'P — » ROO, RO, OH
baixo
B HO—Fe P Substrato rendimento

Homolise de produtos

Figura 31. Possiveis caminhos para a reagdo da FeP com peroxidos (NAM, 2000).

Os altos rendimentos obtidos com o TBHP e m-CPBA indicam a
predominancia da rota A nas reagdes, ocorrendo, portanto a clivagem heterolitica da
ligagdo O-O.

Os espectros UV-Vis das reacdes de oxidagao dos corantes pelo TBHP, na
presenca da FeTMPyP, apresentaram, além do desaparecimento da banda de
absorcao na regido de 400 nm, novas bandas e ombros sobrepostos, como pode ser
observado nas Figuras 32, 33 e 34. Esses espectros foram submetidos a
deconvolugdo gaussiana, com o objetivo de verificar a presenga de bandas no

comprimento de onda referentes ao grupo azo dos corantes estudados.
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Figura 32. (I) Espectro UV-Vis da mistura de 5,0 x 10 mol.L™" do corante DO3 com 5,0 x 10™ mol.L"
da FeTMPyP antes (a) e 2 h apds a adicdo de 3,0 x 102 mol.L™" do oxidante TBHP em ACN/H,O

(3:1), (b). (Il) Deconvolugao do espectro da Figura 32 b.
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Figura 33. (I) Espectro UV-Vis da mistura de 5,0 x 10" mol.L™ do corante MY com 5,0 x 10 mol.L™
da FeTMPyYP antes (a) e 2 h apds a adicdo de 3,0 x 102 mol.L™ do oxidante TBHP em ACN/H,O
(3:1), (b). (1) Deconvolugéo do espectro da Figura 33 b.
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Figura 34. (I) Espectro UV-Vis da mistura de 5,0 x 10™ mol.L™" do corante DB3 com 5,0 x 10™ mol.L”
da FeTMPyYP antes (a) e 2 h apds a adicdo de 3,0 x 102 mol.L™" do oxidante TBHP em ACN/H,O
(3:1), (b). (1) Deconvolugéo do espectro da Figura 34 b.

Como pode ser observado nas Figuras 32-33(Il)b, ndo ha qualquer indicio das
bandas de absor¢gédo do corante original apds 2 h de reacdo com TBHP, indicando a

obtencao de produtos que apresentam novas bandas de absorgdo na regido abaixo

de 400 nm.
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A oxidacdo de corantes azo € normalmente muito sensivel ao pH, devido a
presenca de atomos de nitrogénio com diferentes carater basico. Em baixos valores
de pH a oxidacao acontece preferencialmente no grupo azo, principalmente em meio
fortemente oxidante, enquanto que em altos valores de pH a oxidacdo ocorre
preferencialmente no grupo amina, mais basico (OAKES; GRATTON, 1998;
PENTIMALLI, 1959). Devido a este comportamento, foi estudado a influéncia do pH
na oxidacdo do corante DO3 em trés condicbes: 3,0; 6,4 e 10,0, utilizando dois
oxidantes, o H,O, e o TBHP e na presenca da FeTMPyP e FeP-K10. Os resultados

obtidos sao mostrados na Figura 35.

% Oxidagao

Figura 35. Porcentagem de oxidagao do corante DO3 pelo TBHP e H,O, na presenga da FeTMPyP e
FeP-K10 em ACN/H,0 (1:2) em pH 3,0; 6,4 e 10,0.

Observa-se que em pH 3,0 a porcentagem de oxidagao foi maior que 90 %
para ambos oxidantes e catalisadores, enquanto que apenas cerca de 25 % do
corante foi oxidado em pH 10,0 para ambos os oxidantes nos dois sistemas

estudados. Estes resultados mostram que a protonacédo do nitrogénio do grupo azo
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€ um importante passo no processo de degradacado, como foi relatado em estudos
anteriores (OAKES; GRATTON, 1998; PENTIMALLI, 1959). Também foi possivel
observar que o oxidante H,O, é mais eficiente em baixos valores de pH.

Como discutido anteriormente, quando se utiliza um peréxido é possivel a
ocorréncia de dois mecanismos para a ativagdo do oxigénio: um mecanismo que
envolve a clivagem homolitica da ligagdo O-O, com formagcdo de RO e de
intermediarios pouco reativos, PFe'V-OH, e outro que envolve a clivagem heterolitica
da ligagao O-O, com formagao da espécie ativa **PFe'V=0, que é responsavel por
altos rendimentos na catalise. A clivagem heterolitica da ligagdo O-O é favorecida
pela protonagdo do O terminal, ajudando a estabilizar a separagdo de cargas no
estado de transicdo, com formacado da espécie **PFe'V=0, mais reativa, explicando
os altos rendimentos de oxidagdo com o abaixamento do pH do meio (NAM et al.,
2000a; NAM et al., 1999; YANG; NAM, 1998).

A influéncia do pH é pequena para o TBHP, mostrando que a presenca dos
substituintes ligados ao grupo —OOH exerce maior efeito na catalise.

Em pH 10,0 os resultados com ambos oxidantes sao semelhantes. Em altos
valores de pH existe o predominio da homdlise, que resulta em espécies radicalares
e intermediarios PFe'V-OH, os quais apresentam baixa reatividade.

Observa-se também na Figura 35 que a FeP-K10 é tao eficiente quanto a
FeTMPyP (em solugdo) em promover a oxidagdo do corante. No caso da FeP-k10,
para comprovar que o desaparecimento da banda do corante era devido a sua
oxidacdo e nao pela adsorcao do mesmo no sélido, foram realizadas reacdes
controle na auséncia do catalisador (apenas com a FeP-K10) e na auséncia do

oxidante.
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Nas reacdes na presenca da Na'-K10 e auséncia da FeTMPyP observou-se
que parte do corante é adsorvido pela argila, deixando este sélido com a mesma cor
da solucdo do corante. Nao houve mudanca, contudo, na coloracdo do
sobrenadante. A alta capacidade de troca catibnica da montmorilonita favorece a
adsorcdo do corante, mantendo intacta, no entanto, a estrutura da molécula na
auséncia do catalisador. Espectro UV-Vis da Na*-K10 isolada apds reacdo mostrou
a presenca da banda de absor¢ao do corante na regiao de 400 nm, provando que o
processo de oxidagao ocorre somente na presencga da FeP (Figura 36).

Espectro UV-Vis do catalisador sdlido isolado (FeP-K10) apds reagdo nao
apresentou nenhuma banda de absorcdo do corante DO3 (Figura 36a),
comprovando também que a diminuicido da banda de absor¢ao do mesmo é devido

a catalise pela FeP-K10 e nao pela sua adsorcéo na superficie da montmorilonita.
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Figura 36. Espectro UV-Vis da suspenséo do corante DO3 em ACN / H,O (1:2), pH 3,0, apos 6 h de
reacéo com H,0, na presenca de FeP-K10 (a) e Na™-K10 (b).

A estabilidade da FeP-K10 e a possibilidade de reutilizacdo do catalisador
foram investigadas por meio de cinco reagbes de reciclagem, nas quais o0

catalisador, apos cada reacao, foi recuperado por filtracdo, lavado e usado em uma
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nova reacao de oxidagcdo. A FeP-K10 mostrou bons resultados até a quinta reacao
(Figura 37). Além de comprovar a estabilidade do catalisador, estes resultados

mostram mais uma vez que a oxidacao do corante € um processo catalitico.

1 2 3 4 5

Numero de reacdes (reciclagem)

S
NN W

% Oxidacao

Figura 37. Reacgbes de reciclagem da FeP-K10 na oxidagao do corante DO3 por H,O, em ACN / H,O
(1:2), pH 3,0.

4.5. Desenvolvimento do método de andlise dos corantes e seus produtos de

oxidagcéo por CLAE-UV.

Apos os estudos de oxidacdo dos corantes por espectroscopia UV-Vis, foi
necessario o desenvolvimento de métodos de analise por CLAE-UV para

identificacdo dos produtos de oxidacdo desses compostos.

A cromatografia liquida em fase reversa utiliza fase estacionaria n&o polar,
silica quimicamente ligada a grupos apolares, e fase mével polar. Sua utilizagdo tem
se intensificado desde 1974, quando surgiram materiais comercialmente confiaveis

para a fase reversa, e hoje é a técnica mais utilizada em CLAE. Uma das vantagens
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€ a utilizacdo de agua (ou solugado tampao) como um dos eluentes, diminuindo a

exposi¢cao dos analistas a compostos toxicos (CASS; DEGANI, 2001).

A escolha da fase movel é de extrema importancia na separacido dos analitos,
devido a interacdo que ocorre entre ambos, resultando em um efeito significativo no
tempo de retencdo dos compostos. A fase movel precisa ser selecionada de modo a
nao interferir na deteccdo dos analitos de interesse, ndo absorver radiacdo UV no
comprimento de onda selecionado, manter a capacidade tamponante no decorrer
das analises e estabilizar as espécies ibnicas de interesse.

Para a analise dos produtos de oxidacao dos corantes € necessario extrair os
catalisadores do meio de reagao, pois ndo se pode injetar na coluna cromatografica
complexos metalicos, uma vez que esses compostos podem interagir com o material
da coluna, danificando-a. A extracao foi realizada levando-se a solugdo a secura, e
solubilizando o residuo em cloroférmio, seguida de filtragdo do extrato. A
metaloporfirina ndo é solubilizada neste meio e fica retida no filtro. Em seguida o
solvente foi evaporado e os produtos da reacéo foram solubilizados em ACN.

Para verificar a eficiéncia do método de extracdo e, consequentemente, do
método de analise, foram preparadas solu¢cdes de concentracdo conhecida dos
corantes e da (4-nitroanilina) PNA, um possivel produto de oxidagdo dos corantes, e
injetou-se no CLAE apds o processo de extragao.

Os corantes e a PNA apresentaram recuperagoes proximas de 94 %, estando
de acordo com os valores aceitos para a validagao analitica.

A escolha dos solventes para fase movel foi baseada em diversos métodos
descritos na literatura (PIELESZ et al., 2002; CHIVUKULA et al., 1995) e otimizada

variando a forga de eluicdo da fase movel.
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Inicialmente todos os possiveis produtos foram injetados isoladamente no
CLAE-UV, utilizando como fase moével a mistura H,O e ACN em condi¢ao gradiente,
coluna cromatogréafica Cys, fluxo de 1 mL.min™" e analise dos compostos em 320 nm.

A escolha do gradiente foi realizada por tentativas, variando-se as propor¢des
de agua Milli-Q e ACN durante a analise, visando a resolugdo cromatografica de
todos os picos.

Verificou-se que os compostos como a PNA sao mais polares que o corante e
interagem pouco com a coluna, sendo eluidos rapidamente. Para aumentar a
interacdo desses compostos mais polares com a fase estacionaria diminui-se o
carater apolar da fase mével. A porcentagem 6tima de ACN na mistura foi de 30 %
nos primeiros 5 minutos. No entanto, os corantes apresentaram maior interacado com
a coluna nestas condicdes, sendo eluidos tardiamente, e aumentando o tempo de
analise. Assim, optou-se por aumentar o carater apolar da fase mével de forma lenta
e gradual, para que a variagao da linha de base nao prejudicasse a analise. Ao final
o equilibrio da coluna era restabelecido com o retorno da proporcdo de ACN para a

condicao inicial de 30 % (Figura 38).

Temeratura: 30 °C

Tempo de analise: 22 min

70 % ACN

124 16 min
30 % ACN 30 % ACN

0a5min 20 a 22 min

Figura 38. Condicao gradiente utilizada para analise dos corantes e seus produtos de oxidagao por
CLAE-UV.
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Foram desenvolvidas curvas de calibragdo apenas para os corantes. Nao
foram tracadas curvas para os possiveis produtos de oxidacdo por ndo possuirmos
os padrboes. Foram preparadas cinco solugcdes de cada corante, em ACN, com

concentracdes variando de 5 x 10%a 1 x 10 mol.L™.

As curvas de calibragao foram feitas langando na abscissa a concentracédo do
corante e na ordenada as areas do pico obtidas nos respectivos cromatogramas,

conforme mostra a Figura 39.
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Figura 39. Curvas de calibragao para a PNA e os corantes DO3, DB3 e MY.

A equacdo da reta obtida para a padronizagao dos corantes e a PNA sao
mostradas abaixo.
Apna = 5,4.10° x [PNA] (R = 0,9998)
Apos = 8,7.10° x [DO3] (R = 0,9998)
Auy = 9,4.10° x [MY] (R = 0,9997)

Apss = 7,5.10° x [DB3] (R = 0,9998)
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A quantificacdo dos produtos foi feita com base na propor¢édo molar 1:60:10
de catalisador:oxidante:substrato utilizada nas reacgodes, levando em consideracao
que o limitante da reagcédo € a quantidade de corante (1,25 x 10 mol; 6,25 x 10
moI.L'1). Desta forma, a diferenga da concentragao inicial e final do corante fornece
a porcentagem que foi convertido em produto.

Os tempos de retengdao dos corantes DB3, DO3 e MY e da PNA sao

mostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Tempo de retengdo dos compostos analisados por CLAE-UV.

Composto Tempo de retengao (min)
DB3 11,0
DO3 12,6
MY 12,4
PNA 3,6

Coluna C18, fase mével ACN/H,O (3:1), eluigdo gradiente conforme Figura 38

4.6. Andlise dos produtos da oxidacdo dos corantes por TBHP catalisada pela

FeTMPyP e FeP-K10

Os estudos de oxidacdo dos corantes catalisada pelas metaloporfirinas,
monitorado por CLAE-UV, foram realizados em meio de ACN e H,O (3:1), nas
mesmas condicdes estabelecidas como padrao para os estudos monitorados por
espectroscopia UV-Vis, ou seja, na proporcdo molar 1:60:10 de
catalisador:oxidante:substrato, utilizando-se 1,25 x 10 mol de catalisador, 7,5 x 10°®
mol de oxidante e 1,25 x 10 mol de substrato, em 2 mL de ACN/H,0 (3:1).
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Inicialmente foram realizados os estudos das reagdes em pH 3,0, utilizando
como oxidante o H,O, e a FeTMPyP como catalisador, devido aos bons resultados
observados na analise por UV-Vis e o0 H,O, ser um oxidante barato e limpo.

No entanto, os cromatogramas obtidos por CLAE-UV e também por CG-EM
das reacdes dos corantes com H;O, neste pH apresentaram uma quantidade
extremamente elevada de picos, a maioria de baixa intensidade, dificultando a
identificacdo dos compostos. Ainda assim foi possivel detectar entre os produtos a
presenca de 4-nitrofenol, 4-nitroanilina e 1,4-benzenodiol, indicando que ocorre a
quebra da ligagao azo nestas condi¢gdes de pH. Diversas tentativas em melhorar as
condicdes de analise foram realizadas, mas n&o se obteve sucesso. Assim, optou-se
por trabalhar em pH 6,4 e utilizar como oxidante o TBHP, condi¢gdes que também

levaram a bons resultados cataliticos conforme estudado por UV-Vis.

Corante disperso alaranjado 3 (DO3)

Inicialmente foram realizadas reagdes controle, na auséncia do catalisador e
do oxidante, e analisadas por CLAE-UV. Nao se observou a formagao de produtos
na auséncia de catalisador e na auséncia de oxidante, conforme mostra a Figura 40.

Na reacdo do corante DO3 com TBHP, utilizando como catalisador a
FeTMPyP, observou-se a formagado de dois produtos (Figura 41) com tempo de
retencdo em 3,6 e 10,8 min, sendo este ultimo o produto obtido em maior
quantidade.

Este cromatograma foi comparado com aqueles obtidos para a amostra
padrdao da 4-nitroanilina (3,6 min) e do corante DO3 (12,6 min), o que permitiu

identificar o produto com t; = 3,6 min como a PNA.

91



Resultados e Discusséao

2,4 DO3
g
o 1,64
S
©
o
&
c
2
2 0,8 1
0’0_ T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (min)

Figura 40. Cromatograma da reagéo do corante DO3 utilizando como oxidante o TBHP na auséncia
da FeTMPyP em meio de ACN/H,0 (3:1).
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Figura 41. Cromatograma da reagéo do corante DO3 com TBHP catalisada pela FeTMPyP, fase

movel gradiente de ACN e H,0.

Para auxiliar na identificacdo do composto com tempo de retencdo em 10,8

min foram realizadas analises por CG-EM e por CLAE-EM.

A Figura 42 mostra o cromatograma CG-EM da reag&o do corante DO3 com

TBHP na presenca da FeTMPyP. Assim como na analise por CLAE-UV, a analise

92



Resultados e Discusséao

por CG-EM também mostrou a presenca de dois picos com tempos de retengao de

19,3 min e 28,4 min.

1884949
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Figura 42. Cromatograma CG-EM da reacdo do corante DO3 com o TBHP, na presenca da
FeTMPyP.

O pico observado em 19,3 min foi comparado com aquele obtido para a
amostra padrao da PNA e com a biblioteca NIST, com similaridade de 95 %, sendo
referente a PNA. A Figura 43A mostra o espectro de massas do composto eluido em
19,3 min e a Figura 43B mostra o banco de dados da biblioteca de espectros NIST e
os principais fragmentos esperados para a PNA. A concordancia dos fragmentos
obtidos e dos tempos de retencado confirma uma vez mais que este produto eluido

em 19,3 min no CG-EM (e em 3,6 min no CLAE-UV) corresponde a PNA.
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Figura 43. Espectro de massas: A) composto eluido em tr = 19,3 min no CG; b) banco de dados da
biblioteca de espectros NIST, similaridade de 95 %, e os principais fragmentos esperados para a

PNA.

O espectro de massas do composto eluido como segundo pico no CG, com

tempo de retencdo em 28,4 min, foi comparado com a biblioteca NIST. A Figura 44A,

mostra o espectro de massas do composto eluido em tempo de retengao 28,4 min e

a Figura 44B mostra o banco de dados da biblioteca NIST, para o 4,4'-

dinitroazobenzeno, similiaridade de 91 %, e os principais fragmentos esperados para

este composto.
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Figura 44. Espectro de massas: A) composto eluido com tr = 28,4 min no CG; b) banco de dados da
biblioteca de espectros NIST, similaridade de 91 % e os principais fragmentos esperados para o 4,4'-
dinitroazobenzeno.

A boa concordéncia do espectro de massas obtido e dos fragmentos
esperados para o 4,4-dinitroazobenzeno permite identificar este produto como
responsavel pelo pico em 28,4 min no cromatograma CG da mistura de reagéo.

Para confirmar a estrutura proposta para este produto também foi realizada a
analise por CLAE-EM. O perfil do cromatograma do CLAE-EM é semelhante ao
observado por CLAE-UV, e o espectro de massas para o produto referente ao pico
com tempo de retengdo em 10,8 min forneceu um ion (sinal) de m/z 273, o qual
corresponde & molécula protonada (M+H)" do 4,4’-dinitroazobenzeno, uma vez que

as analises foram realizadas no modo positivo (Figura 45).
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Figura 45. Espectro de massas referente ao composto eluido em tempo de retencédo 10,8 min no
CLAE.

Como conclusédo de todas as analises realizadas, pode-se atribuir os picos
observados por CLAE-UV como sendo a PNA (ir = 3,6 min) e o 44'-
dinitroazobenzeno (tr = 10,8 min), obtidos pela oxidagdo do corante DO3 por TBHP,
catalisada pela FeTMPyP.

A Tabela 10 mostra os tempos de retencdo no CG e CLAE, ion molecular e a

fragmentagao do corante DO3 e seus produtos de oxidagao.

Tabela 10. Tempo de retengado, ion molecular e fragmentagéo do corante DO3 e seus produtos de
oxidacéo catalisada pela FeTMPyP.

tr (min)
Composto ion m/z (Intensidade relativa, %)
CLAE- CG molecular
uv
corante DO3 12,6 29,0 242 242 (20), 212 (22), 120 (35),
92 (100), 65 (51)
PNA 3,6 19,3 138 138 (75), 122 (12), 108 (67),
92 (41), 80 (21), 65 (100)
4,4°- 10,8 28,4 272 272 (22), 150 (68), 122
dinitroazobenzeno (100), 92 (50), 76 (63)

Apos a identificacao foi realizada a quantificagdo dos produtos gerados.
A Tabela 11 mostra os resultados das reacdes de oxidagdao do DO3 em

termos dos rendimentos dos produtos.
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Tabela 11. Porcentagem de produtos formados na oxidagao do corante DO3 nos diferentes sistemas
cataliticos, apds 2 h de reacgéao.

Porcentagem de produto formado

Condicao 4-nitroanilina 4,4 -dinitroazobenzeno
H,O./FeTMPyP 12 33
TBHP/FeTMPyP 17 79
TBHP/FeP-K10 15 83
TBHP/auséncia O,/FeTMPyP 18 78

Condigao: corante DO3 (1,25 x 10°° mol); oxidante (7,5 x 10°° mol); FeTMPyP (1,25 x 107 mol) em 2 mL de ACN/H,0 (3:1).

Os altos rendimentos com o TBHP na presenca da FeTMPyP e da FeP-K10
para a formacdo do composto 4,4 -dinitroazobenzeno comprovam que a diminuigao
da banda de absorg¢ao do corante referente ao grupo azo, observado nos estudos
por espectroscopia UV-Vis, ndo esta associada a destruicdo deste grupo e, sim,
oxidacdo do substituinte amina ligado ao anel benzénico. Trabalhos da literatura
(SUNG-SUH et al., 2004; WU et al., 1999; ZHAO et al., 1998) confirmam alteracdes
nos espectros UV-Vis durante processo de catalise de corantes podem estar
associados a mudanga dos grupos ligados ao anel benzénico e nédo a destruigao do
grupo cromaéforo.

Uma importante evidéncia de mecanismo radicalar em reagdes catalisadas
por metaloporfirinas é a influéncia do oxigénio na reagdo. O oxigénio em solugao
reage com radicais gerados pela FeP, aumentando o numero de espécies
radicalares e ocasionando um maior rendimento para os produtos provenientes
desse tipo de reagao (GROVES, 1994). A FeP, neste caso, atuaria apenas como um

iniciador da reacéao radicalar.
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Em sistemas com baixa concentragdo de oxigénio espera-se que ocorra uma
diminuigao dos produtos provenientes do mecanismo radicalar e que haja uma maior
formacao de produtos via intermediario ferroporfirinico. Como mostra a Tabela 11, os
resultados obtidos na reacdo na auséncia e presenca de O, sdao semelhantes,
evidenciando que a oxidacdo do DO3 por TBHP ocorre via espécie catalitica de alta
valéncia, **PFe'V=0 nao envolvendo mecanismo radicalar.

Estudos mostram que a PNA é um dos produtos da oxidagao do corante DO3
in vitro catalisada por sistemas que envolvem enzimas lignoliticas / H,O, do fungo
Ostreatus Pleurotus (ZHAO et al., 2006; 2007). Assim, o sistema estudado é um bom
modelo desta classe de enzimas.

A Figura 46 mostra o esquema reacional proposto para a oxidagédo do corante

DO3 catalisada pela FeTMPyP nas condigdes estabelecidas nesse estudo.

Fe'P +ROOH — ' FeVOP™" + OZNONNONHZ
heterolitica

OZN—@—NN—QNHOH

FeI“P * OZNONNONOZ - OZNONNONO

Figura 46. Esquema proposto para a oxidagéo do corante DO3 catalisada pela FeTMPyP.

Como discutido anteriormente no item 4.4, oxidantes peréxidos, ao
coordenarem ao metal central da ferroporfirina, podem sofrer cisdo heterolitica da

ligacdo O-O, que leva a formagdo da espécie oxidante, radical ferril porfirina -
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cation, FeVOP™ (NAM, 2000). O oxigénio mais eletrofilico pode ser transferido para
a diamina, de maneira similar ao observado com complexo molibdénio oxo
diperéxido (PORTA et al., 1996), gerando um intermediario hidroxilamino (Figura 47),
que pode ser facilmente oxidado ao grupo nitro, como ja foi observado para aminas

aromaticas (KUHN; HERRMANN, 2000; PORTA et al., 1996).

Corante disperso amarelo de metila (MY)

Foram realizadas reacdes controle na auséncia do catalisador e do oxidante e

analisadas por CLAE-UV. Nao se observou a formacao de produtos na auséncia de

catalisador e na auséncia de oxidante, conforme mostra a Figura 47.
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Figura 47. Cromatograma da reagéo do corante MY (tr = 12,4 min) utilizando como oxidante o TBHP
na auséncia da FeTMPyP em meio de ACN/H,0 (3:1).

Na reacéo do corante MY com TBHP utilizando como catalisador a FeTMPyP
observou-se a formagao de trés produtos (Figura 48), com tempos de retencdo em

9,6; 10,3 e 11,0 min, sendo este ultimo o produto obtido em maior quantidade.
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A comparagao com o cromatograma da amostra auténtica da PNA (3,6 min)

nas mesmas condi¢des indicou a auséncia deste produto.
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Figura 48. Cromatograma CLAE-UV da reagdo do corante MY com o TBHP, na presenga da
FeTMPyP.

Para auxiliar na identificagcao dos trés compostos, foram realizadas analises
por CG-EM e por CLAE-EM.

A Figura 49 mostra o cromatograma CG-EM da reacédo do corante MY com
TBHP na presenca da FeTMPyP. Assim como na analise por CLAE-UV, a analise
por CG-EM também mostrou a presencga de trés picos com tempos de retengao de

24.1; 24,3 e 25,4 min.

16.183.214

TIC*1.00

Figura 49. Cromatograma CG-EM da reagéo do corante MY com o TBHP, na presenca da FeTMPyP.
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Os picos observados na analise por CG-EM foram comparados com a
biblioteca NIST. As Figura 50A, 51A e 52A mostram os espectros de massas dos
compostos eluidos em tempos de retencdo de 24,1; 24,3 e 254 min,
respectivamente, e as Figuras 50B, 51B e 52B mostram o banco de dados da
biblioteca NIST, para 4-nitroazobenzeno, 4-aminobenzeno e 4-metil-
aminoazobenzeno, respectivamente, e os principais fragmentos esperados para

estes compostos.
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Figura 50. Espectro de massas: A) composto eluido em tr = 24,1 min no CG; B) banco de dados da
biblioteca de espectros NIST, similaridade de 94 %, e os fragmentos esperados para o 4-
nitroazobenzeno.
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Figura 51. Espectro de massas: A) composto eluido em tr = 24,3 min no CG; B) banco de dados da

biblioteca de espectros NIST, similar
aminoazobenzeno.

idade de 95 %, e os fragmentos esperados para o0 4-
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Figura 52. Espectro de massas: A) composto eluido em tr = 25,4 min no CG; B) banco de dados da
biblioteca de espectros NIST, similaridade de 90 %, e os fragmentos esperados para o 4-metil-
aminoazobenzeno.

A similaridade dos espectros de massas obtidos e dos fragmentos esperados
para o0s compostos 4-nitroazobenzeno, 4-aminoazobenzeno e 4-metil-
aminoazobenzeno permitiram identificar estes produtos como responsaveis pelos
picos em 24,1; 24,3 e 25,4 min, respectivamente, no cromatograma CG da mistura
de reacgao.

Para confirmar as estruturas propostas para estes produtos também foram
realizadas as analises por CLAE-EM. O perfil do cromatograma do CLAE-EM é
semelhante ao observado por CLAE-UV, e os espectros de massas para o0s
produtos referentes aos picos com tempo de retencdo 9,6; 10,3 e 11,0 min
forneceram os ions (sinal) com m/z 228, 198 e 212, respectivamente, referentes as
moléculas protonadas (M+H)" dos compostos 4-nitroazobenzeno (Figura 53), 4-
aminoazobenzeno (Figura 54) e 4-metil-aminoazobenzeno (Figura 55).
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Figura 53. Espectro de massas referente ao composto eluido em tempo de retengdo 9,6 min no
CLAE-EM.
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Figura 54. Espectro de massas referente ao composto eluido em tempo de retencédo 10,3 min no
CLAE-EM.
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Figura 55. Espectro de massa referente ao tempo de retengdo no CLAE 11,0 min na analise por
CLAE-EM.

Como conclusdo das analises realizadas, pode-se atribuir os picos
observados por CLAE-UV como sendo o 4-nitroazobenzeno (tr = 9,6 min), 4-
aminoazobenzeno (tr = 10,3 min) e 4-metil-aminoazobenzeno (tr = 11,0 min).

A Tabela 12 mostra o tempo de retengdo no CG-EM e CLAE-UV, ion

molecular e a fragmentagao do corante MY e seus produtos de oxidacao.
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Tabela 12. Tempo de reten¢do, m/z e fragmentagédo do corante MY e seus produtos de oxidagdo na
analise por CG-EM.

tr (min)
Composto m/z m/z (Intensidade relativa, %)
CLAE- CG
uv EM
corante MY 12,6 25,7 225 225 (89), 148 (25), 120 (100), 105
(27), 91 (14), 77 (50), 42 (58)
4-metil- 9,6 25,4 211 211 (46), 134 (30), 106 (100), 77
aminoazobenzeno (57),65(19), 51 (17)
4- 10,8 243 197 197 (32), 120 (38), 92 (100), 77
aminoazobenzeno (39), 65 (48), 51 (15)
4- 11,0 24,1 227 227 (20), 122 (15), 105 (35), 77
nitroazobenzeno (100), 51 (23)

Apos a identificacao foi realizada a quantificagdo dos produtos gerados.
A Tabela 13 mostra os resultados das reacdes de oxidacdo do MY em termos

dos rendimentos dos produtos.

Tabela 13. Porcentagem de produtos formados na oxidag&o do corante MY nos diferentes sistemas
cataliticos, ap6s 2 h de reagéo.

Porcentagem de produto formado

Condicao 4- 4- 4-metil-
nitroazobenzeno aminoazobenzeno aminoazobenzeno

H.02/FeTMPyP 10 13 30

TBHP/FeTMPyP 14 26 56
TBHP/FeP-K10 12 24 60
TBHP/auséncia 13 25 58
O./FeTMPyYP ,

Condigao: corante MY (1,25 x 10°® mol); oxidante (7,5 x 10°® mol); catalisador (1,25 x 107 mol) em 2 mL de ACN/H,O (3:1).
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Assim como discutido na oxidagao do DO3, os altos rendimentos com o TBHP
na presenca da FeTMPyP e da FeP-K10 para a formacédo de produtos da N-
desmetilacao comprovam que a diminuicdo da banda de absor¢cdo do corante
referente ao grupo azo, observado nos estudos por espectroscopia UV-Vis, ndo esta
associada a destruicdo deste grupo e, sim, a desmetilagdo oxidativa da amina
terciaria e oxidagao do substituinte amina ligado ao anel benzénico.

A Figura 56 mostra o esquema reacional proposto para a oxidag&éo do corante

MY catalisada pela FeTMPyP nas condi¢bes estabelecidas nesse estudo.

H3C
Fe'P +ROOH — 0 FeVOP™ + \NONN@
heterolitica H3C/

/

HONH@NN@ S HZNONN@

e R S e L

Figura 56. Esquema proposto para a oxidagao do corante MY catalisada pela FeTMPyP.

Como observado no esquema da Figura 56, o corante MY sofre um processo
de desmetilacdo seguido de formagdo do grupo amina e posterior oxidagao a nitro,
assim como observado e discutido para o corante DO3.

Aminas terciarias podem ser desmetiladas por enzimas monooxigenases,

envolvendo multiplas reagbes enzimaticas. Desta forma, a natureza realiza
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elegantemente reacdes de desmetilacdo/desalquilacdo de aminas terciarias
utilizando vias oxidativas conduzidas no citocromo P450 (EMMERT Il et al., 2008) e
os sistemas cataliticos estudados podem ser considerados bons modelos destas

enzimas na oxidagao deste corante.

Corante disperso preto 3 (DB3)

Assim como para os corantes DO3 e MY, também foram realizadas para o
MY reagdes branco na auséncia do catalisador e do oxidante e analisadas por
CLAE-UV. Nao se observou a formacgao de produtos na auséncia de catalisador e na
auséncia de oxidante, conforme mostra a Figura 57, confirmando o que foi
observado para os corantes DO3 e MY, de que a ferroporfirina é responsavel pela

catalise da oxidacao evidenciada por espectroscopia UV-Vis.

DB3

Absorvancia 320 nm

0 4 8 12 16

Tempo (min)

Figura 57. Cromatograma da reagao do corante MY utilizando como oxidante o TBHP na auséncia da
FeTMPyP em meio de ACN/H,0 (3:1).
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Na reacdo do corante DB3 com TBHP utilizando como catalisador a
FeTMPyP observou-se a formagédo de quatro produtos (Figura 58), com tempos de
retencdo em 10,0; 10,3; 10,8 e 11,3 min, sendo o composto eluido em 10,8 min o

principal produto da reacéo.
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Figura 58. Cromatograma da reagdo do corante DB3 com TBHP catalisada pela FeTMPyP, fase
movel gradiente de ACN e H,O

Para auxiliar na identificacdo dos compostos foram realizadas analises por
CG-EM e CLAE-EM.

A Figura 59 mostra o cromatograma CG-EM da reac&o do corante DB3 com
TBHP na presengca da FeTMPyP. Ao contrario da analise por CLAE-UV, que
apresentou 4 produtos com diferentes tempos de reteng¢do, a analise por CG-EM

mostrou a presenca de dois picos, com tempos de retengcdo em 28,6 e 33,7 min.
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Figura 59. Cromatograma CG-EM da reagdo do corante DB3 com o TBHP, na presenga da
FeTMPyP.

Os picos observados na analise por CG-EM foram comparados com a
biblioteca NIST, sendo possivel apenas a identificacdo apenas do composto
responsavel pelo pico em 28,6 min. O espectro de massas foi comparado com a
biblioteca NIST e apresentou similaridade de 90 % para o espectro de massas do
4.4°-dinitroazobenzeno. A Figura 60A mostra o espectro de massas do composto
eluido em 28,6 min e a Figura 60B mostra o banco de dados da biblioteca de

espectros NIST e os principais fragmentos esperados para o 4,4 -dinitroazobenzeno.
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Figura 60. Espectro de massas: A) composto eluido com tr = 28,6 min no CG; b) banco de dados da
biblioteca de espectros NIST, similaridade de 90 % e os principais fragmentos esperados para o 4,4’-
dinitroazobenzeno.

Para confirmar a estrutura proposta para este produto também foi realizada a
analise por CLAE-EM. O perfil do cromatograma do CLAE-EM é semelhante ao
observado por CLAE-UV, e o espectro de massas para o produto referente ao pico
com tempo de retencdo 28,6 min forneceu um ion (sinal) de m/z 273, o qual
corresponde a molécula protonada (M+H)" do 4,4’-dinitroazobenzeno (Figura 61).

A formacao deste composto também foi observada na oxidagdo do corante
DO3, apresentando a mesma similaridade no tempo de retencdo nas analises por
CLAE-UV e CG-EM, confirmando assim a identificacdo do 4,4’-dinitroazobenzeno,

como produto principal da oxidacdo do corante DB3.
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Nao foi possivel a identificacdo dos demais produtos responsaveis pelos picos
de baixa intensidade observados no cromatograma CLAE-UV da mistura da reagéo

de oxidacao do DB3.
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Figura 61. Espectro de massas referente ao composto eluido em tempo de retencdo 28,6 min no
CLAE.

Os espectros de massas do composto eluido em 33,7 min no cromatograma
CG apresentaram picos m/z pouco intensos, que nao possibilitaram a identificacao.

As analises por CLAE-EM também nao forneceram bons resultados, nao
sendo possivel chegar a qualquer conclusdo sobre a estrutura deste composto,
provavelmente devido a baixa concentragdao do mesmo.

A Tabela 14 mostra o tempo de retengcdo no CG-EM e CLAE-UV, ion

molecular e a fragmentagao do corante DB3 e seu produto principal de oxidagao.
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Tabela 14. Tempo de retengdo, m/z e fragmentagcédo do corante DB3 e seus produtos de oxidagao na
analise por CG-EM.

tr (min)
Composto m/z m/z (Intensidade relativa, %)
CLAE- CG
uv EM
corante DB3 11,0 30,1 240 240 (100), 148 (10), 120 (89), 105
(14), 92 (46), 77 (17), 65 (23), 42 (58)
Produto 1 10,0 -—- -— ndo identificado
Produto 2 10,3 -—- -— ndo identificado
Produto 3 11,3 - - nao identificado
4.4- 10,8 28,6 272 227 (25), 150 (77), 122 (100), 92
dinitroazobenzeno (27), 76 (56), 50 (22)

Apos a identificagdo do principal produto de oxidacdo como 44’-
dinitroazobenzeno foi realizada a sua quantificacao.
A Tabela 15 mostra os resultados das reacdes de oxidagcdo do DB3 em

termos do rendimento do 4,4’-dinitroazobenzeno.

Tabela 15. Porcentagem de produto formado na oxidagao do corante DB3 nos diferentes sistemas
cataliticos, apds 2 h de reacgéao.

Condicao Porcentagem do
4 4’-dinitroazobenzeno

H>0./FeTMPyP 40

TBHP/FeTMPyP 82
TBHP/FeP-K10 84
TBHP/auséncia 80
O2/FeTMPYP ,

Condigao: corante DB3 (1,25 x 10°® mol); oxidante (7,5 x 10°® mol); catalisador
(1,25 x 107 mol) em 2 mL de ACN/H,0 (3:1).

Os resultados da Tabela 15 comprovam que o 4,4’-dinitroazobenzeno é o

produto majoritario da oxidagao do corante DB3 e confirmam, como observado para
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os outros corantes, que o desaparecimento da banda de absor¢ao do corante nao
esta associado a destruicao da ligagao azo.

Também com este corante, os resultados cataliticos semelhantes na
presengca € auséncia de oxigénio evidenciam a participagao da “*PFe'V=0 como
principal espécie catalitica.

A obtencao do 4,4’-dinitroazobenzeno como principal produto da oxidagao do
DB3 indica que o mecanismo desta oxidacdo ocorre via N-desalquilagdo, como
geralmente ocorre nos sistemas “in vivo” catalisada pelo P450. Provavelmente os
compostos responsaveis pelos picos pouco intensos observados nos
cromatogramas CLAE-UV correspondem aos intermediarios formados pela mono e
bis-desmetilagdo da amina terciaria. Portanto, também para este corante os

sistemas cataliticos estudados seguem a rota biomimética do P450.
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Conclusotes

Uma das principais questdées que surgem no desenvolvimento de novos
corantes diz respeito a possibilidade dos mesmos apresentarem potencial
carcinogénico e mutagénico, evidenciando a importancia da elucidacdo dos
mecanismos de oxidagcao e/ou reducéo destes compostos nos organismos.

Neste contexto, estudos que visam elucidar o papel da superfamilia do
citocromo P450, uma das enzimas responsaveis pela biodegradacdo dos corantes
nos organismos, sao de grande importancia, uma vez que pouco se conhece sobre
estes processos.

Metaloporfirinas tém sido estudadas como eficientes modelos biomiméticos
da funcéo oxidativa do citocromo P450, principalmente na area de farmacos, o que
nos motivou a investigar seu potencial biomimético também para os corantes da
classe azo.

Os resultados mostraram que as ferroporfirinas estudadas foram eficientes
para catalisar a oxidacdo dos corantes, com rendimentos totais de produtos que
podem chegar a 100 %. As reacOes sdo dependentes do pH, devido a presenca de
atomos de nitrogénio com diferentes carater basico. Em baixos valores de pH a
oxidac&o ocorreu preferencialmente no grupo azo, enquanto que em valores de pH
mais altos os grupos amina, mais basicos, foram preferencialmente oxidados,
resultando em produtos da N-desmetilagcdo e oxidacao a nitro, seguindo, assim, a
rota biomimética para oxidacao destes corantes.

Reacdes realizadas na auséncia O, levaram aos mesmos rendimentos que na
presenca de ar, evidenciando a auséncia de mecanismos radicalares, como
resultado da predominancia da cisdo heterolitica da ligacdo O-O do peroxido e

formacéo da espécie catalitica radical ferril porfirina t-cation, Fe'VOP™.
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Visando a utilizacdo de metaloporfirinas para degradacdo dessa classe de
corantes, a FeTMPyP foi imobilizada em montmorilonita e utilizada em reacbes
consecutivas em pH acido, no qual a ligacado azo é preferencialmente quebrada. Os
resultados de degradacdo foram reprodutiveis, mostrando a estabilidade do
catalisador e seu potencial de aplicacéo.

Os sistemas cataliticos estudados levaram a oxidacdo dos grupos amina
terciaria dos corantes em pH proximo do pH fisiologico, 0 que resulta em um
aumento da solubilidade destes compostos. Este fato esta de acordo com o que
ocorre nos sistemas biolégicos, no figado humano, por exemplo, sendo este tipo de
reacdo uma das maneiras de favorecer a excrecado destes metabolitos. Portanto,
também quanto a este aspecto, os sistemas estudados comportam-se como bons
modelos das enzimas P450, viabilizando a utilizacdo dos mesmos para avaliar

previamente o grau de toxicidade desta classe de corantes.
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Abstract

In this work, we studied the oxidation of the azo dye Disperse Orange 3 (DO3) by hydrogen peroxide, catalyzed by 5,10,15,
20-tetrakis(4- N-methylpyridyl)porphyrin iron(III) chloride immobilized onto montmorillonite K10, FeP-K10. Results showed that the
FeP-K10/H,0, system is efficient for discoloration of the DO3 dye, especially at pH 3.0. The catalyst was shown to be relatively stable
and could be recycled many times, leading to good yields. DO3 oxidation products were analyzed by gas chromatography and mass
spectrometry, being 4-nitroaniline the main product. Tert-butylhydroperoxide and iodosylbenzene were also used as oxidants, giving rise
to 4-nitroaniline as product too. The studied system is a good biomimetic model of oxidative enzymes, being a promising discoloring

agent for azo dyes.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Azo dye; Supported catalysts; Ironporphyrins; Montmorillonite; Biomimetical models

1. Introduction

A number of biomimetic systems have been developed to
mimic the function of P-450 enzymes (Mansuy, 2007; Nam
et al., 2003; Schiavon et al., 2000; Doro et al., 2000; Mac
Leod et al., 2007). Development in this area is based on
different strategies, and aims at designing selective, stable,
and high-turnover catalytic systems (Mansuy, 2007,
Vinhado et al., 2002). Metalloporphyrins have been used
as cytochrome P450 models and they have been found to
be highly efficient homogeneous and heterogeneous cata-
lysts for the oxidation of alkenes, alkanes and xenobiotics
such as drugs, pesticides, dyes and other pollutants, in the
presence of terminal oxidants like iodosylbenzene, sodium
hypochlorite, sodium periodate, fert-butylhydroperoxide
and hydrogen peroxide (Armijo et al., 2007; Faria et al.,
2004; Vinhado et al., 2002).

Pollutants such as azo dyes and their discoloration
products have undoubtedly attracted a lot of attention
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because of their high environmental impact and toxicolo-
gical properties, which is an undesired result of their
widespread use. Disperse azo dyes account for 65% weight
of the dyes used in the textile, pharmaceutical, food,
brewing, and cosmetic industries (Lima et al., 2007). The
carcinogenic and mutagenic properties of some azo dyes
and/or metabolites formed under reducing or oxidizing
conditions have been discussed (Oliveira et al., 2007; Zeiner
et al., 2006; Hunger, 1994). The toxicity and carcinogeni-
city of certain azo dyes in mammalian systems may result
mainly from their biotransformation via oxidation, hydro-
lysis, conjugation or reduction catalyzed by enzymatic
reactions, including those catalyzed by cytochrome P-450.
The generated product can be either more toxic or less
toxic than the parent molecule (Oliveira et al., 2007;
Hunger, 1994). These compounds can be formed by the
cleavage of the azo bond, and many of them are known to
be mutagenic and carcinogenic (Oliveira et al., 2007). In
addition, an increase in the levels of mutagenic activity can
be detected when dye factory effluents are submitted to
primary and secondary biological treatment (Kim et al.,
2005). The European Union has published a list of 22
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aromatic amines classified as carcinogenic, and azo dyes
that may lead to any of these amines by cleavage of their
azo bond have been banned (Oliveira et al., 2007).

A lot of catalytic systems have been studied with a view
to establish more efficient strategies for azo dye discolora-
tion. The majority of these studies have involved metallic
complexes immobilized onto solid matrices (Sulakova
et al., 2007; Aravindhan et al., 2006; Kim et al., 2005).
Heterogeneous catalysis is more advantageous than the
homogeneous one because the catalyst can be easily
separated from the reaction medium and reaction pro-
ducts, the stability of the catalytic species is increased, and
the catalyst is protected against self-destruction. Manga-
nese salen complexes supported on solid matrices such as
zeolites (Aravindhan et al., 2006; Bedioui, 1995) and Cu(Il)
complexes supported on chitosane are examples of
promising alternatives for dye discoloration (Sulakova
et al., 2007; Wu et al., 2001).

Montmorillonite K10, belonging to the commercially
available smectite group, has received a lot of attention
recently as an interesting catalyst support (Lei et al., 2007).
This mineral combines the properties of interchangeable
cations with intercalation and expansion, thus allowing
chemists to develop the well-known host—guest chemistry.

Although there is a considerable number of studies on
the use of metalloporphyrins in solution or immobilized

O,N N=N NH,  DO3

Fig. 1. Structure of the studied azo dye (Disperse Orange 3; DO3).

Fig. 2. 5,10,15,20-tetrakis(4-N-methylpyridyl)porphyrin iron(IIl) penta-
chloride, FeP.

onto different supports as biomimetic systems for drug
oxidation (Mansuy, 2007; Santos et al., 2005; Melo et al.,
2005), there are relatively few studies reporting the
application of these catalysts to dye oxidation (Serra
et al., 2005; Héager et al., 2001).

Aiming at bridging this gap, in the present study,
Disperse Orange 3 (DO3), a monoazo dye (Fig. 1), was
chosen as a representative substrate to investigate the
oxidation of azo dyes by hydrogen peroxide catalyzed by
5,10,15,20-tetrakis(4- N-methylpyridyl)porphyrin iron(III)
pentachloride, FeP (Fig. 2), immobilized onto montmor-
illonite K10. The catalytic results were compared with
reactions carried out in homogeneous media and with
reactions using other oxidants.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All compounds used in this study were commercially available from
Aldrich or Sigma and were of analytical grade purity unless otherwise
stated. Hydrogen peroxide (30%; w/v, in water) was stored at 5°C and
titrated periodically for purity assessment. Montmorillonite K10 was
purchased from Fluka. The free base porphyrin 5,10,15,20-tetrakis(4-N-
methylpyridyl)porphyrin was purchased from MidCentury. Acetonitrile
(ACN) was HPLC grade.

2.2. Equipment

The X-ray power diffraction (XRD) spectra were recorded on a
Siemens D5005 diffractometer using a graphite monochromator and Cu
Ko emission lines. The solid samples were placed on a glass plate, and the
data were collected at room temperature over the range 2-50°. UV-vis
spectra were obtained with a Hewlett-Packard 8452 diode array spectro-
photometer. The spectra were recorded in 2mm path length quartz cells
(Hellma). Thermogravimetric analysis (TGA) and differential thermal
analysis (DTA) were carried out using a Thermal Analyst TA Instrument
SDT Q 600 Simultaneous DTA-TGA-DSC, in nitrogen, at a heating rate
of 10°Cmin™", from 25 to 850 °C. Specific surface areas were determined
by analysis of nitrogen adsorption isotherms on a Micrometrics AccSorb
2100E physical adsorption analyzer, according to the BET method
(Brunauer et al., 1938).

2.3. Immobilization of ironporphyrin onto montmorillonite K10

The FeP was prepared through reaction of the free base porphyrin with
iron chloride, following the method of Kachadourian (Kachadourian
et al., 1999), and characterized by UV-vis spectroscopy. UV-vis data for
FeP in water: Amae (nm) (&5 Lmol 'em™") = 344; 422(7.7 x 10*)598:;
638 nm.

The commercial clay montmorillonite K10 was firstly submitted to ion
exchange with a NaCl solution (5.0mol L"), to obtain its sodium form
(Na"-K10). The solid was then filtered and washed with deionized water
until neutral pH was reached, as described in the literature Martinez-
Lorente et al. (1996).

FeP (5mg; 5.5 umol) was added to a suspension of Na™-K10 (2g) in
deionized water (50 mL), under magnetic stirring at room temperature.
After 24 h, the resulting solid was filtered, washed with deionized water
(20mL), and Soxhlet-extracted with ACN for 24 h. The solid catalyst
(FeP-K10) was then dried at 80 °C for 8 h. FeP loading on the supports
was determined by using UV-vis spectroscopy to measure the total
amount of unloaded FeP in the reaction solution and washings.
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2.4. Oxidation reactions

Reactions were carried out in a 3-mL vial covered with a screw cap. A
solution of disperse dye in ACN (125 pL; 1.25 x 10~®mol) and the oxidant
(30% an aqueous hydrogen peroxide, 7.5 x 10~®mol) were added to a
suspension of FeP-K10 (22.7mg, 1.25x 107" mol of FeP) in buffered
aqueous solution and ACN 2:1 (2mL). Reactions at pH 3.0 were
performed in phosphate buffer (0.1 mol L™"), at pH 6.4 in deionized water,
at pH 10.0 in ammonium buffer (0.1 molL™"). Reactions were accom-
plished under magnetic stirring, at room temperature, for 12h. The
catalyst/oxidant/dye molar ratio was 1:60:10. After reaction completion,
the mixture was filtered and the supernatant was analyzed by visible
spectroscopy, through the dye’s absorption band at 430 nm. An aliquot of
the reaction mixture was also analyzed by gas chromatography-mass
spectroscopy (GC-MYS).

Recycling of the supported catalyst was performed with the solid
recovered from the reaction media through filtration, followed by washing
with ACN and drying at room temperature.

The dye discoloration percentage was calculated by the equation

% discoloration : <A'A;At> x 100,
1
where A; is the initial absorbance (before adding the oxidant), Ay is the
final absorbance.
Control reactions were carried out using unloaded montmorillonite
(Na™-K10) and also using the supported catalyst in the absence of the
oxidant.

2.5. GC-MS analyses

GC-MS was performed using a QP2010 mass spectrometer (Shimadzu)
fitted with a GCI7A gas chromatograph (Shimadzu). The ionization
voltage was 70eV. Gas chromatography was conducted in the tempera-
ture-programming mode with a DB-5MS column (30m x 0.25mm x
0.25 pm). The initial column temperature was 50 °C for Smin, it was then
increased linearly at a rate of 10°Cmin~' to 270°C, and held at this
temperature for 4 min. The temperature of the injection port was 260 °C,

and the GC-MS interface was maintained at 300 °C. The helium carrier

gas flow rate was 1.0mLmin~'. Reaction products were identified by

comparison of their retention times with known reference compounds, and
by comparing their mass spectra to fragmentation patterns observed in the
NIST spectral library stored in the computer software (version 1.10 beta;
Shimadzu) of the mass spectrometer.

3. Results and discussion

3.1. Preparation and characterization of the supported
catalyst FeP-KI10

Montmorrilonite K10 can have Mg?" ions substituting
AP" jons inside the octahedral sites, leading to lamellas
with residual negatives charges that can be neutralized by
intercalation of cationic groups such as cationic metallo-
porphyrins. Taking advantage of this property, the
supported FeP was obtained by exchanging the sodium
ions present on the montmorillonite matrix with the
cationic ironporphyrin [Fe(TMPyP)]*". This procedure
rendered a material containing 5.5 umol of FeP per gram of
clay, as determined indirectly by measuring the concentra-
tion of FeP in the washing extracts.

The XRD patterns of FeP-K10 and Na'-K10 (for
comparison) were recorded at 20 values ranging from 5° to
50° (Fig. 3). Analysis of the diffractograms revealed that

FeP-K10
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Fig. 3. XRD patterns of montmorillonite K10: Na " -montmorillonite
K10, Na"-K10; Na " -montmorillonite K10 with FeP, FeP-K10.

FeP-K10 is structurally similar to Na™-K10, which
indicates that the metalloporphyrin is not intercalated
between the layers. Since the FeP is strongly attached to the
solid, as confirmed by the absence of FeP in the washing
extracts, one can conclude that the FeP is present in broken
bonds at the edges or defects of the crystal surface, as
observed by Bedioui (1995) and others (Machado et al.,
2002; Dias et al., 2000) for similar systems.

The surface area of the clay was determined before and
after immobilization of the FeP, and values of 250.56 and
225.50m>g~" were obtained, respectively. Although we
observed a decrease in the surface area after catalyst
immobilization, this still is a material with relatively high
surface area for catalysis, as can be seen through the good
results concerning dye discoloration, as discussed below.

The presence of the FeP on the solid was also confirmed
by UV-vis spectroscopy of an aqueous suspension of the
material (Fig. 4). The spectrum displays the characteristic
FeP Soret band at 450 nm. This band is red-shifted when
compared to that of the parent FeP in aqueous solution
(424 nm), which is a result of the m interaction of the
metalloporphyrin aromatic ring with the surface of the
support (oxygen-atom planes of the aluminosilicates)
(Crestini et al., 2004). This behavior is expected for
supported metalloporphyrins, and it has been observed
by us for other solid catalysts (Gotardo et al., 2005; Guedes
et al., 2005; Faria et al., 2004), as well as reported by many
other authors who studied similar systems (Evans et al.,
2001; Cooke et al., 1995).

The thermal stability of the solid catalyst was investi-
gated by thermogravimetry (TGA and DTG) and DTA.
The TGA-DTA-DTG data obtained for the Na+-K10
and FeP-K10 materials are shown in Fig. 5A and B,
respectively.

The TGA-DTG curves for Na"-K10 and FeP-K 10 are
similar (Fig. 5A and B) and show that weight losses occur
mainly between 50 and 200 °C, which can be attributed to
the loss of water molecules that are physically adsorbed
onto the surface of the solid. Two endothermic peaks at 70
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Fig. 4. UV-vis spectrum of a FeP-K 10 suspension in water (—) and of a
FeP aqueous solution (----).

and 120°C in the DTA curves confirm this attribution
(Fig. 5B). Second mass losses from 400 to 600°C
correspond to the loss of water molecules that are
hydrogen-bonded to the clay sheets, as evidenced by a
small endothermic peak at about 570°C in the DTA
curves. OH loss from a defective montmorillonite phase
(produced by mechanical deformation) continuously oc-
curs up to 600 °C, as seen from a small endothermic peak at
about 650 °C in the DTA curve (Brunauer et al., 1938). The
FeP-K10 TGA, DTG curves do not give any evidence of
organic material loss, which is easily explained by the fact
that the amount of loaded organic catalyst is much lower
than the accuracy of the thermobalance (estimated
S.E.~1%). Therefore, the differences in the final yields of
both Na"-K10 and FeP-K10 can just be related to the
degree of material hydration. In conclusion, no changes in
the thermal stability of the clay after catalyst incorporation
into the support structure can be observed.
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Fig. 5. (A) TGA-DTG-DTA curves for Na"-K10. Heating rate: 20 °Cmin~'. (B) TGA-DTG-DTA curves for FeP-K10. Heating rate: 20 °C min~".
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g. 6. DO3 dye discoloration in ACN/H,O (1:2), at pH 3.0, 6.4 and 10.0.

3.2. DO3 oxidation as monitored by UV-vis

Azo dye oxidation is normally very sensitive to pH, due
to the presence of nitrogen atoms with different base
characters. At low pH values, oxidation generally occurs
on the azo group, mainly in strongly oxidizing medium. In
higher pH media, oxidation occurs on the more basic
amino group (Oakes and Gratton, 1998; Pentimalli, 1959).
Because of these reported effects, we firstly investigated the
pH influence on the dye oxidation by selecting three pH
conditions: 3.0, 6.4, and 10.0.

Rupture of an azo bond during azo dye oxidation results
in the disappearance of the absorption band at ~400 nm,
which is due to the t— 7" transition of the azo group (Kim
et al., 2005). This enables the monitoring of DO3 oxidation
through its maximum absorption band at 430nm
(¢=28.5x10°Lmol 'cm™").

Fig. 6 shows the dependence of the DO3 percent
discoloration on pH in the presence of the FeP-K10
catalyst and hydrogen peroxide. While only 30% of dye
discoloration occurs at higher pH, up to 90% is degraded
in acid medium (pH 3.0), as monitored through the dye
absorption band at 430 nm. These results show that the
protonation of the azo nitrogen is an important step of the
oxidation process, which agrees with previously reported
data (Oakes and Gratton, 1998; Pentimalli, 1959).

On the basis of these results, the oxidation of DO3
monitored by UV-vis was investigated at pH 3.0 using
ACN/phosphate buffer medium, at room temperature.

Fig. 7 shows that the absorption band of the dye
disappears after 6 h of reaction when the dye is oxidized by
hydrogen peroxide in the presence of FeP-K10. The dye
color fades off and the solid, which was dark brown at first,
acquires a light brown or yellowish color. No discoloration
is observed when control reactions are carried out in the
absence of either the catalyst or the oxidant. If the reaction
occurs in the presence of unloaded K 10; that is, Na " -K 10,
part of the dye adsorbs onto the solid, maintaining
the same color it had in solution. However, the supernatant
still exhibits the dye color, thus indicating saturation of
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Fig. 7. Percentage of azo dye removal as a function of time in ACN/H,O
(1:2), pH 3.0, in the presence of FeP-K10.
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Fig. 8. UV-vis spectra of a suspension of DO3 in ACN/H,O (1:2) in
pH 3.0, after 12h of reaction with hydrogen peroxide in the presence of
(a) FeP-K 10 and (b) Na*-K 10.

dye adsorption. Therefore, although the high cationic
change capacity of the dye favors its adsorption onto the
support, the azo bond remains intact in the absence of the
catalyst.

An additional proof to the fact that depletion of the dye
absorption band is due to its discoloration catalyzed by
FeP-K 10 and not to its adsorption onto the clay is that the
solid catalyst recovered after the reaction and analyzed by
UV-Vis spectroscopy does not display any absorption
band due to DO3 (Fig. 8a), which confirms that the azo
bond was really cleaved. When the same control reaction is
carried out using the unloaded K10 (Na "-K10) in the same
conditions, the absorption band due to DO3 is still present,
thus proving that dye discoloration occurs in the presence
of the FeP only (Fig. 8b).

FeP-K10 stability and the possibility of catalyst reuse
were investigated by means of five recycling reactions,
carried out by recovering the solid catalyst from the
reaction medium and using it again in a new oxidation.
Good dye discoloration reproducibility is observed until
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the fifth reaction, as shown in Fig. 9. These results once
more show that the dye discoloration is a catalyzed process.

3.3. DO3 oxidation as monitored by GC-MS

In order to investigate the products generated from
FeP-K10-catalyzed DO3 oxidation by hydrogen peroxide,
the reaction supernatants were analyzed by GC coupled
with MS. Because it is easier to work at pH 6.4, we chose to
analyze the reactions carried out at this pH value.

Control reactions in the absence of the catalyst did not
lead to any product formation, so only the peak
corresponding to the DO3 dye with a retention time of
29.0 min and a signal in m/z 242 were detected by GC-MS.
Dye identification was accomplished by comparison
between this signal and NIST spectral library data. Also,
the retention time and fragmentation profile were com-
pared with those of an authentic DO3 solution.

The control reaction carried out in the absence of the dye
generated a single product with a retention time of 13.6 min
in the GC chromatogram and MS signal in m/z 185.
Comparison with the NIST spectral library allowed
identification of this product as tributylamine, which was
confirmed by comparison with an authentic sample
analyzed in the same conditions. To verify whether
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Fig. 9. FeP-K10 recycling in azo dye discoloration reactions (6 h) ACN/H,O
1:2, pH 3.0.

tributylamine resulted from reaction of the catalyst with
the solvent ACN, another reaction was performed in
methanol. The same product was obtained in the latter
solvent. However, no tributylamine formation was ob-
served in another control reaction in the absence of FeP,
leading to the conclusion that tributylamine is generated
from the destruction of a small amount of metalloporphyr-
in as a result of the attack of excess oxidant to the catalyst
when the substrate (dye) is absent.

GC-MS analysis of the reaction supernatant resulting
from the FeP-K10-catalyzed DO3 oxidation by hydrogen
peroxide is shown in Fig. 10.

Chromatogram reveals the presence of three peaks with
retention times 13.59, 19.24 and 29.0min (I, II and III,
respectively). Peaks I and III correspond to tributylamine
and DO3, respectively, as described above. Peak II
corresponds to a signal in m/z 138 in the mass spectrum.
Comparison with NIST spectral library data allowed us to
identify this product as 4-nitroaniline. This attribution was
confirmed by comparing both the retention time and
fragmentation profile of the product with those of an
authentic 4-nitroaniline sample. 4-Nitroaniline is also the
main product from the in vitro DO3 oxidation catalyzed by
systems involving H,O,/ligninolytic enzymes of the fungus
Pleurotus ostreatus (Zhao et al., 2006). So the system
studied by us is a good model of this class of enzymes.

DO3 oxidation reactions by ferz-butylhydroperoxide
carried out in the same conditions also lead to 4-nitroani-
line as the sole product. This same compound is obtained
in homogeneous medium in the case of both hydrogen
peroxide and fert-butylhydroperoxide (Fig. 11).

Reactions carried out in the absence of oxygen lead to
the same results above, indicating that the mechanism of
4-nitroaniline production is not radicalar. So, heterolytic
cleavage of the peroxide O-O bond probably occurs, with
formation of the high-valent ferryl porphyrin n-cation
radical species, Fe'Y(O)P* ", which is the species generally
responsible for oxygen transfer in catalytic systems
involving FePs (Groves, 2006; Mansuy, 2007).

Apart from 4-nitroaniline as the main product, we can
also observe generation of a compound with retention time
of 28.51 min and signal in m/z 272 in the mass spectrum
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Fig. 10. Chromatogram of the metabolites generated from discoloring of Disperse Orange 3 in the presence of FeP-K10/H,O,, pH 6.4. Peak I,

tributylamine; peak II, 4-nitroaniline; and peak III, Disperse Orange 3.
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Fig. 11. Chromatogram of the metabolites generated from discoloring of Disperse Orange 3 in the presence of FeP/H,O,, pH 6.4. Peak I, tributylamine;

peak II, 4-nitroaniline; and peak III, Disperse Orange 3.

Table 1

Retention times, molecular ion, DO3 dye fragments, and DO3 oxidation products in the presence of various oxidants

Compounds R, (min) Molecular Fragment (m/z)
ion (MI)
Tributylamine 13.59 185 185 (8%), 142 (100%), 100 (90%), 84 (10%), 57 (25%), 44 (60%), 41 (40%), 40 (20%)
4-Nitroaniline 19.24 138 138 (71%), 122 (10%), 108 (63%), 92 (40%), 80 (33%), 65 (100%), 52 (17%), 41 (12%)
4,4'-Dinitroazobenzeno 28.51 272 272 (38%), 182 (10%), 150 (77%), 122 (100%), 106 (15%), 92 (50%), 76 (73%), 63 (27%),
50 (48%)
Disperse Orange 3 29.03 242 242 (20%), 212 (22%), 120 (35%), 92 (100%), 65 (51%)

when iodosylbenzene is employed as oxidant. Comparison
with an authentic sample showed that this compound is
4,4'-dinitroazobenzene. This result evidences that iodosyl-
benzene is not as efficient as peroxides when azo dye bond
cleavage is concerned.

Table 1 shows the retention times, molecular ions and
fragmentations of the DO3 dye and its oxidation products
obtained in the presence of various oxidants.

Analysis of the reaction supernatant obtained after azo
dye oxidation by hydrogen peroxide in pH 3.0 shows that
4-nitroaniline (¢ = 19.2 min) is the main product. However,
other compounds are also formed in trace amounts, but it
was not possible to carry out their identification due to
their low concentration. These results corroborate those
obtained by UV-vis spectroscopy, which had shown that
DO3 oxidation is pH-dependent.

4. Conclusion

FeP-K10/H,0, is an efficient system for DO3 dye
discoloration. The catalyst is relatively stable, can be easily
separated from the reaction products, and leads to good
yields when recycled. The dye discoloration is pH-
dependent, being the best results achieved in pH 3.0, where
the azo bond is more easily cleaved. The main product
generated from DO3 oxidation by various oxidants is
4-nitroaniline (~35% conversion), as in the case of the
naturally occurring ligninolytic enzymes described in the
literature. Therefore, the studied system is a good
biomimetic model of this class of oxidative enzymes, and

it offers promising future applications in azo dye dis-
coloration.

Studies using other azo dye are underway in our
laboratory, and other catalytic systems are also being
investigated, aiming at elucidating the oxidation/discolora-
tion mechanisms of this class of compounds, which result
in the formation of aromatic amines.
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Abstract

In this work, we investigated carbamazepine (CBZ) oxidation by 3-chloroperoxybenzoic acid (m-CPBA), fert-butyl hydroperoxide 70 wt.%
(+-BuOOH) or hydrogen peroxide 30 wt.%, mediated by a salen complex in homogeneous medium or encapsulated in a polymeric matrix based
on poly(dimethylsiloxane) (PDMS). The formation of carbamazepine 10,11-epoxide (CBZ-EP) is highly dependent on the oxidant, pH, solvent
and co-catalyst. CBZ oxidation by m-CPBA, +-BuOOH and H,O, is more efficient at low pH values, although the pH influence is small in the
case of m-CPBA and +-BuOOH, in the entire pH range. This shows that the presence of substituents linked to the —OOH group of m-CPBA and
t-BuOOH affects the catalytic activity of the studied system significantly. The encapsulated Jacobsen catalyst proved to be an efficient catalyst for
carbamazepine oxidation by the oxidants ~-BuOOH and m-CPBA. However, the hybrid polymeric membrane acted as a barrier against the oxidant
H,0,, preventing it from reaching the bulk of the membrane, making substrate oxidation impossible in this case.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Carbamazepine; Salen complex; Catalysis; Biomimetic models

1. Introduction

A number of biomimetic systems have been developed to
mimic the function of P-450 enzymes [1]. Development in this
area is based on different strategies with the aim of design-
ing selective, stable and high-turnover catalytic systems [2].
Salen complexes, such as the Jacobsen catalyst, and metallo-
porphyrins have been used as cytochrome P450 models and
have been found to be highly efficient homogeneous catalysts for
alkene and alkane oxidation in the presence of terminal oxidants
such as iodosylbenzene, sodium hypochlorite, sodium perio-
date, tert-butylhydroperoxide and hydrogen peroxide [3—14].
However, there are relatively few reported studies on drug oxida-
tion using metalloporphyrins as catalyst; some examples include
carbamazepine [15,16], lidocaine, odapipam, aminopyrine [17],

* Corresponding author. Tel.: +55 16 3602 3799; fax: +55 16 3602 4838.
E-mail address: mddassis@usp.br (M.D. Assis).

1381-1169/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
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acetaminophen [18,19], and others [20,21]. Recent reviews by
Bernadou and Meunier [22] and Mansuy [23] have compiled
most of these studies. As for salen complexes, reports on their use
as catalysts for drug oxidations are even scarcer in the literature.
Carbamazepine (CB2), 5-H-dibenz[b,f]azepine-5-
carboxamide (Fig. 1) is an antiepileptic drug used in clinical
practice as first-line treatment for generalized tonic—clonic and
partial seizures [24]. This anticonvulsant is a suitable substrate
for epoxidation studies, and it was first used by Meunier
in in vitro studies using water-soluble metallopophyrins as
catalyst. Over the last two decades, 33 CBZ metabolites have
been isolated and identified in the urine from patients on
an oral dose [25,26]. Of these metabolites, carbamazepine
10,11-epoxide (CBZ-EP) is the most important from a clinical
point of view (Fig. 1). In experimental animals, CBZ-EP is as
pharmacologically active as the parent compound.
Homogeneous catalysis often provides the best results in
terms of product yield, whereas heterogeneous catalysis offers
advantages such as easy product purification, potential cat-
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Fig. 1. Carbamazepine (CBZ) and its major metabolite (CBZ-EP).

alyst recycling, and ability to mimic the protein active site
of the enzyme [27-30] with regard to the Jacobsen catalyst,
another advantage of supporting this complex is obtaining
increased stability, since the main deactivation process observed
in homogeneous phase, formation of inactive dimeric p-oxo
manganese(IV) species, is hindered when the complex is immo-
bilized on a matrix [31]. A variety of solid supports have been
tested, including inorganic matrices such as silica, alumina, zeo-
lites, cationic and anionic clays, as well as polymeric supports
[32-36].

Polymeric membranes have been considered innovative
materials for immobilization of salen complexes. This support
offers many advantages, such as its higher affinity for reagents.
The hydrophobic membrane acts as a barrier, isolating and con-
trolling the access of both the substrate and the oxidant to the
active site, thus avoiding the presence of excess polar substances
in its vicinity, and rendering a hydrophobic environment for
substrate binding [30,37,38].

In the present study, we have investigated carbamazepine
oxidation mediated by the Jacobsen catalyst, Mn(salen), in
homogeneous medium, in order to understand the effect of the
axial ligand, solvent, oxidant and pH on the catalytic activity
of this complex. We also investigated the role of the polymeric

membrane on the reactivity of the encapsulated Jacobsen cata-
lyst in CBZ epoxidation. Although the metabolic pathways of
CBZ epoxidation are known, this is the first report on use of
the Jacobsen catalyst immobilized on a solid support for drug
oxidation.

2. Experimental
2.1. Materials

The Jacobsen catalyst was purchased from Acros Oganics.
The synthetic procedure employed for the encapsulation of the
catalyst into a polymeric PDMS-based membrane, Mn(salen)-
PM (Fig. 2) and the characterization of Mn(salen)-PM by
UV-vis spectroscopy, TGA, DTA, DSC, and SEM techniques
have been described elsewhere [30].

Carbamazepine (CBZ) and 10,11-carbamazepine oxide
(CBZ-EP) were purchased from Sigma—Aldrich Chemical Co.
tert-butyl hydroperoxide (+-BuOOH), 70 wt% solution in water,
and 3-chloroperoxybenzoic acid (m-CPBA) were acquired from
Acros Oganics. Hydrogen peroxide (HO», 30% in water) was
supplied by Fluka and stored at 5 °C; it was periodically titrated
to confirm its purity. Acetonitrile (ACN) HPLC grade was
purchased from Mallinckrodt. Water used in the experiments
was purified by a Milli-Q, Millipore system. Imidazole, 4-tert-
butylpyridine, trimethylamine N-oxide, ammonium acetate, and
sodium bicarbonate were acquired from Acros Oganics. Pyri-
dine was obtained from Fluka.

2.2. CBZ epoxidation

In a typical experiment, reactions were carried out in a
3 mL vial containing a screw cap. Briefly, to a vial containing
the Jacobsen catalyst (6.0 x 10~/ mol) in solution or immo-
bilized on a polymeric membrane containing 0.02% or 2%

Fig. 2. Jacobsen catalyst encapsulated in a polymeric PDMS-based membrane. Black circle: silica oligomers; white circle: PETA/AS clusters; zigzag line: PDMS.
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of Mn(salen) in relation to the total mass of the polymeric
membrane (1800 and 18 mg, respectively) we added 5.0 mg of
carbamazepine (2.1 x 1073 mol) and 2.4 x 10~ mol of the oxi-
dant (m-CPBA, -BuOOH or H,05) in buffered aqueous solution
and acetonitrile 1:1 (2mL). Reactions at pH 2 were performed
in phosphate buffer, H;PO4/NaH,POy4 (0.1 mol L), at pH 4
in acetate buffer (0.1 mol L™'), at pH 6-8 in phosphate buffer,
NaH,PO4/Nay;HPO4 (0.1 mol L_l), and the pH of the reaction
solution was adjusted by adding either HCI (0.5 mol L™!) or
NaOH (0.5 mol L~!) solutions whenever it was necessary. Reac-
tions were carried out for 2h homogeneous medium or 24 h
heterogeneous medium, under magnetic stirring at room tem-
perature, at a catalyst:oxidant:drug molar ratio of 1:40:35. At
the end of the reaction, magnetic stirring was interrupted, and
an aliquot of the reaction mixture (50 nL) was withdrawn. After
Mn(salen) extraction, this aliquot was analyzed by high per-
formance liquid chromatography (HPLC). Mn(salen) extraction
was carried out by addition of hexane (500 wL) and a mobile
phase (500 pL). The mixture was vortex-mixed and centrifu-
gated; the aqueous phase (mobile phase) was then injected into
the chromatographic system. This clean-up procedure did not
remove unreacted carbamazepine or the oxidation products. The
oxidation product was identified by comparing its retention time
with those of an authentic CBZ-EP standard. Yields are based
on the added drug and were determined by a calibration curve.

The axial ligand effect was investigated for reactions
performed in the presence of imidazole, pyridine, 4-tert-
butylpyridine, trimethylamine N-oxide, ammonium acetate or
sodium bicarbonate, at a Mn(salen):axial ligand molar ratio of
1:10.

Control reactions were carried out under the same conditions
in the absence of the catalyst and in the presence of the polymeric
membrane alone.

2.3. HPLC analyses

The HPLC analyses were performed on a SHIMADZU lig-
uid chromatograph equipped with an LC-10AS solvent pump,
an SPD-M 10A VP spectrophotometric detector coupled to
a CTO-10A VP column oven, and an SCL-10A VP system
controller. Separation of the carbamazepine and the oxidation
product (CBZ-EP) was carried out in a Lichrospher 100RP-18
column, with a particle size of 5 pm (125 mm x 4 mm), supplied
by Merck. The analytical column was protected by a Lichrospher
guard column (4 mm x 4 mm). The mobile phase consisted of
Milli-Q water/acetonitrile 70:30 (v/v), flow rate of 1 mL/min,
detection was carried out at 210 nm. The isocratic system was
operated at ambient temperature and required less than 15 min
of chromatographic time.

3. Results and discussion

3.1. The effect of different solvents on the epoxidation of
carbamazepine by m-CPBA catalyzed by Mn(salen)

In order to choose the best reaction medium, acetonitrile,
methanol, ethanol, dichloromethane and dichloroethane were

Table 1
The effect of different solvents on carbamazepine epoxidation catalyzed by
Mn(salen) using m-CPBA as oxidant

Entry Solvent Epoxide yield (%)*
1 Acetonitrile (CAN) 69
2 Methanol (MeOH) 44
3 Ethanol (EtOH) 41
4 Dichloromethane (DCM) 9
5 Dichloroethane (DCE) 13

Catalyst:co-catalyst:substrate:oxidant molar ratio = 1:10:40:35. Blank reactions
(absence of catalyst): CBZ-EP not detected.
2 Epoxide yields (%) were measured relative to the CBZ at pH 4.

tested for carbamazepine oxidation reactions. The results are
shown in Table 1.

Carbamazepine solubility was a determinant of the epoxide
yield, once the studied drug is a solid with limited solubility
in apolar solvents. Therefore, in the case of dichloromethane
and dichloroethane, in which carbamazepine could not dissolve
completely, low catalytic activity was obtained (Table 1, entries
4 and 5). In contrast, high CBZ-EP yields were obtained in
polar solvents, where the drug was soluble (Table 1, entries
1-3).

Among the polar solvents, the efficiency of the Jacobsen cata-
lyst in methanol and ethanol was lower compared to acetonitrile.
This is because the alcohol can act as a substrate, thus competing
with carbamazepine for the catalytic species, leading to the for-
mation of unwanted by-products. In acetonitrile, which does not
compete with CBZ for the catalitically active species, the Jacob-
sen catalyst was able to oxidize the drug with yields as high as
69%. Such high yields are due to the higher ability of ACN to
stabilize the intermediate catalytic species oxo-manganese (V)
since this solvent has a high donor number (DN = 14.1) [39,40].
ACN was also the most efficient in several other reported systems
involving salen complexes [14,41,42].

3.2. The effect of different oxidants and pH on
carbamazepine epoxidation catalyzed by Mn(salen)

Several oxygen donors such as KHSOs, m-CPBA and t-
BuOOH have been used for carbamazepine oxidation in systems
involving water-soluble metalloporphyrins [43,44]. These stud-
ies showed the important dependence of CBZ-epoxide formation
on the pH of the reaction solutions. CBZ conversion was above
70% in acidic solutions, with a decrease in the catalytic effi-
ciency above pH 6 [43]. In contrast, when iron and manganese
complexes of cross-bridged tetraazamacrocycles were used as
catalyst, the oxidation at pH 10 produced four more times
CBZ-EP compared to the reaction at pH 7, using H,O; as oxi-
dant [45]. In studies with cobalt-containing polyoxotungstate
[Co(PW1039)]°~ and KHSOs as oxidant, the oxide product
yield was high at pH 5, whereas only small amounts of CBZ-EP
were obtained at low and high pH values (e.g., pH <3 and >6). As
for the oxidants ~-BuOOH and H,O» they did not produce any
CBZ-EP in the presence of [Co(PW{;039)]°~ as catalyst [46].
In view of these contrasting results, we decided to study the pH
effect on carbamazepine oxidation by m-CPBA, ~-BuOOH and
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Fig. 3. The effect of pH on the epoxide yield in carbamazepine oxidation cat-
alyzed by the Jacobsen catalyst with different oxidants, in acetonitrile media.
Blank reactions under similar acidic conditions (absence of catalyst): CBZ-EP
not detected.

H,0; catalyzed by the Jacobsen catalyst, in order to understand
the pH influence on the O-O bond cleavage.

Fig. 3 shows that the pH dependence is related to the oxi-
dant. There is slight pH dependence in the case of m-CPBA and
t-BuOOH in the entire pH range, while the pH effect is essential
for H,O,. This may imply that the O—O bond cleavage depends
on solution pH. O-O bond homolysis, which leads to low epox-
ide yields, prevails at high pH, while O—O bond heterolysis,
responsible for high epoxide formation, becomes a predominant
pathway at low pH. The presence of a high proton concentra-
tion helps stabilize the charge-separated heterolytic transition
state, with formation of MnY (O)salen species, which efficiently
promote oxygen transfer to CBZ, producing CBZ-EP [43].

Fig. 3 also shows that peroxide O—O bond cleavage is sen-
sitive to the substituents linked to the —-OOH group. The O-O
bond containing an electrondonating tert-alkyl group tends to be
cleaved homolytically, resulting in low epoxide yields (Fig. 3).
In contrast, an electronwithdrawing substituent such as an acyl
group in m-CPBA facilitates O—-O bond heterolysis, resulting
in the formation of oxo-manganese (V) species, which lead to
higher epoxide yields (76%, pH 2, Fig. 3).

3.3. The effect of different co-catalysts on carbamazepine
epoxidation by H>O; catalyzed by Mn(salen)

The effect of various axial ligands such as imidazole, pyri-
dine, 4-tert-butylpyridine, trimetylamine N-oxide, ammonium
acetate and sodium bicarbonate as co-catalyst was investigated
in carbamazepine epoxidation by H,O;, to mimic the effect of
the axially coordinated histidine and thiolate residue in peroxi-
dase and cytochrome P-450 enzymes, respectively. Results are
presented in Table 2.

Good yields were achieved in reactions carried out in the
presence of the nitrogen bases imidazole, 4-tert-butylpyridine,
and trimethylamine N-oxide (Table 2, entries 2, 4 and 5, respec-
tively). These ligands can coordinate to the manganese ion in

Table 2
The effect of different axial ligands on carbamazepine epoxidation by H,O»
catalyzed by Mn(salen)

Entry Co-catalyst Epoxide yield (%)*
1 Absence of co-catalyst 38
2 Imidazole 59
3 Pyridine 39
4 4-tert-Butylpyridine 47
5 Trimethylamine N-oxide 53
6 Ammonium acetate 66
7 Sodium bicarbonate 61

Catalyst:co-catalyst:substrate:oxidant molar ratio = 1:10:40:35. Blank reactions
(absence of catalyst): CBZ-EP not detected.
2 Epoxide yields (%) were measured relative to CBZ at pH 4.

the position frans to the metal-oxo bond, thus stabilizing the
intermediate catalytic species MnV (O)salen [47]. This interme-
diate is responsible for efficient, stereoselective oxidations. The
presence of these axial ligands also prevent reduction of the
MnV (O)salen species to Mn!V (O)salen, which is responsible for
non-selective and little efficient radicalar reactions. Imidazole
also acts as an acid-base catalyst, favoring heterolytic cleav-
age of the peroxide bond, with formation of the high-valent
oxo—metal intermediate. As expected, pyridine has no significant
effect on the epoxide yields, because it has weaker ligand affin-
ity for the Mn(III) ion [47]. The donor strength of the trans-axial
ligand influences the electron density on the metal-oxo moiety
of the active complex, either through o- or w-charge donation,
and is responsible for the different activities observed with the
different co-catalysts. o-Donation is expected to increase the rate
of oxygen loss from the catalyst. Conversely, significant axial
m-donation should decrease the ability of the catalyst to epox-
idize a given substrate, by raising the energy of the catalyst’s
critical acceptor orbital [48]. Pyridine is a better ww-donor than
imidazole, which may account for the poorer results obtained
when the former was employed as co-catalyst.

Carboxylate salts, such as ammonium acetate and sodium
bicarbonate, were more efficient co-catalysts than the nitrogen
bases (Table 2, entries 6 and 7 versus 1-5) for salen-
catalyzed carbamazepine epoxidation by H,O;. Similar results
were reported in the literature [49] when carboxylate salts
(ammonium acetate) were employed for alkene epoxidation in
metalloporphyrin/H,O, systems. The role of the carboxylate
salts in Mn(salen) catalyzed oxidation reactions is not fully clear.

Carboxylate salts can promote the formation of HO, ™~ from
H,0,, which facilitates MnV (O)salen complex formation via a
peroxyacylmanganese species. This peroxyacylmanganese can
also oxidize carbamazepine as shown in Fig. 4 [S0-53]. The per-
oxyacylmanganese species have been proposed by Yamada and
other researchers as being the active species in other catalytic
systems [51,54-56]. A similar catalytic route such as nos. 14
(Fig. 4) has been proposed for the Mn-porphyrin catalyzed oxi-
dation of alkenes in the presence of a carboxylic acid co-catalyst
[57,58].

The best results obtained with carboxilate salts can be also
due to the larger stability of these ligands when compared with
the nitrogen bases. Amine bases such as imidazole could them-
selves be oxidized to N-oxides [59,60]. Furthermore, there is
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Table 3

Results obtained for carbamazepine oxidation reactions catalyzed by Mn(salen), Mn(salen)-PM-0.02% and Mn(salen)-PM-2%

Entry Catalyst Oxidant Sorption measurements® Epoxide yield (%)®
1 Mn(salen)-PM-0.02% m-CPBA 33 73

2 Mn(salen)-PM-2% m-CPBA 3.3 65

3 Mn(salen)-PM-0.02% H,0O, 0.9 nd

4 Mn(salen)-PM-2% H,O, 0.9 nd

5 Mn(salen)-PM-0.02% t+-BuOOH 2.6 44

6 Mn(salen)-PM-2% t+-BuOOH 2.6 37

4 mmol of oxidant/g of membrane. For the sorption measurements, membranes without catalyst were immersed in the oxidants. Membrane swelling was monitored

until the film had reached a constant weight.

b Epoxide yields (%) were measured relative to the CBZ. Catalyst:substrate:oxidant molar ratio = 1:40:35. Blank reactions (absence of catalyst): CBZ-EP not

detected.

the possibility that the acetonitrile used as solvent could par-
ticipate in the epoxidation or destruction of imidazole through
acetylperoxyimidic acid formation (Payne-type oxidation) [61].

3.4. Carbamazepine epoxidation by m-CPBA, t-BuOOH
and H>0; catalyzed by Mn(salen) occluded in a hybrid
polymeric membrane

The hybrid polymeric membrane was evaluated because it
mimic, the protein cavity of cytochrome P450. Therefore, this
support could provide a change of mechanism or selectivity
of the biomimetic reaction when compared to the conven-
tional homogeneous catalysts. This material was prepared by
a polycondensation reaction between poly(dimethylsiloxane)
(PDMS) and the alkoxyde groups of pentaerythritholtri-
acrylate (PETA), 2-aminoethyl-3-aminopropyltrimethoxysilane
(AS) and tetraethoxysilane (TEOS). The Jacobsen catalyst was
encapsulated in the free volume of the PDMS polymeric net-
work. The synthetic procedure and the characterization of
Mn(salen)-PM by UV-vis spectroscopy, TGA, DTA, DSC and
SEM techniques have already been described elsewhere [30].

In order to investigate whether catalyst leaching could occur
during the oxidation reactions, the supernatant was filtered at
the end of the oxidation and allowed to react further in the same
conditions. No additional epoxide was produced from the car-
bamazepine oxidation, indicating that the catalytic activity of
this supported material is truly heterogeneous in nature and this
complex was not leached from the matrix.

o _OH
'” (1) H202 | m (2)
Mn(salen) > Mn(salen)
CH3COZ_
[ﬁ' Jm /OCOCH3 (3)
Mn(salen) I\'/h':(salen)

Fig. 4. Possible catalytic route for carbamazepine epoxidation catalyzed by the
Jacobsen catalyst using carboxylate salts by H>O, as oxidant.

In this catalytic system, product yields are essentially con-
trolled by the sorption of reagents in the polymeric membrane
m-CPBA and +-BuOOH have a moderate hydrophobic charac-
ter, which favours their sorption in the polymeric membrane
(Table 3, entries 2 and 7). As a result, the systems involving
these oxidants proved to be efficient for carbamazepine oxida-
tion, as shown in Table 3. However, with a more hydrophilic
oxidant such as HpO,, Mn(salen)-PM is an inefficient catalyst
since the hydrophobic polymeric membrane acts as a barrier
against the hydrophilic oxidant H,O,, preventing its sorption in
the membrane (sorption H, O, =0.9 mmol g’l, Table 3, entries
3and 4).

The higher m-CPBA sorption value compared to that of #-
BuOOH accounts for the higher epoxide yield obtained with the
first oxidant (Table 3, entries 1 and 5). The polymeric membrane
also exhibits lower affinity for the more polar oxidation product
(CBZ-EP), promoting its fast desorption to the reaction media.

In order to investigate the effect of the membrane sorption
capability on the oxidation reaction without changing the num-
ber of mol of catalyst, two membranes with different catalyst
contents were prepared. These membranes enabled us to com-
pare the influence of sorption using membrane pieces of different
size, but maintaining the same number of mol of catalyst on each
size. In Table 3 we can see there is a decrease of 7-8% in epox-
ide yields for reactions with Mn(salen)-PM 2%, when compared
to the reactions using the membrane containing 0.02% cata-
lyst, although both of them contain the same amount of catalyst
(6.0 x 10~7 mol Mn(salen); Experimental, Section 2.2). Since
the size of the more concentrated membrane (Mn(salen)-PM
2%) used in the reactions necessary to achieve 6.0 x 10~/ mol
Mn(salen) was smaller than the size of the membrane Mn(salen)-
PM 0.02%, there was lower substrate and/or oxidant sorption
capacities, which seems to be the limiting reaction factor in
these systems compared to the Mn(salen)-PM 0.02%.

4. Conclusions

Carbamazepine oxidation mediated by the Jacobsen cata-
lyst in homogeneous medium and encapsulated in a polymeric
PDMS-based membrane was investigated. CBZ-EP formation
is highly dependent on the oxidant, pH, solvent and co-catalyst.
The oxidants m-CPBA, -BuOOH and H, O, are more efficient
at low pH values, although the influence of the pH is small for
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m-CPBA and +~BuOOH in the entire pH range. This shows that
the presence of substituents linked to the —OOH group of m-
CPBA and #-BuOOH significantly affect the catalytic activity
of the studied system. Carboxylate salts, such as ammonium
acetate and sodium bicarbonate, are more efficient co-catalysts
than nitrogen bases.

Despite the typical limitations of heterogeneous systems, the
catalytic results show that the support is able to concentrate the
reagents close to the catalyst in the case of the oxidants m-CPBA
and +-BuOOH. The polymeric membrane used in this work is
capable of controlling both the oxidant access to the active site
and the reactivity of the active species, leading to selective oxi-
dation reactions with m-CPBA and -BuOOH as oxidant, so the
support acts as a good model for the protein cavity of cytochrome
P450, preventing inactivation via dimer formation. However, the
oxidant HO, was not able to epoxidize CBZ in this catalytic sys-
tem because the hydrophobic membrane creates a barrier against
the hydrophilic hydrogen peroxide, preventing its sorption and,
therefore, making carbamazepine oxidation impossible in this
case.
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ABSTRACT: In this study we describe the electrochemical behavior of 5,10,15,20-tetrakis(2’-amino-
phenylporphyrin)manganese(IIl) chloride supported on a glassy carbon electrode, as well as the
electrochemical preparation and characterization of thin films based on pyrrole-3-carboxylic acid.
The electrocatalytic action of the electrode modified with the Mn(IIT) porphyrin toward an azo dye
was tested, and the characteristic strong interaction between the incorporated metalloporphyrin and
RR120 dye was verified. Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines.

KEYWORDS: manganese porphyrin, azo dye, electrodes modified, electrodeposition, RR120

dye.

INTRODUCTION

An important challenge in the field of catalysis
is to build systems capable of reproducing the
main reactions catalyzed by cytochromes P450, an
important class of enzymes responsible for various
types of reaction in living organisms, including the
selective oxidation of hydrocarbons, drugs, and
pollutants [1-9].

Synthetic metalloporphyrins are analogous to
the prosthetic group of cytochromes P450 and they
have been used for more than 30 years as catalysts
in a variety of oxidation reactions, in the search for
more selective catalytic systems that could lead to
interesting products for use in fine chemistry, such as
the synthesis of drug metabolites [1-6, 10-12].

Various metalloporphyrins containing Mn(III),
Fe(III), Ru(IIl), or Cr(III) have been synthesized and
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studied in the last decades [13-17]. Mn(III)porphyrin
appears to be the best in terms of yield and efficiency
[11, 18, 19].

Throughout the development of these catalysts as
functional models, an important strategy has been
to immobilize metalloporphyrins on solid matrices,
such as silica [20-22], clays [23-26], and zeolites [27-
31], so as to prevent metalloporphyrin autooxidation,
responsible for catalyst deactivation. Good catalytic
results have been obtained with these immobilized
systems, which furnish selectivity distinct from that
obtained with homogeneous systems, besides the
advantage that the supported catalyst can be recycled
[3].

Immobilization of synthetic metalloporphyrins on
electrode surfaces is a fast-growing research area in
electrochemistry because they can function as redox
mediators, catalysts, or selective centers via the axial
ligand [32, 34]. Various work in the literature describe
the use of various substituted metalloporphyrins,
electrodes, and solvents [35-40].

Sensors based on electrodes modified with

Published on web 08/25/2006



metalloporphyrins and polymers have
been developed for the determination of
NO, leading to good results with respect to
stability, speed of the determination, and
selectivity [41-45]. Metalloporphyrin films
functionalized with conducting polymers
have been studied and led to good results in
the oxidation of drugs and in the preparation
of their oxidized metabolites [46-48]. One
example is the glassy carbon electrode

of manganese porphyrins functionalized

with pyrrole. These systems have also been

used for the oxidation of alcohols, as well

as epoxidation of styrene and other olefins.
Nickel(IT), cobalt(Il) and manganese(III)
tetraphenylporphyrins, as well as hemin (iron
protoporphyrin IX) can be applied to the oxidation of
alcohols, pollutants, hystidine and hydrogen peroxide,
respectively [45, 49, 50].

Azo dyes and their degradation products have
undoubtedly attracted attention with regard to
their high environmental impact and toxicological
properties, because of their widespread use. They
account for 65% weight of the dyes used in the
textile, pharmaceutical, food, brewing, and cosmetic
industries. The carcinogenic and mutagenic properties
of some kinds of azo dyes and/or metabolites formed
under reducing or oxidizing conditions have been
discussed [51-56]. Several authors [51, 53-56] have
pointed that textile and other dye-related industries
produce consistent genotoxic effluents. In addition,
an increase in the levels of mutagenic activity can be
detected when dye factory effluents are submitted to
primary and secondary biological treatment [57].

The toxicity and carcinogenicity of certain azo
dyes in mammalian systems may result mainly from
their biotransformation via oxidation, hydrolysis,
conjugation, or reduction catalyzed by enzymatic
reactions. The generated product can be either more
toxic or less toxic than the parent molecule [58-64].

Procion Red HE-3B (RR120) is an azo dye (Fig. 1)
widely employed in the textile industry because of
its higher reactivity toward the fiber. The bis-azo
groups of the RR120 dye in aqueous solution pH
7 are reduced at potentials around -0.50 V vs Ag/
AgCl in one single four-electron step, generating its
corresponding hydrazo derivative [65, 66]. The dye
can be quantified by differential pulse polarography
in the concentration range 1 x 10°to 1 x 10° M by
monitoring the reduction of the chromophore group.
Nevertheless, the voltammetric signal is not obtained
on the glassy carbon electrode in aprotic medium.

Preparation of electrodes modified with thin
metalloporphyrin films has given rise to a new
approach in electroanalytical chemistry, and this
new methodology has been applied to the study and

Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines

ELECTRODES MODIFIED WITH MN(IIl) PORPHYRIN/POLYPYRROLE FILMS
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Fig. 1. Chemical Structure of the Procion Red HE-3B (RR120) dye

determination of metals and organic compounds based
on the preconcentration, electrocatalytic activity, and
other properties of the coating. Therefore, electrodes
modified with Mn(IIl) porphyrins could be a tool
for understanding the mechanism of microsomal
biodegradation [41], not to mention its analytical
potential for the development of electroanalytical
sensors [67-72].

In this study we briefly describe the electro-
chemical behavior of 5,10,15,20-tetrakis(2’-amino-
phenylporphyrin)ymanganese(Ill)chloride  (Fig. 2)
supported on a glassy carbon electrode, as well as
the electrochemical preparation and characterization
of thin films based on pyrrole-3-carboxylic acid. The
electrocatalytic action of the electrode modified with
the Mn(III) porphyrin toward an azo dye was tested,
and the characteristic strong interaction between the
incorporated metalloporphyrin and RR120 is reported,
in order to evaluate the potential use of these novel
systems as mimetic compounds and their further use
as electrochemical sensors for the azo dye.

EXPERIMENTAL

Materials

Commercially available chemicals and solvents
were obtained from Aldrich, Mallinckrodt and
Merck, unless otherwise stated. Tetrabutylammonium
perchlorate (TBAP) and N,N’-dimethylformamide
(DMF) were of reagent grade and used as received.

The manganese porphyrin was prepared from the
free-base porphyrins (Mid Century) by the method
of Adler et al. [73], and characterized by UV-vis
spectroscopy.

UV-vis data for (2TAPP)Mn(III)Cl in DMF (e,
M-.ecm™): A, nm 374; 470 (3.42); 576; 612.

max?

Electrochemical instrumentation and procedure

Cyclic voltammograms were obtained with an Eco

963
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Fig. 2. Molecular structure of 5,10,15,20-tetrakis(2’-aminophenylpoprhyrin), (2TAPP)H, and its corresponding manganese(III)

chloride, (2TAPP)Mn(III)C1

15 1.0 05 0.0
E, V vs Ag/AgClI

400 -
300+

200 ] v

i, uA

100

00 05 10 15 20 25
E, V vs Ag/AgCl

Fig. 3. Cyclic voltammograms of 1 x 10 M (2TAPP)Mn(III)Cl in 0.1 M DMF/TBAP on glassy carbon electrode. Scan rate 100

mV.s'!'. Curve A: reduction, Curve B: oxidation

Chimie Potentiostat/galvanostat PGSTAT30. A three-
electrode system (EG&G PARC) consisting of an Ag/
AgCl reference electrode, a platinum wire auxiliary
electrode, and a glassy carbon working electrode was
used. The glassy carbon electrode (3 mm diameter)
was polished with alumina (0.3 pwm, Buehlev),
washed, and dried at room temperature before use.

Working electrode preparation

The preparation of the modified electrode was
tested by two procedures. Firstly, it was tested via
electrotastic incorporation. The electrode was coated
by electropolymerization of pyrrole-3-carboxylic
acid using 0.1 M pyrrole-3-carboxylic acid in 0.1
M DMF/TBAP. Cyclic voltammograms under a
successive scan rate of 100 mV.s' were obtained
in the range -1 V to 1 V (100 cycles). The modified
electrode was immersed into a solution containing
(2TAPP)Mn(II)Cl (1 x 10° M) and accumulated
while the solution was stirred under time control.
After this step, the modified electrode was immersed
in blank solution containing DMF/TBAP (0.1 M).

Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines

After a standing time of 10 s, the voltammogram
was recorded. The second method was based on the
entrapment of the metalloporphyrin as counterions
during the process of electrochemical film formation.
The glassy carbon electrode was immersed directly
into a solution containing pyrrole-3-carboxylic acid
(0.1M)in DMF/TBAP (0.1 M) and (2TAPP)Mn(III)ClI
(1 x 102 M). Films were electrolytically deposited on
the glassy carbon electrode using the same procedure
described above. The electrode was then washed and
transferred to either a solution containing DMF/TBAP
(0.1 M) or an azo dye solution before recording the
voltammograms.

RESULTS AND DISCUSSION

Electrochemical characterization of (2TAPP)H,
and (2QTAPP)Mn(III)Cl deposited on a glassy
carbon electrode

Typical cyclic voltammograms obtained for the
reduction of (2TAPP)Mn(III)CI (1 x 10 M) in DMF

J. Porphyrins Phthalocyanines 2006; 10: 962-970
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Fig. 4. Cyclic voltammograms of 1 x 10° M [H,(2TAPP)] in 0.1 M DMF/TBAP on glassy carbon electrode. Scan rate 100 mV.s™.

Curve A: reduction, Curve B: oxidation

and TBAP (0.1 M) are shown in Fig. 3.

As observed previously [74] for a variety of Mn(I1I)
porphyrins in aprotic solvents, three well-defined
reduction steps can be seen. The first reduction wave
(peak I) at -0.28 V is a typical nonreversible process.
The cyclic voltammogram does not exhibit any anodic
peaks on the reverse scan, and (Ep—EpC)/Z = 80 mV.
The cathodic wave increases linearly with the square
root of the scan rate (i, (WA) = 0.05 + 0.46.v* (mV".
s, n=9,r=0.990)), suggesting the occurrence of a
diffusion-controlled process [75]. The peak potential
shifts to more negative values with increasing scan
rate from 10 to 200 mV.s™!, while the current function
decreases markedly. This indicates that a one-electron
process (Mn(III)/Mn(Il)) is taking place, followed by
a chemical reaction, probably because of the loss of
the axial ligand, CI', which has low affinity for the
Mn(II) ion [76].

The subsequent reductions in the porphyrin ring of
(2TAPP)Mn(II)Cl at -1 (i,") and -1.4 (i,") are totally
reversible, with i /i, = 1 and E /2-E /2 = 59 mV
for all the scan rates investigated in the range 10 to
500 mV.s!. The reduction potentials are practically
independent of the scan rate, indicating that each step
involves a reversible one-electron transfer.

Both peaks are diffusion-controlled, with a linear
i, vs VA4 [if (WA) = 11 + 13¥* (mV”s”, n=8, 1=
0.993) and i, (uA) = 0.62 + 0.54.v* (mV”.s™, n =
9, r = 0.990)] relationship. These results indicate the
formation of a stable 7t anion-radical [P~Mn(III)] after
the second reduction step (peak II, Fig. 3), and the
subsequent dianion radical [P>*Mn(III)] is generated
at more negative potentials (peak III, Fig. 3).

Cyclic voltammograms obtained for the oxidation
of 2QTAPP)Mn(III)Cl (1 x 10 M) in DMF and TBAP
(0.1 M) are also shown in Fig. 3. The porphyrin is
oxidized in one anodic process, assigned as peak IV.
This peak is diffusion-controlled, as shown by the
relationship iV (WA) = 11 + 13.v* (mV”.s™”, n =8,
r = 0.993). There is no cathodic peak in any of the
investigated scan rates.

Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines

The voltammetric behavior of the parent free-base
porphyrin (2TAPP)H, was also investigated under
the same experimental conditions for comparison
(Fig. 4). (2TAPP)H, is reduced on the glassy carbon
electrode following three well-defined steps at -0.62
V (peak I'), -0.95 V (peak II), and -1.4 V (peak III),
as shown in Fig. 4A. Peaks II and III are similar to
those observed for (2TAPP)Mn(III)Cl, and they are
attributed to the reductions PH,/P~H, and P~H,/P>H,,
respectively.

Cyclic voltammograms obtained from 10 to 500
mV.s? prove that both reduction steps involve a
reversible one electron transfer [75-79] with peak
ratios Ila/Ilc and IIla/Illc close to 1, and values close
to 52 mV for E, - E in the case of both peaks. The
intensity of the peak currents (peak II and peak III) is
linear to v*, following the equation:

i) (uA) = 1.1 + 3. v*

(mV*%.s”* n=7,r=0.991) M

and

P11 (A) = 1.7 +3.2.v%
(mV”.s”, n=7,1=0.990)

Nevertheless, the first reduction step is associated
with reduction of one nitrogen from the pyrrole group,
which could be reduced to NH*/N* when present in
the protonated form. This is similar to the behavior of
compounds such as pyrimidine [80, 81], and this peak
is absent in the cyclic voltammograms obtained for
the metalated porphyrin, as shown in Fig. 3. For scan
rates ranging from 10 to 500 mV.s™, it is observed that
the first reduction peak presents a small peak in the
reverse scan, whose i,/i ratio increases with the scan
rate, but is always smaller than 1. In addition, the peak
potential shifts to more negative values, suggesting
the occurrence of a non-reversible electrodic process
with a coupled chemical reaction, probably attributed
to the protonation equilibrium required to produce
the electroactive species. The cathodic peak increases
with increasing scan rate, following the equation:

@
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i) (uA) = 1.6 + 0.3.v (v =mV.s") 3)

where n = 6, r = 0.994. This indicates that the
generated product is reduced and adsorbed on the
electrode surface.

Figure 4B also shows that the free-base porphyrin
is oxidized at 1.5 V, and it displays a shoulder due
to adsorptive problems, as diagnosed by the linear
relationship between i, vs v, following the equation:

i) (A) = 3.9 +0.4.v (v =mV.s") 4)

where n =9, r =0.982.

All assignments are corroborated by the expected
difference of 2.25 + 0.15 V in the potentials involving
first reduction/first oxidation processes of the
porphyrin ring [82]. This corresponds to the energy
gap between the HOMO/LUMO orbitals and to
values of 0.3 V for removal or addition of a second
electron after the first reduction/first oxidation of the
porphyrin ring. In agreement with what is reported in
the literature for (2TAPP)H,, the difference between
the position of peaks II and IV is 2.45 V, and the
difference between peaks II and III is 0.4 V, thus
confirming the previous assignments [76, 83, 84].

From the comparison between the -electro-
chemical behaviors of both forms, (2TAPP)H, and
(2QTAPP)Mn(III)Cl, it is possible to conclude that the
introduction of Mn(IIl) into the free-base porphyrin
promotes an increase of 300 mV in the oxidation
process toward more positive potentials, confirming
that it is more difficult to remove electrons from
the porphyrin ring when it is metalated. Moreover,
adsorption of the porphyrin ring in the metalated
form on the electrode surface is minimal, if compared
with the adsorption of the free-base porphyrin. This
fact indicates that the protonated pyrrole group is
the one responsible for the reduction wave in the
voltammogram of (2TAPP)H, and favours porphyrin
adsorption on the electrode.

Electrochemical incorporation of manganese
porphyrin into polypyrrole films

In order to obtain a (2TAPP)Mn(II)Cl-modified
glassy carbon electrode, the electrochemical behavior
of this metalloporphyrin was investigated using
the classic redox cycles for manganese porphyrin.
Because there was no stable film formation to be
applied on reductive potential, we investigated the
possibility of incorporating the manganese porphyrin
into polypyrrole films. Testing both procedures
described in the experimental section, it was possible
to see that the best results were obtained for the glassy
carbon electrode immersed into a (2TAPP)Mn(IIT)ClI
solution treated with carboxypyrrole monomers and
submitted to electrochemical polymerization from -1

Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines
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Fig. 5. Cyclic voltammogram obtained after successive
cyclings of 1 x 10° M (2TAPP)Mn(III)Cl in 0.1 M DMF/
TBAP and pyrrole-3-carboxylic acid 0.25 M on glassy
carbon electrode. Scan rate = 100 mV.s™! (100 cycles)

tolV.

Figure 5 shows a set of cyclic voltammograms
obtained after successive scans on glassy carbon elec-
trode immersed in (2TAPP)Mn(III)CI (1 x 103 M) in
DMF/TBAP (0.1 M) containing pyrrole-3-carboxy-
lic acid solution (0.1 M). The well-defined peak at
-0.36 V is related to the porphyrin Mn(III)/Mn(II)
redox couple being slightly shifted to a more negative
potential than that verified for the bare electrode. The
increasing peak currents upon repetitive cyclings
reflect the incorporation of manganese porphyrin
anions into the film, and the successive decrease in the
small peak in the positive potential region indicates
that the fact that they are formed on the electrode
surface is a consequence of the anodic electro-
polymerization of the porphyrin/pyrrole complex.
This could be attributed to the formation of an ionic
pair (PNH;*),.(OOCpi), between carboxylic-pyrrole
(pi-COO"), and the amine group on the porphyrins
(PNH;"),. This assignment is corroborated by TLC
analysis comparing three samples: a) (PNH,"),.
(OOCpi),; b) a sample treated with a strong base,
4-dimethylaminepyridine, (DMAP); and c) the parent
porphyrin, [(2TAPP)H,]. DMAP is able to neutralize
the cation PNH,* [14], destroying the ionic pair and
resulting in a TLC spot with the same R; of the parent
[(2TAPP)H,] in the case of sample b. Growth of the
polymer layer visualized from the electrochemically-
induced polymerization of (2TAPP)Mn(II)CI shows
that film growth is fast up to 5 cycles, and it stops
growing after 20 cycles, remaining constant up to
100 cycles. Further studies were carried out fixing 50
cycles as being enough for the formation of a stable
film. The small peak current of the redox couple
present in the voltammogram around + 0.1 V vs Ag/
AgCl arises from the polymer bridge functional group
generated after polymerizaton process, as described
previously in the literature [85-87].
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The retention capability of the Mn(III)P/pyrrole-
3-carboxylic acid film coating was determined by
loading a film-coated electrode for a period corres-
ponding to 100 scans followed by washing of the
electrode with DMF and its placing into a supporting
electrolyte solution of 0.1 M DMF/TBAP. Then
successive cyclic voltammograms were produced.
The typical cyclic voltammogram recorded from
-1 to 1 V (Fig. 6, Curve a) exhibits an redox peak
at -0.36 V and a small peak on the reverse scan, can
be assigned to the redox activity of Mn(III)/Mn(II)
in the porphyrin immobilized onto the electrode
surface. Constant current values were obtained over
50 repetitions, with a variation coefficient of 4%. This
reproducibility clearly shows that the crosslinking
between the polypirrole and the metalloporphyrin
improves film adherence to the electrode surface
and maintains the Mn(III) properties of the modified
electrode, while response from the other porphyrin is
not seen in the voltammograms.

The scan rate dependence of the cyclic voltam-
metric peak currents was evaluated using an
electrode for which electrochemical incorporation
was carried out during 50 cycles. The electrode was
then transferred to a fresh supporting electrolyte con-
sisting of DMF/TBAP. Scan rates in the range of
0.01 to 0.2 V.s! gave a straight line for the plot of the
peak current vs the square root of the scan rate (v*),
suggesting that a diffusion-controlled process occurs
through the film.

Nevertheless, a small peak is seen in the anodic
scan after the first peak, with i /i, = 0.4, and it
decreases at higher scan rates, as can be seen in Fig.
4. This indicates the occurrence of a coupled chemical
reaction involving Mn(Il) incorporated in the film.
From the comparison with the cyclic voltammograms
obtained with the bare electrode, it is possible to
conclude that immobilized Mn(II)/Mn(III) is also
complicated by chemical reactions that consumes
Mn(II), but the rate of such reactions is slower than
the rate of the reactions occurring in solution.

Catalytic reduction of RR120 dye on manganese-
porphyrin/polypyrrole films

Additional information about the electrochemical
properties of the modified electrodes was obtained
by comparing the current and potential parameters
obtained from the cyclic voltammograms recorded for
each (2TAPP)Mn(III)Cl/pyrrole-3-carboxylic acid-
modified electrode with and without 1 x 10° M RR120
dye in DMF/TBAP. The electrochemical behavior is
compared in Fig. 6, Curve b. The data clearly shows
that the film electrode behaves similarly in both cases,
indicating that there is effective interaction between
the supported manganese porphyrin and the RR120
dye. Under the same experimental conditions, it was
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Fig. 6. Cyclic voltammogram obtained for a glassy carbon
electrode modified with (2TAPP)Mn(III)Cl/pyrrole-3-
carboxylic acid films in DMF/PTBA 0.1 M (Curve a) and
in the presence of RR120 dye 1 x 10 M. Scan rate = 100
mV.s!

noted that there is no reduction wave for the RR120
dye on the bare glassy carbon electrode. In addition,
it was observed that films formed by successive
cycling of pyrrole-3-carboxylic acid do not promote
any signal for the azo dye. Nevertheless, the presence
of the azo dye leads to a marked increase in the
reversibility of the Mn(III)/Mn(II) pair of peaks,
increasing the i,/i . relationship from 0.42 (without
dye) to 0.80 (dye presence). This behavior indicates
that the electrochemical interaction between the
dye and the manganese immobilized on the film is
preferential with relation to other possible chemical
reactions that consume Mn(Il), as previously detected
for the Mn(IIT)/Mn(II) reduction both in solution and
in the film, in the absence of the azo dye.

To the best of our knowledge, no data on the
reactivity of electropolymerized manganese porphyrin
films toward azo compounds have been reported in
the literature, but they can be considered extremely
important since this interaction can help understand
the association and biodegradation routes involving
reactive azo dyes and biological models [64, 71, 88].
In addition, from an analytical point of view, this
film could be used to develop specific voltammetric
sensors for the determination of azo dyes, which is
also important in the analyses of effluents, dye baths,
and other matrices.

So, in agreement with previous catalytic systems
involving azo dyes [88], the electrochemical response
observed in this system could be attributed to the
catalytic reaction of the azo group in the dye during
the reduction of Mn(III)/Mn(II) immobilized in the
film, as shown in Scheme 1.

In order to test the interaction of the dye with
the manganese porphyrin films, an electrode modi-
fied with (2TAPP)Mn(III)Cl/pyrrole-3-carboxi-acid
coated with RR120 (15 cycles) film was washed with

967
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Mn(II)P + ¢ ——

Mn(II)P + Ar-N=N-Ar + 2H"

Mn(II)P
Mn(III)P + Ar-NH-NH-Ar

Scheme 1.

0.9 0.6 0.3 0.0
E, V vs Ag/AgCl

Fig. 7. Cyclic voltammograms obtained for a glassy carbon
electrode modified with (2TAPP)Mn(III)Cl/pyrrole-3-
carboxylic acid films in DMF/PTBA 0.1 M (Curve a) and
in the presence of: (b) 1 x 10 M; (¢) 1 x 107 M; (d) 5 x 107
M of the RR120 dye. Scan rate = 100 mV.s™!

DMF and transferred to a new electrolyte solution.
The successive cyclic voltammograms did not show
any significant change in the peak current at -0.38 V,
but the peak is slightly higher and more reversible
than the one verified for the modified electrodes in the
absence of the dye. This indicates that there probably
is a strong interaction between Mn and the azo dye,
which promotes an increase in the retention of the azo
dye on the electrode surface.

The peak currents at the polymer-coated electrode
in a solution containing RR120 dye 1 x 10* M
changed linearly with the square root of the scan rate
in the measured range 10 to 200 mV.s™!, following the
equation:

i,(A)=0.5+ 1.3.v* (v=mV.s") &)

where r = 0.996 and n = 6. The cathodic and anodic
peaks ratio i,/i . was approximately 0.85, and the
separation between the peak potentials (E /2-E /2)
was found to be 50-60 mV at a scan rate no faster than
20 mV.s'. These results indicate that the electrode
reaction rate is controlled by diffusion through the
film.

Cyclic voltammograms obtained from the polymer-
coated electrode at different concentrations of the
RR120 dye are shown in Fig. 7.

The i, is proportional to the RR120 concentration,
following the equation:

i(ua) = 5.48 +0.996.C (C=1x10*M)  (6)

Copyright © 2006 Society of Porphyrins & Phthalocyanines
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Fig. 8. Analytical curve obtained by the mean current values
from the cyclic voltammograms of a glassy carbon electrode
modified with (2TAPP)Mn(I1I)Cl/pyrrole-3-carboxylic acid
films in DMF/PTBA 0.1 M. Scan rate = 100 mV.s™

where r = 0997, n = 5, as shown in Fig. 8.
Nevertheless, there is no further increase in ipC
when the concentration is increased above 8 x 107
M, suggesting that saturation of the polymer film in
relation to the azo dye takes place. The detection limit
evaluated by statistical analysis (3p/m; were 1 = slope
and p = relative standard detection) is 1 x 10 M.

CONCLUSION

Our findings give a new example of manganese
porphyrin film electrode prepared by electrochemical
polymerization in pyrrole-3-carboxylic acid. This
easy-to-build modified electrode leads to sensitive,
fast-responding and sufficiently stable sensor for
determination of a bis-azo dye with a complex
structure. Although results are preliminary, it is
possible to conclude that the electrode modified with
a (2TAPP)Mn(III)Cl/pyrrole-3-carboxylic acid film
could be an excellent alternative to prove that the
manganese porphyrin promotes the electrocatalytic
oxidation of azo dyes. In addition, they could be used
to determine the RR120 dye with high sensitivity.
Future work will be directed toward the further
characterization of the catalytic reaction by testing
other metalloporphyrin compounds and other dye
species.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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