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RESUMO

Nesta tese de doutorado, varias metodologias foram desenvolvidas com o objetivo de
identificar e quantificar espécies reativas de oxigénio (ROS) em processos
(foto)cataliticos (PCAT) e fototerapéuticos (PDT) que permitem elucidar mecanismos de
reacdo, determinar a eficiéncia de fotossensibilizadores e catalisadores, e comprovar a
degradacdo de compostos. A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)
aliada a metodologia de armadilha de spin (do inglés, spin trapping) e sonda redox foi a
protagonista deste trabalho. Além de apoiar diversos projetos colaborativos em
importantes aplicacbes modernas, uma inovagdo foi desenvolvida. Foi elaborado um
estudo sistematico dos diferentes parametros que afetam a cinética de deteccdo de
oxigénio singleto (*O) pela sonda redox Hidroxi-TEMP (2,2,6,6-Tetrametil-4-
piperidinol). Demonstrou-se a relevancia de fatores como a quantidade de armadilha de
spin e fotossensibilizador usado no experimento e o pH do meio. Neste estudo, varias
porfirinas solGveis em agua foram utilizadas ([H2T4MPyP](OTs)s, Nas[H-T4SPP],
[HaT2MPyP](OTs)s, [ZNnT4MyPyP](OTs)s, [MnT4MyPyP](OTs)s, H.T4CPP, e
[HoTATriMAPP](OTs)s). Além da geragdo do radical nitroxil, também foi analisada
sistematicamente a sua degradacdo durante a iluminacdo do sistema, um fendmeno
comum, mas raramente relatado e discutido na literatura. Usando EPR e cromatografia
gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-MS), o mecanismo de degradacao do
radical nitroxil e a fotodegradacdo da porfirina foram investigados. Foi demonstrada que
sucessivas interacbes da porfirina em seu estado excitado com o radical nitroxil
(TEMPOL, 2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol 1-oxil), em solucdo alcalina aquosa (pH>
10), promovem a conversao no radical TEMPONE (2,2,6,6-Tetrametil-4-oxo-piperidin-
1-oxil) até o produto final diamagnético Forona (2,6-Dimetil-2,5-heptadieno-4-ona). Para
ajudar futuros usuarios da metodologia, um protocolo também foi projetado para evitar

possiveis erros na interpretacdo da eficiéncia entre fotossensibilizadores.

Palavras-chave: Spin trapping, EPR, Sonda Redox, Radical Nitroxil, Porfirinas,
Degradacéo de Adutos Spin, (Foto)Catélise, Terapia Fotodinamica (PDT).



ABSTRACT

In this PhD thesis, several methodologies were developed to identify and quantify
reactive oxygen species (ROS) in (photo)catalytic (PCAT) and phototherapeutic
processes (PDT) that allow to elucidate reaction mechanisms and determine the efficiency
of photosensitizers and catalysts and prove the degradation of compounds. The Electron
Paramagnetic Resonance (EPR) technique allied with the spin trapping and redox probe
method was the protagonist in this work. In addition to support several collaborative
projects in important PDT and PCAT modern applications, innovation was developed. A
systematic study of the different parameters that affect the kinetics of singlet oxygen (*O2)
detection, during illumination in aqueous media, by the Hydroxy-TEMP (2,2,6,6-
Tetramethyl-4-piperidinol) redox probe was done. Relevant factors such as the amount
of redox probe and photosensitizer used in the experiment and the pH of the medium is
demonstrated. In this study, several water-soluble porphyrins were used
([H2T4MPyP](OTs)s, Nau[H2T4SPP], [H2T2MPyP](OTs)s, [ZnT4MyPyP](OTS)a,
[MnT4MyPyP](OTSs)s, H2TACPP, and [H2T4TriMAPP](OTs)4). Apart from the study of
nitroxyl radical generation, its degradation during system illumination was systematically
analyzed, a common phenomenon, but rarely reported and discussed in the literature.
Using EPR and gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-MS), the
mechanism of nitroxyl radical degradation and porphyrin photodegradation was
investigated. It is shown that successive interactions of porphyrin in its excited state with
the nitroxyl radical (TEMPOL, 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinol 1-oxyl), in an aqueous
alkaline solution (pH > 10), promote conversion into the radical TEMPONE (2,2,6,6-
Tetramethyl-4-oxo-piperidin-1-oxyl) until the final diamagnetic product Phorone (2,6-
Dimethyl-2,5-heptadiene-4-one). To help future users of the spin trap methodology, a
protocol was also designed to avoid possible errors in interpreting the efficiency of

photosensitizers.

Keywords: Spin trapping, EPR, Porphyrins, Redox Probe, Nitroxyl Radical Degradation,
(Photo)Catalysis, Photodynamic Therapy (PDT).



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Mecanismo de Foto-catalise.

Figura 2: Diagrama: Terapia Fotodinamica (PDT).

Figura 3: Classificacdo Estrutural de Armadilhas de Spin.

Figura 4: Estrutura molecular do Hidroxi-TEMP/TEMPOL.

Figura 5: Diagrama de Energia: Efeito Zeeman.

Figura 6: Diagrama de Energia: SistemaS=1/2e | = 1.

Figura 7: Espectros EPR Tipicos dos Adutos de Spin.

Figura 8: Componentes do Espectrometro de EPR.

Figura 9: Modulacdo do Campo Magnético.

Figura 10: Espectrometro MS400.

Figura 11: Diagrama: Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS).

Figura 12: Diagrama: Espectrometria de Massas.

Figura 13: Estrutura Molecular das Porfirinas.

Figura 14: Cinética dos Radicais Nitroxil: Ap6s lluminacgéo Porfirinas.
Figura 15: Cinética dos Radicais Nitroxil: Variacdo Concentracdo Hidroxi-TEMP.
Figura 16: Cinética dos Radicais Nitroxil: Variacdo pH.

Figura 17: Degradagdo do TEMPOL.: Variacdo pH.

Figura 18: Degradagdo do TEMPOL.: Supressores e Atmosfera Controlada.
Figura 19: Degradacdo do TEMPOL.: Atmosfera Controlada.

Figura 20: Foto-degradacéo da Porfirina: Variacdo pH.

Figura 21: Degradacdo do TEMPOL: Forma de Linha do Espectro de EPR.
Figura 22: Forma de Linha do TEMPOL + TEMPONE

Figura 23: Degradacdo do TEMPOL x TEMPONE.

Figura 24: Cromatogramas de Degradacdo: TEMPOL e TEMPONE.

Figura 25: Cromatograma de Degradacéo: Porfirina

Figura 26: Mecanismo de Degradacdo do Radical Nitroxil e a Foto-degradacao da
Porfirina.

Figura 27: Limite de Degradagéo do TEMPOL.

Figura 28: Cinética de Radicais Nitroxil: Sistemas sem Fotossensibilizadores.
Figura 29: Cinética de Radicais Nitroxil: Protocolo.

19
20
23
25
28
30
32
38
39
40

43
44
47
48
50
51
53
54
55
56
57
59
60
61
63

64
66
68
69



Figura 30:
Figura 31:
Figura 32:
Figura 33:
Figura 34:
Figura 35:
Figura 36:
Figura 37:
Figura 38:
Figura 39:
Figura 40:
Figura 41:
Figura 42:
Figura 43:
Figura 44:
Figura 45:

Estrutura Molecular dos Corroles PhC6F5cor (1a) e PyrC6F5cor (1b).
Estrutura Molecular das Porfirinas Meso-Tetra-Piridil.

Cinética de Radical Nitroxil: Corroles.

Cinética de Radical Nitroxil: Porfirinas Meso-Tetra-Piridil.

ROS via PBN Corroles e Porfirinas.

ROS via DMPO Corroles e Porfirinas.

ROS via Foto-catélise CN-T.

ROS via Catalise Ag2M00Os..

Estrutura molecular dos adutos de captura a-hidroxietil e etoxi pelo PBN.
Cromatograma de NbOFe-NF ap6s 24 h de luz visivel.

ROS via Foto-Catalise NbOFe-NF.

Mecanismo de fotodegradacdo do MP

Adutos de spin (PBN) gerados na iluminacdo UV do HY 340 em etanol.
Mecanismo de producéo fotocatalitica de HHD.

Aduto de spin (PBN) gerado na iluminagdo UV do HY340 em HO.

71
72
73
75
78
80
83
87
88
89
91
92
94
95
97

Mecanismo fotocatalitico global de conversdo de derivados de LA em GVL.

98



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Constantes da Geragao de O, pelas Porfirinas sob Luz Branca e Luz

Vermelha.

76



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ROS Espécies Reativas de Oxigénio
EPR Ressonancia Paramagnética Eletronica
102 Oxigénio no Estado Singleto

Hidroxi-TEMP 2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol

H2T4MPyP](OTs)s Sal de tetra(p-toluenossulfonato) de 5,10,15,20-tetraquis(1-metil-
4-piridil)porfirina

Nas[H2T4SPP] Sal de sddio de 5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil)porfirina
[H2T2MPyP](OTs)s Sal de tetra(p-toluenossulfonato) de 5,10,15,20-tetraquis(1-metil-
2-piridil)porfirina

[ZnT4AMyPyP](OTs)4 Sal de 5,10,15,20-tetraquis(N-miristil-4-piridil)porfirina
tetra(p-toluenossulfonato)

[MnT4MyPyP](OTSs)s Sal de 5,10,15,20-tetra(N-miristil-4-
piridil)porfirinatomanganés(111) penta(p-toluenossulfonato)

HTACPP 5,10,15,20-tetraquis(4-carboxifenil)porfirina
[H2T4TriMAPP](OTs)s  Sal de tetra(p-toluenossulfonato) de 5,10,15,20-tetraquis(4-

trimetilamoniofenil)porfirina

GC-MS Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
TEMPOL 2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidinol 1-oxil
TEMPONE 2,2,6,6-Tetrametil-4-oxo-piperidin-1-oxil
Forona 2,6-Dimetil-2,5-heptadieno-4-ona

PDT Terapia Fotodindmica

0 Radical Superdxido

*OH Radical Hidroxila

*OOH Radical Hidroperoxila

CAT Catalise Heterogénea

PCAT Foto-catalise

UV-Vis Ultra-violeta - Visivel

e Elétron

h* Buraco

FS Fotossensibilizador

ISC Cruzamento Inter-sistema



PBN
DMPO
BMPO
oxido
DEPMPO

mito-DEPMPO

Grupo Nitroxido

Ligacdo Simples Nitrogénio Oxigénio

Ligacdo Dupla Nitrogénio Oxigénio

2-metil-2-nitrosopropano

N-ter-Butil-a-fenilnitrona

5,5-Dimetil-1-pirrolina-N-6xido

2-Metil-2-propanil 2-metil-3,4-di-hidro-2H-pirrol-2-carboxilato 1-

Dietil (2-metil-1-oxido-3,4-di-hidro-2H-pirrol-2-il)fosfonato
Dietil (2-metil-1-oxido-3,4-di-hidro-2H-pirrol-2-il)fosfonato

brometo de (2-aminoetil)trifenilfosfonio

TEMP
Oxo-TEMP
14\

Hf
CAF
MS400
TE102
UVA
El
NIST
UFMG
LED
pH
pKa
NaOH
NaNs
N2
HOMO
LUMO
DBPF
H202
AMX
P-C3N4

2,2,6,6-Tetrametilpiperidina
2,2,6,6-Tetrametil-4-piperidona

Is6topo de Nitrogénio

Interacdo Hiperfina

Controle Automatico de Frequéncia

Modelo Espectrémetro Comercial Magnettech
Modo de Propagacdo Onda Eletromagnética
Ultravioleta Faixa 320-400 nm

Impacto de Elétrons

Instituto Nacional de Padr6es e Tecnologia
Universidade Federal de Minas Gerais

Diodo Emissor de Luz

Potencial Hidrogenidnico

Potencial de Dissociacdo de Acido

Hidroxido de Sddio

Azida de Sodio

Nitrogénio Gasoso

Orbital Molecular de Maior Energia Ocupado
Orbital Molecular de Menor Energia Desocupado
1,3-Difenil-2-benzofurano

Peroxido de Hidrogénio

Amoxilina

Polimeros de Nitreto de Carbono



CsN4

CN-T
DMPO/-OH
DMPO*
DMPO/*0O;
Tiron

O2

UFSC
Ag2Mo004
OCH:2CHs
CH3CHOH
MP
NbOFe
PCL
NbOFe-NF
GVL

LA
HY-340
CBMM

PBN/H3C-CH20e°
PBN/H3C--CH-OH

HHD

EL

PBN/H

He

H*
DMPO/*OOH
[Pd(bpy)CI]*
3-PdTPyP
4PdTPyP
DMSO

PBS
PhCsFscor
PyrCsFscor

Nitreto de Carbono

Nitreto de Carbono & Base de Tioureia

Aduto de Spin de Captura do radical Hidroxila pelo DMPO
Produto de Degradacdo do DMPO

Aduto de Spin de Captura do radical Superéxido pelo DMPO
4,5-dihidroxi-1,3-benzenossulfonico monohidratado
Oxigénio Molecular

Universidade Federal de Santa Catarina

Molibidato de Prata

Radical Etoxi

Radical a-Hidroxietil

Metil Paraoxon

Niobato de Ferro

Policaprolactona

Niobato de Ferro Imobilizado em Nanofibras
y-Valerolactona

Acido Levulinico

Modelo Acido Ni6bico Comercial

Companhia Brasileira Metalurgia e Mineragéo

Aduto de Spin de Captura do radical Etoxi pelo PBN

Aduto de Spin de Captura do radical a-Hidroxietil pelo PBN
6-Hidroxi heptano 2,5-diona

Levulinar

Aduto de Spin de Captura do radical de Hidrogénio pelo PBN
Hidrogénio no Estado Radicalar

Hidrogénio no Estado I6nico

Aduto de Spin de Captura do radical Hidroperoxila pelo DMPO
2,2'-Bipiridina-dicloropaladio (1:1)

Meta-Porfirina-Pd(II)

Para-Porfirina-Pd(11)

Dimetilsulfoxido

Tampao Fosfato-salino

5,10,15-tri-(fenil)corrol

5,10,15-tri-(pirenil)corrol



PBN*

*CHs
CH;SOCH;
CH;SO,H
DMPO/«CH3
Pd (11)

Produto de Degradacdo do PBN

Radical Metil

Dimetilsulfoxido

Metanossulfonil

Aduto de Spin de Captura do radical Metil pelo DMPO

lon Paladio



lay >
|BN >
lyn >

lon >
e nuclear

n Q€

LISTA DE SIMBOLOS

Momento de dipolo magnético do spin eletrdnico
Constante adimensional dada pela razdo giromagnética do elétron livre
Magnéton de Bohr

Spin eletronico

Campo magnético estatico

Hamiltoniano do sistema de spins

Componente z do operador de spin eletronico

Autoestado associado ao autovalor de spin eletronico -1/2
Autoestado associado ao autovalor de spin eletronico +1/2
Energia correspondente ao autovalor de spin -1/2

Energia correspondente ao autovalor de spin +1/2

Magnéton nuclear

Vetor do spin nuclear

Componente z do operador de spin nuclear
Autoestado associado ao autovalor de spin nuclear +1
Autoestado associado ao autovalor de spin nuclear 0
Autoestado associado ao autovalor de spin nuclear -1

Autoestados dado pelo produto tensorial entre o estado de spin eletrdnico

NUmero Quantico de Spin Eletrdnico

Numero Quantico de Spin Nuclear

Valor Isotrépico de Interacdo Hiperfina com Nitrogénio

Valor Isotrépico de Interacdo Hiperfina com Hitrogénio

Constante adimensional dada pela razdo giromagnética do elétron efetivo
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h Constante de Planck
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Hprw (£) Hamiltoniano dependente do tempo apos a insercéo de micro-ondas
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§1 Campo magnético oscilante

Sy Componente x do operador de spin eletronico

S, Operador de levantamento de spin

S_ Operador de abaixamento de spin

Ye Fator giromagnético eletrénico

dF(B)/dB  Derivada da absorcdo do campo eletromagnético com relagdo ao campo
magnético

I Intensidade do feixe transmitido
Iy Intensidade do feixe incidente

C concentracdo do absorvedor 6tico
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T Transmitancia
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1. INTRODUCAO

A importancia dos radicais livres em reac@es quimicas e em aplicac6es bioldgicas
é cada vez mais contemplada. A deteccdo dos mesmos € de extrema importancia, como
exemplo, nos possibilita elucidar mecanismos de reagdes'”, viabiliza a utilizagdo de
certos farmacos/compostos que promovem morte celular seletiva via radicais livres®®. A
principal técnica de deteccdo de espécies radicalares € a Ressonancia Paramagnética
Eletronica (EPR, Electron Paramagnetic Resonance, do inglés), principalmente com a
utilizacdo de armadilhas de spin (spin trapping, do inglés) e sondas redox. O uso da EPR
é justificado pela especificidade, seletividade e facil quantificacdo das espécies
radicalares, motivos estes que torna a técnica indispensavel®°.

A metodologia é fundamentada na adicdo de um composto diamagnético
(armadilha de spin), a reacdo radicalar, que captura o radical especifico formando um
produto paramagnético estavel (aduto de spin), de tempo de vida mais longo e detectéavel
via EPR. Ja para as sondas redox ndo ha a captura por completo da espécie reativa, o que
ocorre é a oxidacdo do grupo amina estrutural originando um produto paramagnético
estavel (radical nitroxil). Dentre os radicais, destacam-se as espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), devido as suas importancias em sistemas
biolégicos. ROS é um termo coletivo que designa os radicais de oxigénio, como 0s
radicais superdxido (¢O;), hidroxila (*OH), hidroperoxila (*OOH) e certos agentes
oxidantes néo radicalares como o oxigénio singleto (:02)'*°. Estas espécies possuem um
tempo de vida muito curto, abaixo do limite de deteccio do espectrémetro EPR?, fazendo-
se necessario a utilizacdo de armadilhas de spin ou sondas redox.

Neste trabalho, apresentamos resultados essenciais em areas como a catalise
heterogénea (CAT), foto-catalise (PCAT) e em terapia fotodindmica (PDT, do inglés
photodynamic therapy) a partir da utilizacdo de armadilhas de spin e sondas redox,
demonstrando a importancia da metodologia. A deteccdo de radicais livres em
experimentos de catalise, ou foto-catalise, elucidam etapas da reacdo bem como

confirmam a acdo do catalisador no meio. Por definig&o, a foto-catalise heterogénea é um

! Embora existam avangos na técnica, como a TR-EPR (do inglés, Time-Resolved Electron Paramagnetic
Resonance), que atingem uma resolucdo temporal de dezenas de nano segundos (10-40 ns) ainda ndo estdo
na mesma ordem de grandeza do tempo de vida da maioria das ROS.
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processo que utiliza, em geral, materiais semicondutores em forma de nanoparticulas com
area superficial grande e com gap de energia na regido espectral de UV-Vis, que ap6s
excitagcdo com luz acima da energia do gap transferem cargas (e” e/ou h*) para as bandas
de conducédo e valéncia, respectivamente, migrando para a superficie do catalisador,
muitas vezes produzindo espécies radicalares no meio induzindo reagbes quimicas
desejadas (vide Figura 1). Este processo de troca de portadores entre o catalisador e 0
meio (oxigénio molecular ou molécula de &gua) € denominado mecanismo tipo I. Esta
importante técnica ganhou um vasto incentivo desde meados da decada de 70 ap0s a crise
de petroleo em busca de novas abordagens para diminuir a dependéncia de combustiveis
fosseis'®. Desde entdo as aplicacdes em foto-catalise ganharam destaque ndo sé na
conversdo de didxido de carbono, com a agua, em hidrocarbonetos'’?° ou separagéo
fotoquimica d’agua em hidrogénio e oxigénio gasoso, uma das possiveis fontes
energéticas futuras®>??, bem como, a oxidacdo de poluentes, mais especificamente na
mineralizacio e degradagdo completa de moléculas de corantes®®?*, pesticidas®®?® e

farmacos?’%®,

g
©
=
€
3
Q
o

CATALISADOR

Figura 1: Mecanismo de foto-catalise.

Outra importante area em que a metodologia de armadilhas de spin € bastante
empregada é a terapia fotodindmica (PDT), uma das inUmeras modalidades promissoras
para o tratamento contra o cancer’*>'. Para tal, a metodologia permite a deteccdo do
oxigénio singleto (102) de forma quantitativa auxiliando de forma direta na avaliacio da
eficiéncia dos fotossensibilizadores. Os fotossensibilizadores (FS) formam a classe de

materiais que, quando iluminados em uma faixa espectral especifica (especialmente na
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janela terapéutica, aproximadamente de 650 a 850 nm), promovem a formacdo de
oxigénio singleto. Este processo é denominado de cruzamento intersistema (ISC) e, pode
ser sintetizado como a troca de energia, de forma ndo radiativa, entre o FS excitado
(opticamente) e o oxigénio molecular do meio, formando assim o O (vide Figura 2).
Este processo de troca de energia, de forma néo radiativa, entre o fotossensibilizador e
oxigénio molecular é definido como mecanismo tipo Il, enquanto que, como Visto

anteriormente, a troca de carga com o meio é definido como mecanismo tipo I. De forma

simplificada iremos designar o termo 'O para o estado singleto de menor energia 1Ag
(22.5 kcalmol™), com dois elétrons emparelhados no orbital T, ou . J4 0 estado de maior
energia 12g+ (31.5 kcalmol™), com elétrons emparelhados ocupando cada um os orbitais
T, OU n;‘,, decai em dezenas de pico segundos para o estado 1Ag. O uso de sondas redox
como o Hidroxi-TEMP (2,2,6,6-tetrametylpiperidinol) nos permite credenciar qual
fotossensibilizador sera mais eficiente na producédo de oxigénio singleto, bem como aferir

a cinética de geracdo.

2° Estado Singleto Excitado \ OH b ‘0,

L
PS, — Tipo
VTrarnsferéncia Eletronica
1° Estado Singleto Excitado ,02,
2 Cruzamento
P Sl <; % M(HSM Estado Tripleto Excitado

Tipo Il
Transferancia de Energia

300 )
(30,

a0

Conversao Interna

P\ AVAVAVAVAVAV S
Fluorescéncia

) \g Absorg

8!

PS,

Figura 2: Diagrama de Jablonski simplificado para o processo de Terapia Fotodindmica (PDT).
Adaptado®.

Apresentaremos no proximo capitulo aspectos referentes as armadilhas de spin e
sondas redox com histérico, aplicacdes e estado da arte. Em seguida, no capitulo 3, séo
apresentadas as técnicas utilizadas neste trabalho, principalmente a EPR com foco na sua

aplicacdo de radicais em solugdes, evidenciando as informagdes relevantes obtidas a
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partir do ajuste da forma de linha do radical nitroxido como parametros do Hamiltoniano
de spin. No Capitulo 4, apresentaremos novas abordagens na aplicagdo da metodologia
de sondas redox, tal como a descricdo detalhada da cinética de degradacdo de radicais
nitroxil em sistemas contendo sondas redox em conjunto com porfirinas. Um protocolo
que auxilie usuérios futuros desta metodologia foi elaborado, de forma a evitar possiveis
erros na interpretacdo dos resultados obtidos. No capitulo 5 sdo exibidos os resultados
alcancados, a partir do uso de armadilhas de spin e sondas redox, em colaboragdes com
0s outros grupos de pesquisa. Por fim um resumo dos resultados e perspectivas para

continuidade desta linha de pesquisa sdo apresentados no Capitulo 6.
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2. ESTADO DA ARTE

A metodologia de armadilha de spin foi desenvolvida no final da década de 60,
por cinco grupos independentes em diferentes partes do mundo®, com o objetivo de obter
uma técnica de identificacdo e quantificacdo de radicais livres. O produto paramagnético
estavel recebeu o nome de aduto de spin pelos autores Janzen et al.>* e pertencente em
geral, a classe dos radicais nitroxidos. Essa classe de radicais € conhecida pela sua
estabilidade estrutural frente a variagBes externas do meio®=°, como exemplo a
temperatura. Estes radicais também sdo capazes de se ligarem a outras estruturas ou
mesmo sofrer modificagdes sem a alteracdo do grupo nitréxido (NO«). A estabilidade dos
nitroxidos se deve a delocalizacdo do elétron desemparelhado da ligagdo N-O®'.

As classes moleculares das armadilhas de spin se enquadram em dois grupos
distintos; nitronas e nitrosos (vide Figura 3). As armadilhas de spin da classe dos nitrosos
se caracterizam pela ligacdo direta do radical/agente ao grupo nitroxido (N=0). Como
exemplo de armadilha de spin desta classe podemos citar o 2-metil-2-nitrosopropano
(MNP). As armadilhas de spin de compostos nitrosos sdo pouco empregadas devido a
baixa estabilidade do aduto de spin e, sua alta toxicidade em aplicagGes bioldgicas*®. Ja
com as armadilhas da classe das nitronas, o radical/agente se liga ao carbono adjacente
ao grupo N-O da molécula. Uma caracteristica estrutural das nitronas que atribuem
especificidade ao radical/agente que é capturado pela armadilha de spin € a presenca do
hidrogénio na posicdo B da molécula. Apds a formacdo do aduto de spin o radical
capturado é facilmente distinguivel a partir da quantificacdo da interacdo hiperfina entre
o0 spin eletrdnico, proveniente do elétron desemparelhado centrado no oxigénio, e o spin
nuclear atribuido ao atomo de hidrogénio na posi¢ao . Os demais atomos de hidrogénio
da molécula interagem fracamente com o spin eletrénico por ndo estarem no mesmo plano
de ligagdo do grupo N-O. Pequenas variacOes da interagdo hiperfina, devido & mudanca
estrutural da armadilha apds a captura, sdo percebidas no espectro de EPR pela separagédo

entre as linhas das transi¢Ges de spin.
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Figura 3: Tipos de armadilhas de spin e a reacdo de formagé&o de aduto de spin.

=z

°O

o]
Zz—08%

O uso armadilhas de spin e sondas redox é adequado para quantificacdo e
identificacdo basicamente de radicais nitrosos e espécies reativas de oxigénio (ROS)™.
Embora pareca pouco abrangente o alcance da metodologia, a identificacdo e
guantificacdo de ROS é de extrema importancia cientifica. As ROS tém papel
fundamental como mediadores em varios processos oxidativos, como por exemplo, em
reacOes cataliticas com a geracao de radicais superoxidos através de troca de portadores
entre o oxigénio molecular e semicondutores excitados opticamente*, reacdes de quebra
moleculares gerando produtos mais rentaveis’ e/ou sustentaveis***; bem como em
mecanismos de doenga tais quais Alzheimer e SARS-CoV-2°544,

Destacada a importancia das ROS, as armadilhas de spin mais amplamente
utilizadas na deteccao e quantificacdo das mesmas sdo: as nitronas lineares, como o PBN
(N-terc-Butil-a-fenilnitrona); e as nitronas ciclicas a base de pirrolina, DMPO, (5,5-
Dimetil-1-pirrolina-N-6xido)* A armadilha de spin PBN possui especificidade na
captura dos radicais derivados do hidroxila (*OH), como o radical hidroperoxil (*OOH)**.
A estabilidade dos adutos de spin formados na captura do PBN nos permite a elaboragéo
de uma cinética de geracao de radicais de forma fidedigna. Uma das desvantagens do uso
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do PBN em relacéo a outras armadilhas de spin € sua menor solubilidade em agua (20 mg
mL71)*, carecendo da adigdo de outros solventes ao sistema. Ja a armadilha de spin
DMPO possui uma ampla diversidade e distinguibilidade de radicais de captura, portanto
é muito utilizada para identificacdo de radicais que atuam em uma determinada reacéo.
Um dos exemplos € a captura do radical superoxido (+O;) de forma direta, radical de
extrema importancia em diversos processos oxidativos'®“®*® de facil visualizagdo
quando adicionado o DMPO em um sistema com solvente aprotico®. Entretanto, o
emprego do DMPO impGe algumas restricdes a metodologia do experimento, como a
auséncia de exposicdo a luz durante a preparacdo e realizacdo dos espectros de EPR
(molécula fotossensivel) e dificil elaboracdo de uma cinética de geracdo radicalar dado
que os adutos de spin, em geral, possuem um menor tempo de vida dos que em relacdo
aos do PBN®. Na Figura 3 sdo apresentadas as estruturas moleculares tipicas das
armadilhas de spin nitrosas, nitronas de cadeia aberta e ciclica, bem como o processo de
captura das mesmas.

As armadilhas de spin como PBN e DMPO possuem baixa toxicidade celular
possibilitando o seu uso in situ em diversas aplicacdes bioldgicas*’. Os autores Schaefer
et al.” relataram as quantidades limites de viabilidade celular no uso das armadilhas de
spin PBN e DMPO, a partir de exames histopatoldgicos e chegaram aos valores de (232
mg/100 g por peso) para 0 DMPO e (100 mg/100 g por peso) para o PBN injetado
intraperitonealmente. Também ha diversos trabalhos sobre o uso de armadilhas de spin in
vivo de forma a detectar ROS especificas, como Tabner et al. que identificaram a
formacéo de perdxido de hidrogénio durante o estagio inicial de agregacao de proteinas
que posteriormente formam as placas amiloides que sao responsaveis pela citotoxicidade
na doenca de Alzheimer®’. A criacdo de outras armadilhas de spin é outra perspectiva
buscada na ciéncia com o objetivo da identificagdo de um radical especifico para
aplicac&o in situ ou in vivo, como o caso dos BMPO®?, DEPMPO> e mito-DEPMPQO>*
para a identificacdo do radical superdxido dado que o aduto de spin da captura do O3 pelo
DMPO em meio aquoso é espontaneamente convertido no aduto de spin da captura do
radical hidroxila®.

Ja as sondas redox sdo bastantes empregada no auxilio a terapia fotodinamica
(PDT), sendo esta uma promissora técnica baseada, predominantemente, na geracéo de
oxigénio singleto pelo fotossensibilizador causando a morte celular por apoptose®°°
(vide Figura 2). Apesar de ndo ser um radical livre, esta importante ROS é também
naturalmente detectada a partir do uso de sondas redox. O uso de sondas redox com base



25

em moléculas de aminas ciclicas para a detec¢cdo de oxigénio singleto foi desenvolvido
por Johan Moan e Einar Wold em 1979°°. A partir da aplicagdo de moléculas como TEMP
(2,2,6,6-Tetrametilpiperidina, CAS: 768-66-1), Hidroxi-TEMP ou Oxo-TEMP (2,2,6,6-
Tetrametil-4-piperidona, CAS: 826-36-8), a interacdo com o0 oxigénio singleto gera um
produto paramagnético de alta estabilidade sendo possivel a quantificacdo e comparacao
a respeito da eficiéncia entre fotossensibilizadores durante iluminagéo do sistema. O uso
das sondas redox é indispensavel na PDT uma vez que elas possuem especificidade para
a molécula do oxigénio singleto, ou seja, havera a formacao do produto radicalar estavel
(radical nitroxil), se e somente se, houver presenca de oxigénio singleto no meio®’°. Na
Figura 4 € apresentada a estrutura molecular do Hidroxi-TEMP, juntamente com o radical
nitroxil resultante (radical TEMPOL), que dentre as citadas anteriormente é que possui a

maior solubilidade em agua (130 g L)% e alta estabilidade, além de seu baixo custo.

OH OH

+ o, —»

o]

Figura 4: Estrutura molecular da sonda redox hidroxi-TEMP e formagéo do radical TEMPOL

apos interagdo com o oxigénio singleto.

Destacada a importancia e aplicacdes das armadilhas de spin e sondas redox é
chamada a atencédo para o desenvolvimento da metodologia para a aplicagdo da técnica.
Devido ao carater reativo dos radicais livres, as reacdes de formacdo destes em geral sao
bastante complexas, com diversas reacdes cruzadas e processos intermediarios. Portanto,
em prol de uma interpretacdo mais assertiva é prudente o uso combinado de diversas
armadilhas de spin para elucidagio de um mecanismo de reacio®* . Outro elemento
bastante comum aliado ao emprego da metodologia é o uso de compostos gquimicos
conhecidos como supressores, de forma a neutralizar algum agente da reagéo
especifico®”®, auxiliando assim na interpretacdo das etapas da reagdo, bem como na

identificacdo dos agentes primarios e secundarios da reacdo. Na proxima secdo, sao
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apresentados 0s conceitos basicos da principal técnica utilizada aqui, a Ressonancia

Paramagnética Eletronica.
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3. TECNICAS EXPERIMENTAIS

3.1. Ressonancia Paramagnética Eletronica: Teoria e experimento

A principal técnica experimental utilizada neste trabalho é a Ressonancia
Paramagnética Eletronica (EPR, do inglés Electron Paramagnetic Resonance). Nesta
secdo serad feita uma breve introducdo sobre ela, discutindo alguns de seus conceitos
béasicos. Dentre eles, destacam-se: 0 Hamiltoniano de spin com as interagcbes Zeeman e
Hiperfina; e os aspectos basicos requeridos no fendmeno de ressonancia. Enfase sera dada
a aplicacdo destes conceitos ao estudo de radicais nitréxidos (-NO-), sendo esta classe de

moléculas resultante dos adutos de spin.

3.1.1. O Hamiltoniano de Spin: Interacoes magnéticas

O momento de dipolo magnético pg associado ao spin do elétron pode ser escrito

como:

IS: = _ge:uBS:’ (1)

onde ge € uma constante adimensional denominada fator g do elétron livre?, e ug 0

magnéton de Bohr3. Na presenca de um campo magnético estatico By, havera uma
interacdo entre este, e 0 momento magnético. O Hamiltoniano de spin que descreve esta

interacdo sera:

H = —EBT) = gelpBoS;. (2)

Por convencéo, toma-se 0 eixo z como a direcdo do campo magnético aplicado, isto é,
B, = B,k.
O spin de um elétron livre é S = 1/2. Logo, o0 momento de dipolo magnético

associado a ele possui duas orientacdes possiveis, ou autoestados (Ja, > e |, >) 4, cuja

2g. = 2,00231930436182(52)(https://physics.nist.gov/ acessado em 24/06/2022).
Sup = % = 927,400 9994(57) x 10726 J. T~(https://physics.nist.gov/ acessado em 24/06/2022).

4 Na notacdo de Dirac.
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degenerescéncia € levantada na presenca de B,. Estes autoestados sdo associados,

respectivamente, aos nimeros quanticos m; = 1/2 e mg = —1/2:

1
H |ae >= Ealae >=E, = Ege.uBBO
1 )
H |.Be > = Eﬁ'.ge >= Eg = _EgeHBBO-

Os dois niveis de energia (E, e Eg) das equagGes acima, e representados na figura

abaixo, variam linearmente com a intensidade do campo externo. A este efeito € dado o

nome de efeito Zeeman eletrénico (Figura 5).

E
/ %geMBBO
oA
AE = geu.BB(]
Zx
\%gEHBBU

By

Figura 5: Diagrama energético do efeito Zeeman para o elétron livre.

Usualmente outras contribuicbes ao Hamiltoniano de spin serdo também
observadas. Dentre elas as mais importantes sdo aquelas causadas pela presenca de um
spin nuclear diferente de zero na vizinhanga do spin eletronico do radical. Assim como
no efeito Zeeman eletrénico, um campo magnético externo também quebrard a
degenerescéncia dos estados de spin nucleares. Esta interacdo € denominada de interagdo

Zeeman nuclear, sendo estas trés ordens de grandeza menor que a interacdo Zeeman

eletronica. 1sso ocorre porque 0 magnéton nuclear u, (do proton)s é cerca de 1840 vezes

Sup = 5,050 783 699(31) x 10727 J. T~ (https://physics.nist.gov/ acessado em 22/06/2022).
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menor que o0 magnéton de Bohr ug para o elétron®. O desdobramento dos niveis para o
efeito Zeeman nuclear é analogo ao descrito pelas equacdes (3). Diferencas existem na
multiplicidade de autoestados e no ordenamento dos niveis. Estes dependem,
respectivamente, do spin nuclear que produz 21 + 1 niveis de energia, e do fator g nuclear
de cada is6topo.

A outra contribuicdo ao Hamiltoniano de spin devido a presenca de um spin
nuclear ndo nulo na proximidade do elétron desemparelhado sera a interacdo Hiperfina.
Ela é resultado da interagdo entre os momentos de dipolo magnético nuclear e eletrénico.
Para um elétron livre interagindo com um Unico ndcleo, na presenca de um campo

externo, o Hamiltoniano de spin é dado por:

H = geupBoS, + aS,I,—gnunBol;. (4)

O primeiro termo de (4) é referente ao efeito Zeeman eletrénico, o segundo é devido a
interagdo Hiperfina, e o ultimo devido ao efeito Zeeman nuclear. A constante a €
conhecida como constante de acoplamento hiperfino. Como a interacdo Zeeman
eletrbnica € muito maior do que a interacao hiperfina (e Zeeman nuclear), a solucéo do
Hamiltoniano acima é usualmente obtida, em primeira ordem, pela Teoria de Perturbacao

Independente do Tempo.
Para um sistema isolado com um elétron (S = %) e um nlcleo de I =17 e,

assumindo inicialmente interacbes isotropicas, tém-se 0s seguintes autoestados e

autovalores para 0s operadores de spin:

1 1
Szlae>:§|ae> Szlﬁe>:_§|ﬁe>
)

Llay >=1|ay > L|By >=0|fy > Llyy >=—1lyy >.

Expandindo o espaco de spin eletronico e nuclear via produto tensorial |@, >& |@y >

= |p.n >, pode-se definir os autoestados do sistema completo como:

|p1 >=lacay > ; |p2>=|a.fy > ; |¢p3>=|a.yy >

(s > = oy > ;s >= By > : Idbe > = |Bern > ©)

® Devido a razdo entre as massas de repouso do prdton e do elétron.
Similar ao radicais nitréxidos em que o elétron desemparelhado interage com um nicleo de **N (I = 1).
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Aplicando o Hamiltoniano (4) aos autoestados listados em (5) e (6), as energias
deste sistema podem ser obtidas analiticamente. O resultado deste calculo é representado

no esquema da figura abaixo.

. Zeeman Eletronico  Hiperfina Zeeman Nuclear
>
1/2geupBo + 1/2a+ gypunBo a7 |93
1/2g.psBo + 1/2a M. Ml
AE; = geptgBo + a
a, >/ > >
1/2g.15B, ,| (] . |¢)2 =z |¢2
AE, = golpByg
>
1/2ge/,1330 = 1/2(1 ’.' ‘—|.(P1_\\\ |¢ ~
1/2geusBo — 1/2a— gyunBo . 2 5
—:'
>
—1/2g.1gBo + 1/2a M54— |¢ 5
—1/2g.upBo + 1/2a — gypnBo ! ! it
\ AE3 = geupBo — a
B >
—1/2g.15Bo ABe : |ps > 1¥s
>
—1/2geppBo — 1/2a+ gypnBo s |6 >
—1/2getpBo —1/2a L < Ralls

Figura 6: Diagrama de niveis de energia de um sistemacom S = 1/2 e I = 1, na presenca de

um campo B_O’ Também s&o mostradas as transi¢des que ddo origem ao espectro de EPR, isto é,

para as regras de selecdo |Am, = 1| e |Am; = 0] (a serem discutidas adiante).

No diagrama da Figura 6, foi assumido no célculo, que a interacdo Hiperfina é
maior do que a interacdo Zeeman nuclear. Note que esta Ultima contribui¢cdo ndo muda a
energia das transigdes entre os niveis de spin eletronico e, por isso, pode ser ignorada no
Hamiltoniano quando formos tratar de espectros de EPR.
Para o0 caso das nitronas, devido a presenga do hidrogénio no mesmo plano de ligacéo do
grupo N-O, o espectro de EPR resultante da captura de uma espécie reativa apresenta ao
menos seis transicdes de spin eletronico. A quantificacdo do valor isotropico das
interacOes hiperfinas entre o spin eletrdnico e os spins nucleares associados aos atomos

de nitrogénio (1 = 1), proveniente do is6topo “N, e ao hidrogénio (I = %4), na posicio B
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da molécula, € de fundamental importancia na identificacdo da espécie reativa capturada
pela armadilha de spin. A distinguibilidade dos valores das interagdes hiperfinas esta
relacionada a mudanga na conformacao molecular gerada pela captura radicalar, uma vez
que a intensidade da interacdo estd associada com a proximidade do elétron
desemparelhado com relacdo ao spin nuclear interagente. Em alguns casos, ocorre a
interacdo com o spin nuclear de outro 4&tomo de hidrogénio na posig¢do vy, oriundo da
espécie capturada, desencadeando em um desdobramento de doze transi¢des de spin. O
sinal de EPR pode apresentar diferentes nimeros de linhas em seu espectro dependendo
do valor isotropico das interacdes hiperfinas (vide Figura 7). Podemos ter quatro linhas
com padréo de intensidade 1:2:2:1 (Figura 7a), para 0 caso em que os valores das
interacOes hiperfinas com atomos de nitrogénio e hidrogénio sejam semelhantes (an =
aue)); ou seis linhas caso os valores sejam diferentes (an = an)) (Figura 7b); para o caso
do aparecimento da interacdo com o hidrogénio na posi¢do y, podemos ter oito linhas,
com padrdo de intensidade de 1:1:2:2:2:2:1:1 (Figura 7c), se a interacdo com 0s dois
atomos de hidrogénio forem equivalentes (an = an) = angy)) 0ou até doze linhas caso todas
de interagBes distintas entre si (an = an@) = ane)) (Figura 7d). Como exemplo de um
modelo de identificacdo, se em nosso sistema estivéssemos utilizando a armadilha de spin
DMPO em solucdo aquosa e apds a reagdo radicalar resultasse em um espectro de EPR

como o da Figura 7a certamente poderiamos afirmar que ha a formagao do radical *OH.
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Figura 7: Espectros de EPR tipicos de adutos de spin resultantes da captura de alguma espécie
reativa por nitronas, com parametros hiperfinos dados por (a) an = aug); (b) an > au); (C) an =

aup)™> ang) € (d) an > ang)™ ang).

Demonstrada a importancia e conceitos da interacdo hiperfina, partimos para
detalhamento do fator g. Em centros paramagnéticos reais, no entanto, o fator g do elétron
livre (g.) é substituido por um fator g que, na maioria dos casos, se afasta de g, devido a
contribuicdo orbital a0 momento de dipolo magnético eletronico. Esta perturbacdo pode

ser escrita em termos da interagdo spin-drbita, como mostrado na equacéo:

< L; >< L
9 = 9.8 ’ ZAZ Yol |l/’l El(;bll Yo > ' )

onde &;; € o delta de Kronecker; A o acoplamento spin-orbita; e ¥, e ¥, as funcdes de
onda do estado fundamental e do estado excitado do elétron, respectivamente, E, e E; S0
as energias correspondentes.

Além da interacdo spin-orbita (1), 0 campo cristalino (eletrostatico) causado pelos

ions vizinhos, cuja intensidade € A, também afeta o fator g. Este campo reflete a simetria
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local do centro paramagnético em moléculas e solidos, modificando as funcbes de onda
do elétron desemparelhado. Como consequéncia o fator g, inicialmente escalar, passa a
ser substituido por um tensor g.

A interagdo spin-6rbita e o campo cristalino tém efeitos contrérios. Por isso, cada
uma das trés componentes independentes de g (gxx, Oyy € Jzz) a0 longo das direcdes
principais, apresentard um desvio 8g;;=g.- gi; (i=x, y, z). Este dependera, por sua vez, da
razdo entre a constante de acoplamento spin-drbita e o valor da contribuicdo do campo
cristalino (1/4). Para o caso dos radicais nitroxidos, em que apenas atomos leves estdo
envolvidos nas ligaces, a interacdo spin orbita A € muito pequena. Como consequéncia,
as componentes do tensor g estdo muito préximas do fator g do elétron livre (g.), com
desvios 8g;; menores que 1%.

Assim como o efeito Zeeman eletrOnico, a interagdo hiperfina em sistemas
anisotrépicos também reflete a simetria da vizinhanca local do elétron desemparelhado e,

por isso, também tera um carater tensorial. A diferenca entre as componentes principais
do tensor hiperfino Aseda pela mistura dos orbitais eletrénicos na vizinhanca do ndcleo
em questdo. Para um elétron num orbital puramente tipo “s”, o tensor se reduz a uma
constante de acoplamento isotrépica que é proporcional a densidade eletronica no sitio
do nucleo. Para elétrons em orbitais tipo “p”, por exemplo, a interagdo hiperfina ¢é

anisotrépica e o acoplamento tensorial. Por conveniéncia, o tensor hiperfino pode ser

decomposto em uma parte isotropica e outra anisotrdpica:
T = (aT+B). (8)

A constante a ¢ uma grandeza escalar conhecida como Termo de Contato de Fermi®:

2
a= §:uOge.uBgN.uN|¢2(0)|- )

Em (9) ¥(0) sera o valor assumido pela fun¢éo de onda do elétron desemparelhado, tipo

(1Pl

s”, na posi¢do nuclear.

O tensor hiperfino anisotrépico B tem, por sua vez, trago nulo. Suas componentes

podem ser decompostas em duas constantes: b e b'.
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_ [~b+D
2b

Para uma simetria axial b’ = 0 e:

A":a+2b
AJ_=a—b.

(11)

Havendo uma reducdo de simetria a partir da simetria axial, este desvio sera representado

pela constante b’ # 0.
Os elementos do tensor B (B, = —b + b’, By, = —b — b'e B,, = 2b) estéo, por
sua vez, relacionados a interacdo dipolo-dipolo entre o elétron desemparelhado (em

orbitais tipo “p”, “d” ou “”) e o nuicleo em questio®. Eles sdo dados por:

(12)

Uo 3x;x; O
By :EgellBgNlle< — —T—lé) ()2 av,

onde x; e x; descrevem as componentes do vetor posicédo do spin eletronico e do nuclear,
respectivamente, e Y (r) é a funcdo de onda eletronica. Vale lembrar que, na maioria dos
casos, a funcdo de onda do elétron é composta de uma mistura de orbitais que faz com
que haja na interacdo hiperfina, tanto uma contribuicao isotropica devido ao Termo de
Contato de Fermi, quanto devido & interagdo dipolar.

Enquanto, para o nitrxido a anisotropia do tensor g é pequena por razées expostas

acima, a interacdo Hiperfina terd um carater altamente anisotropico devido a localizacéo

do elétron desemparelhado em um orbital tipo “p”. O tensor A tem como direcGes
principais: o eixo z paralelo ao orbital 2p,, 0 eixo x paralelo a ligacdo N-O e 0 eixo y
ortogonal aos demais. Por convengdo, a componente A,, do tensor hiperfino tera o maior
valor ao longo de 2p,. A determinacdo da interacdo hiperfina possui grande importancia
ao estudo dos radicais nitroxidos, pois permitira aferir o deslocamento da funcdo de onda
eletrbnica centrada no nucleo de nitrogénio em funcédo, por exemplo, da polaridade do
solvente, caracterizando assim, 0 meio externo a molécula.

O Hamiltoniano de spin para a analise do radical nitroxido sera dado por:
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3.1.2. Ressonancia Paramagnética Eletrénica: O Fenbmeno

Para induzirmos transi¢des entre os estados de spin como o0s representados pela
Figura 6, aplica-se ao sistema uma radiacdo eletromagnética de frequéncia v, de tal forma
que a energia do foton (hv) corresponda exatamente a separacdo de energia entre 0s
niveis. Esta é a condicéo de ressonancia, que para o caso de um elétron livre8, é dada pela

seguinte equacdo:

hU = AE = hv == geHBBO' (14)

Na equacdo acima, para um sistema em que 0 campo magnético estatico tem
magnitude de cerca 0,34 T, a frequéncia v serd na faixa das micro-ondas, isto é,
aproximadamente 9.5 GHz (banda X). Usualmente, por motivos técnicos, varia-se o
campo magnético mantendo-se v constante de modo a se determinar g..

Todavia, ndo basta que a condi¢do de ressonancia da equacao (14) seja atendida para que

haja a transic&o entre os estados de spin. E também fundamental que o campo magnético

oscilante da radiacdo incidente (micro-ondas) seja perpendicular ao campo estatico §0. A
seguir, serd demonstrada esta segunda condicao a partir do calculo das regras de selecédo
para as transicdes de EPR.

Seja 45 (v) a probabilidade, por unidade de tempo, de uma transicao de dipolo
magnético para um sistema com S = 1/2, da equacgdo (2), induzida por um campo
oscilante que segue a condicdo de ressonancia exposta na equacdo (14). Apds ser

calculada pela Teoria da Perturbagdo Dependente do Tempo, .5 (v) sera descrita pela

Regra de Ouro de Fermi®®:

1 (15)

Pap(v) = Iz ae|Fuw (1B ? g ().

8 Hamiltoniano de spin: H = g.uzB,S, (2).
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Na equacéo acima, |S,) e |a.) sdo os estados iniciais e finais do sistema. H .y, (t) € um
Hamiltoniano dependente do tempo que, por sua vez, estd associado a interacdo Zeeman
do campo magnético B; oscilando na direcdo x (para micro-ondas linearmente

polarizadas). H . (t) é dado por:
Hyw (t) = 2g.upB,Sy cos(2mvt). (16)

A funcéo g (v) em (15) é uma funcdo de forma para a transicéo, associada tanto a

densidade de estados do nivel excitado, quanto a uma possivel dispersdo do campo de
. . - + . -
micro-ondas. Ela é normalizada de tal modo que fo °° g(v) =1, e esta relacionada, como

0 proprio nome indica, a forma de linha do espectro de EPR.

Substituindo em F,,,, (t) 0 operador S, por sua combinacao dos operadores de criagdo e

. . ~ Sy+S—
aniquilacdo, S, = +T

® e atuando nos autoestados |a,) e |B,), a probabilidade de
transicdo induzida pelo campo oscilante, que € igual tanto para absorcdo quanto para

emissao ($gpr = Pap = P pa), SE reduz a

2

$EPR = %(ge#;Bl)Z g(v) = (Ve231) g), a7

_ geMB)lo

onde y, € o fator giromagnético eletrénico (ye = -

Note que ao aplicar o campo oscilante da micro-ondas na direcdo do campo
estatico, isto é 1_’?1||1§)0 tem-se um Hamiltoniano H, (t) descrito por Hyy (t) =
29.upB1S,cos (2nvt) e, pela Regra de Ouro de Fermi, os elementos da matriz
(. |Hyw|Be) seriam nulos. Como consequéncia, ndo haveria transicdo de EPR e o campo
oscilante apenas modularia o efeito Zeeman. Logo, a maxima probabilidade de transicédo
ocorrera com a aplicacdo de micro-ondas linearmente polarizada, tal que B, L B,.

Para um Hamiltoniano de spin mais complexo, como é o caso da equacdo (4), as
transicdes de dipolo magnético (transi¢Ges de EPR), sdo encontradas apds aplicarmos as

devidas regras de selecdo, também derivadas de (15), mas com os autoestados da equacao

95, =S, +iS,.
0y, = 1.760 859 644(11) x 1011s~ 1T~ (https://physics.nist.gov/ acessado em 22/06/2022).
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(6). Neste caso as regras de selecdo sdo |Amg = 1| e |Am; = 0]. Elas se traduzem nas

trés transi¢des de EPR (indicadas na Figura 6), cujas energias sao:

AE (s > = |1 >) = geppBo +a
AE;(|ps > = |2 >) = geupBo (18)
AE;(|¢ps > = |3 >) = geligBy — a.

Até este ponto, o fenémeno de ressonancia foi tratado para um hipotético sistema
de spins Unicos isolados. No entanto, na pratica, trabalha-se com um ensemble de spins
eletronicos ndo interagentes (sistema paramagnético diluido). Para a compreensdo de
como o experimento de EPR se da pela absorcao de micro-ondas em casos mais realistas,

necessita-se, portanto, lidar com as populac6es de spin e sua dinamica.

3.1.3. O Espectrometro de EPR: Aspectos técnico

A técnica de EPR estd baseada na deteccdo de micro-ondas absorvida por um
sistema de spins na presenca de um campo magnético externo. Dado que o0s
espectrometros de EPR em geral operam em frequéncias fixas, conforme as dimensdes
da cavidade utilizada, o campo magnético é variado até que a condicdo de ressonancia
seja obtida, resultando na absorcdo de micro-ondas pelo sistema.

A seguir é mostrado um esquema simplificado de um espectrémetro de EPR.
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Figura 8: Diagrama dos componentes de um espectrémetro de EPR.

A variacdo do campo ¢é feita através do controle da corrente elétrica em um

eletroima. A geracdo de micro-ondas, cuja ponte estd em vermelho, pode ser via valvula
Klystron ou por uma fonte de estado sélido como, por exemplo, um diodo Gunn. Sua
distribuicdo € feita por guias de onda retangulares, cilindricos ou cabos coaxiais especiais.
A deteccdo das micro-ondas € feita por diodos (cristais) apds amplificacdo das micro-
ondas. Na detec¢do heterodina mostrada acima, antes do circulador, parte da micro-ondas
é redirecionada para um ramo secundario com ajuste de fase e atenuacdo. Este ramo
secundario garante, ap6s o mixer, uma polarizagdo minima no diodo detector para colocé-
lo no regime de trabalho em que seu sinal € linear.
Com o objetivo de manter a frequéncia da micro-ondas estavel, sem variacdes, com
flutuacBes da rede elétrica ou de temperatura nos outros componentes todo espectrometro
possui um sistema de controle denominado CAF (controle automético de frequéncia).
Este sistema é baseado na correcdo da frequéncia gerada pelo Klystron (ou diodo Gunn)
caso haja algum desvio da frequéncia desejada na cavidade a partir de uma modulagdo da
micro-ondas em amplitude (8 kHz).

De forma a obtermos 0 méaximo de energia do campo de micro-ondas de forma
concentrada a amostra é inserida em uma cavidade ressonante. Um ajuste do acoplamento
da cavidade garante que a reflexdo para fora da cavidade seja minima (acoplamento

critico). Além disto, o campo magnético responsavel pelo desdobramento dos niveis



39

eletrénicos € modulado em 100 kHz por bobinas internas a cavidade. Essa modulagéo
garante a deteccdo do sinal refletido pela cavidade e que chega ao cristal detector, ap6s
ser pré-amplificado e enviado para um Lock-In ajustado também em 100 kHz. Este sinal
refletido s6 ocorre na ressonancia, quando ha absor¢do de micro-ondas e desacoplamento
da cavidade. Se a linha de absorcdo de EPR for uma curva Lorentziana, o sinal em fase
com a modulacdo de 100 kHz, depois de filtrado e amplificado, serd proporcional a
derivada da absorcdo (derivada da Lorentziana) como mostrado na Figura 9 abaixo.
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Figura 9: Representacdo grafica da absorcdo de micro-ondas em fungdo ao campo magnético
para uma determinada transicdo de EPR (Linha em preto). As linhas em verde representam o
campo magnético modulado em 100 kHz. A poténcia de micro-ondas absorvida em funcéo do
campo magnético é mostrada no eixo vertical. O sinal detectado apds de modulacédo pelo Lock-
in é a derivada da absorcéo (dF (B)/dB).

Além dos componentes principais mencionados acima, existem também
atenuadores, isoladores, dispositivos de ajuste da fase, acopladores direcionais,
circuladores e amplificadores de micro-ondas, frequencimetros, dentre outros, cada qual

com sua fungéo especifica.
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Neste trabalho, um espectrometro de EPR comercial (Miniscope MS400),
fabricado pela empresa Magnettech (Alemanha) e apropriado a trabalhos em solugéo, foi
empregado. Esse espectrometro pertence a UFMG e encontra no departamento de Fisica,
mas especificamente no laboratorio de Ressonancia Magnética e, pode ser visto na Figura
10:

Figura 10: Espectrometro de EPR da empresa Magnettech.

O espectrometro MS400 trabalha a temperatura ambiente com frequéncias entre
9,3 e 9,55 GHz (banda X), com campos variando de 100 a 600 mT. A modulacéo de 100
kHz varia de 0,05 a 0,60 mT. Sua cavidade é retangular (modo TE102). Todo controle do
espectrdmetro, seja 0 ajuste da ponte de micro-ondas e a coleta de dados, € feito por um
microcomputador. As amostras liquidas (solucBes ou suspensdes) sdo acondicionadas em
capilares de capacidades de 50 pL (Hirschmann, Alemanha) e seladas com massa especial
(Critoseal, EUA). Os capilares sdo entdo inseridos em tubos de quartzo, proprios para
EPR, de (comprimento 250 mm, diametro externo de 4 mm e interno de 3 mm) (Wilmad,

EUA), e que por sua vez sdo colocados na cavidade.
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3.2 Espectroscopia de absorcéo otica UV-Vis

Uma das técnicas utilizada para a caracterizacdo das amostras discutidas neste
trabalho foi a espectroscopia de absor¢do Optica na faixa espectral do UVA até o
infravermelho proximo (350 nm — 850 nm). A técnica é fundamentada na deteccdo dos
fotons que atravessam a amostra (1) e é comparada com a intensidade de fotons que
incidem na mesma (lo). A intensidade do feixe que atravessa a amostra obedece a seguinte

relagao:

I = 1,107l (26)

onde lo ¢ intensidade do feixe incidente, A ¢ comprimento de onda do feixe incidente, C é
a concentragcdo do absorvedor, L ¢ o caminho 6tico percorrido pela radiacao, (1) é o
coeficiente de absorcdo molar. A transmitancia (T) é definida pela razdo entre a

intensidade do feixe incidente e transmitido:

T = I_ 10-¢AC L. (27)
0
A absorbéancia é definida pela lei de Lambert-Beer:
A= —logT = €(1)C L. (28)

Em um experimento padrdo a luz de uma ldampada incide em uma rede de difracéo
e, variando-se o angulo é selecionado o comprimento de onda incidente especifico na
amostra. O espectrofotdmetro utilizado neste trabalho foi 0 modelo UV-3600 (Shimadzu)
que situa-se no laboratdrio de Nanomateriais do departamento de Fisica da UFMG.
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3.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS, do inglés
gas chromatography-mass spectroscopy) foi a principal técnica de identificacdo
molecular utilizada em todo trabalho. Esta técnica analitica tem como base a separacao
de compostos a partir da vaporizagdo da amostra sem causar sua decomposicao.
Inicialmente a amostra acondicionada em um frasco é inserida no injetor, apds ser
volatizada, juntamente com a fase movel. A fase movel é um gas inerte, em nosso caso
foi utilizado hélio, que tem a funcéo de carrear o analito por toda a coluna cromatografica.
A separacgdo se baseia nos diferentes tempos de distribuicdo dos compostos da amostra
entre a fase estacionaria (liquido de alta viscosidade revestindo as suas paredes internas
da coluna) e a fase movel. Os compostos introduzidos na coluna que ndo tém muita
interacdo com a fase estacionaria sdo primeiramente eluidos pela fase mdvel até o
detector, sendo eluidos, em seguida, 0s que tém mais afinidade com a fase estacionaria.
A andlise é rapida, podendo ser efetuada em minutos®’. A temperatura da coluna
cromatografica € outro pardmetro muito importante na implementacdo da técnica de
cromatografia gasosa. De forma que, possibilita o controle na elui¢do do analito; em geral
para uma melhor resolucdo na deteccdo é utilizado um gradiente de temperatura nas
colunas. Em nosso sistema utilizamos duas colunas distintas: coluna HP-5MS (30 m x
0,25 mm i.d. ¢ 0,25 pm) e coluna HP - INNOWAX (30 m, 0,250 mm e 0,15 pm). Ambas
operando com os seguintes parametros: volume de injegdo de 1 pL, razao de divisao 1:10,
injetor a 250 °C, a coluna partiu de 40 °C e foi aquecida até 250 °C (taxa de 20 °C min™).
Um esquema dos componentes comuns a técnica de cromatografia gasosa segue
representado na Figura 11, nesta também segue os componentes do detector de massa que

serdo abordados a seguir.
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Figura 11: Diagrama dos componentes basicos de um cromatdgrafo acoplado a espectrograma
de massas.

O espectrébmetro de massa acrescenta um ganho significativo a implantacdo da
técnica de cromatografia, de maneira a determinar a massa molecular de um composto,
bem como, auxilia na investigacdo da estrutura quimica do composto. De modo geral, 0s
espectrometros de massa sdo constituidos de trés partes fundamentais: a fonte de
ionizacdo, o analisador, e detector, conforme ilustrado na Figura 12°’. A amostra eluida
pela coluna cromatogréafica € ionizada pela fonte de ionizacdo, em nosso caso via
ionizacdo por impacto de elétrons (EI) (energia de elétrons 70 eV). Os ions sdo entdo
acelerados pelas placas de um capacitor, e finalmente defletidas pela acdo de um campo
magnético perpendicular a trajetoria (Figura 11). Assim, os ions sdo separados, no
analisador de massa, de acordo com sua razéo carga/massa, e sao coletados pelo detector.
Para proporcionar um deslocamento mais livre para os ions todo o processo € realizado
em alto vacuo (10 a 102 torr). Os espectros coletados sdo comparados a um banco de
dados (biblioteca) com centenas de milhares de espectros, e fragmentos gerados pela
ionizagdo de impacto, em nosso caso utilizamos a biblioteca NIST. As amostras foram
analisadas em um cromatdgrafo do modelo GC Agilent 7890A acoplado a um detector
seletivo de massa Agilent 5975C MS, equipamento situado no laboratério de Materiais

Avangados do departamento de Quimica da UFMG.
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Figura 12: Esquema simplificado de um espectrémetro de massa, adaptado®’.
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4. DETECCAO DE OXIGENIO SINGLETO POR EPR: A
INSTABILIDADE DO RADICAL NITROXIL

Neste capitulo iremos apresentar e discutir os resultados inéditos que foram
obtidos no estudo do uso de sondas redox na detecgéo e quantificacao de oxigénio singleto
(*0,). Este trabalho foi publicado em fevereiro de 2022 na revista de significativa
importancia cientifica: Free Radical Biology & Medicine™". Os resultados aqui expostos
impactam de forma direta ndo s6 a metodologia de sondas redox, como também a técnica
de terapia fotodindmica. A viabilidade da terapia fotodindmica se da pela existéncia de
compostos, denominados de fotossensibilizadores, quando foto-excitados na regido
espectral especifica, para porfirinas a banda Soret e as bandas Q geram de maneira
abundante a espécie reativa oxigénio singleto. O uso de sondas redox, da classe das
aminas ciclicas, como TEMP, Oxo-TEMP, Hidroxi-TEMP é a maneira mais direta e
quantitativa de mensurar a eficiéncia de um fotossensibilizador relatada até entdo na
literatura. Em nosso trabalho nos concentramos na sonda redox Hidroxi-TEMP (vide
Figura 4), sendo ela a que possui maior solubilidade em &gua dentre as citadas e, tambem
possui um baixo custo de aquisicdo. Realcada a importancia das sondas redox na afericao
de oxigénio singleto aliada a técnica de terapia fotodinamica, partiremos para a descricdo
de nosso trabalho que contribuiu nesta importante area da ciéncia. O impeto que guiou
este trabalho se deu pela necessidade de compreensdo de um comportamento anémalo em
sistemas com uso de fotossensibilizadores e Hidroxi-TEMP, durante a iluminacdo na
regido espectral visivel. Nota-se que em poucos minutos de iluminacéo é observado uma
diminuigdo da intensidade do sinal de EPR, referente ao radical nitroxil produto da
oxidacao do grupo amina do Hidroxi-TEMP por parte do 10,°° 2. Considerando-se a alta
estabilidade da molécula do radical nitroxil (TEMPOL)®* ", formado ap6s a interagdo
com o 'O, somente nos resta a hipdtese de que estivesse ocorrendo uma degradacéo do
radical nitroxil devido a algum agente extrinseco, presente no meio. Este comportamento
(degradacdo), até entdo, nédo foi discutido em trabalhos anteriores na literatura de forma
extensa’®’*. Portanto, se faz necesséria a identificagdo dos agentes responsaveis, € a

definicdo de um mecanismo de degradacao.
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4.1. Cineética de geragdo do radical nitroxil

Iniciamos 0 nosso estudo na investigagdo dos principais parametros que afetam a
cinética de geracdo radicais nitroxil. Sendo a quantidade de 'O, gerada durante a
iluminacdo do sistema dependente da concentracdo do FS utilizada, mantivemos a
concentragdo inicial de FS constante em todos os casos (100 pmolL™?). De forma a
construcdo de um trabalho que abrangesse sistemas com sondas redox e
fotossensibilizadores de uma forma geral utilizamos uma vasta variedade de porfirinas
hidrossollveis. Como representado na Figura 13 utilizamos porfirinas de diferentes
extensdes moleculares, cargas das espécies ibnicas e com variagdes no macrociclo. A
utilizacdo de porfirinas estaveis em solugdes aquosas se deu pela sua importancia quando
aplicadas em sistemas biol6gicos. As porfirinas foram sintetizadas pelo grupo da
professora Dayse Carvalho da Silva Martins do Departamento de Quimica da UFMG.
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Figura 13: Estruturas quimicas das porfirinas (a) [H.T4MPyP](OTs)4, (b) Nas[H2T4SPP], (c)
[H2T2MPyP](OTS)4, (d) [ZnT4MyPyP](OTSs)s, (€) [MNnT4MyPyP](OTs)s, (f) H.T4CPP, and (Q)
[HoT4ATriMAPP](OTS)a.

Descreveremos agora 0s detalhes da preparagdo das amostras para 0S
experimentos de EPR, bem como a descricdo das andlises dos espectros obtidos. As
aliquotas foram preparadas seguindo as proporc¢des de 25 pL de uma solucdo aquosa
contendo o FS, 50 uL de solugdo de Hidroxi-TEMP e 25 uL de agua deionizada com

adicdo, ou ndo, de hidréxido de sodio, quando se alterou a basicidade do meio. A
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iluminacdo das amostras se fez com luz branca a partir de uma lampada de LED com
radiancia integrada de 16 mW cm,

Iniciamos o primeiro experimento de forma a compreender como diversos parametros,
tais quais a quantidade de sonda redox, variacdo do ambiente quimico e mudanca do FS
influenciam a cinética de geracdo do radical nitroxil. A partir da dupla integracdo dos
espectros de EPR, em relacdo ao tempo de iluminagcdo, e comparacdo com a amostra
contendo uma concentracdo conhecida de TEMPOL (1 mmolL™?), a cinética de geracio
do radical nitroxil para cada FS foi realizada. Variando apenas o FS utilizado, nota-se a
variacdo na forma de linha da cinética da geracao de radical nitroxil, conforme exposto
na Figura 14, durante iluminac&o do sistema (porfirina a 100 pmolL? juntamente com o
Hidroxi-TEMP a 1 molL™). A quantidade em excesso de sonda redox em relacdo a de FS
é justificada pela intencéo de detectarmos 0 maximo possivel de 1O produzido durante a
iluminacdo do sistema. Chama-se a atencdo para o comportamento anunciado
anteriormente, para algumas porfirinas, de diminuicdo da quantidade de radical nitroxil

detectado a partir de um certo tempo de iluminagéo.
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Figura 14: Concentracéo de radical nitroxil, produto da oxidacdo do hidroxi-TEMP (1 molL™)
por parte do 'O, em relacdo ao tempo de iluminacdo com luz branca das porfirinas
([H2T4MPyP]*, [H.T4SPP]*, [H.T2MPyP]*, [H.TACPP]*, [ZnT4MyPyP]*, [MnT4MyPyP]**,
e [H2T4TriMAPP]*) 4 100 pmolL™.
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Observando as curvas da cinética de geracdo de radicais nitroxil, para todas as
porfirinas utilizadas, nota-se pelo menos dois regimes distintos. Em um primeiro
momento h& um crescimento pronunciado na geracao radicalar e, em seguida, é observado
um regime de saturacdo na quantidade de radicais nitroxil ou uma diminuicdo abrupta do
sinal de EPR ([H.T4MPyP]*, [H.T2MPyP]**, e [H.T4TriMAPP]*"). A perda do
paramagnetismo do radical nitroxil, radical da classe dos nitroxido, formado na interacéo
com o 102, ndo é comumente encontrado na literatura, uma vez que os radicais nitroxidos
pertencem a classe dos radicais mais quimicamente estaveis existentes®°. Autores como
Safar et al.”’ obtiveram curvas de cinética radicalar semelhantes, e justificam o
aparecimento da degradac&o do radical nitroxil & grande quantidade de 'O, gerada, uma
vez que esta espécie é altamente oxidativa’®.

Diversos trabalhos utilizam a metodologia de forma a aferir a eficiéncia de
geracdo 1O, entre FS™ "7, 0 mais comum ¢é realizar uma aproximacao linear dos primeiros
instantes de iluminagdo’® '8, baseando na hipdtese de que ha apenas a geracio dos radicais
nitroxil. A partir da linearizacdo deste intervalo da cinética é extraida a constante de
reacao para cada FS, e entdo é comparada a eficiéncia de cada amostra. Iremos ao longo
do trabalho demonstrar que esta interpretacdo deve ser reavaliada, uma vez que as
cinéticas observadas no uso do Hidroxi-TEMP s&o dadas pela gerac&o de radicais nitroxil
somada da degradacéo destes, ainda nos instantes iniciais de iluminagé&o.

Em seguida, partimos para o estudo do efeito da variacdo da quantidade de sonda
redox no comportamento cinético da reacdo (Figura 15), a partir de iluminacdo da
porfirina [H.T4MPyP]** (100 umolL™). Neste experimento variamos a quantidade de
sonda redox utilizada, de 10-100 vez menor que a utilizada no primeiro experimento.
Como a quantidade empregada ainda se excedia, e muito, a quantidade de radicais nitroxil
formada no primeiro teste (vide Figura 14) ndo era esperado grande varia¢ao na cinética
da reacdo. Na Figura 15 seguem as cinéticas de reacdo obtida com a variacdo da
quantidade de sonda redox. Em primeira analise nota-se uma diminuicdo da quantidade
de espécies degradadas quando se utiliza o Hidroxi-TEMP em concentra¢cdes menores,
indicando que a presenca da sonda redox leva a um deslocamento no equilibrio quimico
na geracdo de 'O, por parte do FS’°. Para diminuirmos, entdo, a contribuicio da
degradacdo radicalar buscamos a quantidade ideal de sonda redox a ser utilizada,

conforme apresentado nas sec¢Oes seguintes.
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Figura 15: Concentracdo de radical nitroxil, utilizando o Hidroxi-TEMP em diversas
concentragdes, em relagdo ao tempo de iluminacdo com luz branca da solucéo aquosa contendo
[H2TAMPYP]** (100 pmolL™?).

A influéncia do pH também foi avaliada neste trabalho, uma vez que a utilizacéo
do Hidroxi-TEMP impd&e a condicdo de um ambiente alcalino (pH ~13 para 1 molL™ de
Hidroxi-TEMP em solugéo aquosa, aferido por fitas de pH da marca Macherey-Nagel)
devido a basicidade da molécula (pKa = 14.99)°. Partindo da solugdo aquosa contendo o
Hidroxi-TEMP a uma concentragdo de 1 molL™ juntamente com 100 umolL* da porfirina
[H.T4AMPyP]** ajustamos o pH, adicionando é&cido nitrico ao sistema, para diversos
valores, e em seguida, iluminamos todas as amostras. Com o0s espectros de EPR das
amostras em funcao do tempo de iluminacéo, construimos a cinética de geracao de radical
nitroxil em func¢do do pH, como mostrado na Figura 16. Nota-se que a mudanca na
cinética da reacdo ocorrida (Figura 16) é similar & presente na variagdo da quantidade de
sonda redox no sistema (Figura 15). Ao ajustarmos o pH, em direcdo a acidificacéo,
significa que estamos favorecendo a protonagdo da sonda redox e, consequentemente,
impedindo o seu funcionamento. Assim sendo, em pH abaixo do limiar de neutro (pH <

7) ndo observaremos a formacéo do radical nitroxil. Este resultado apesar de evidente,
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estabelece algumas restricdes para 0 uso da metodologia. Em suma, é erroneo utilizar a
metodologia de sonda redox para aferir a eficiéncia da geragédo de oxigénio singleto fora
do regime de meio alcalino. Consequentemente, a eficiéncia na geragdo de 'O, de um FS,
aferida no uso de Hidroxi-TEMP, estara restrita ao pH utilizado no sistema em questéo,
uma vez que o pH influencia a capacidade de gerar *O2 pelo FS e, que dependera da

quantidade da sonda redox utilizada.
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Figura 16: Concentracao de radical nitroxil, utilizando o Hidroxi-TEMP a 1 molL™, em relagdo
ao tempo de iluminagdo com luz branca da solucdo aquosa em pH distintos (ajustados apds a
adigdo da sonda redox) contendo [H.T4MPyP]* em (100 umolL™).

4.2. Investigacgdo da degradacéo radicalar

Demonstrada a diversidade de fatores que influenciam a cinética de geragdo do
radical nitroxil, partimos para o estudo da degradacéo do radical nitroxil de forma isolada.
Declarado o objetivo dos proximos experimentos, substituimos o hidroxi-TEMP pelo
radical livre TEMPOL, lembrando que este é o radical formado ap6s a interagdo do 1O,
com o Hidroxi-TEMP. Comegamos pela solugio aquosa de TEMPOL a 200 pmolL*
(quantidade similar a maxima obtida de radical hidroxila, Figura 14) juntamente com a
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porfirina [H2T4MPyP]** a 100 umolL ! de forma a simularmos os resultados obtidos com
0 Hidroxi-TEMP. Surpreendentemente, durante a iluminacgdo do sistema, o sinal de EPR
do radical se manteve sem alteracGes (pontos em preto, Figura 17). Este resultado descarta
0 protagonismo isolado do oxigénio singleto no processo de degradacdo do radical
nitroxil.

De forma a observarmos a degradacdo do radical TEMPOL (nitroxil), como
aferido com o uso da sonda redox, seguimos para a mudanca do ambiente quimico. Assim
sendo, acrescentamos NaOH ao sistema de forma a ajustarmos o pH para alcalino (pH
~14). Iniciando a iluminagdo do sistema percebe-se a diminuicdo do sinal de EPR do
radical (pontos em verde, Figura 17). Repetimos o teste sem a presenca do
fotossensibilizador de forma a atestarmos se a degradacdo radicalar seria causada pela
hidroxila, proveniente do meio alcalino, e novamente ndo foi observada alteracao no sinal
de EPR. Vale destacar que os testes de degradacdo do TEMPOL relatados agora se
estendem para todas as porfirinas, entretanto, dado a similaridade no comportamento,
iremos expor neste trabalho apenas os resultados obtidos utilizando a porfirina
[H.T4AMPyYP]*.

Aferida a importancia do ambiente quimico na degradacéo radicalar continuamos
a investigar a influéncia do pH no processo. Ao se diminuir o pH do meio, adicionando
acido nitrico ao sistema, aferimos que a degradacdo do radical se tornou cada vez mais
lenta (Figura 17). Para o sistema em pH =~ 10 somente 10% da quantidade inicial radicalar
foi degradada durante a iluminacéo do sistema por 30 minutos. Ao utilizarmos o supressor
de oxigénio singleto, o NaN3, (Figura 17, pontos em alaranjado) no sistema com o pH =
14 era esperado que ndo houvesse a degradacdo radicalar. Entretanto, o observado foi
uma pequena antecipacdo da degradacdo do TEMPOL (curva alaranjada Figura 17). Este
resultado descarta de vez o protagonismo do Oz no processo direto da degradacdo do

radical nitroxil.
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Figura 17: Concentragdo relativa de TEMPOL, via dupla integracéo do espectro de EPR, durante
iluminacdo com luz branca da solucédo aquosa em diversos valores pH contendo [H.T4MPyP]** a
100 pmolL™,

Para demonstrar a eficiéncia na captura de 'O, pelo NaNs, repetimos o
experimento utilizando a sonda redox Hidroxi-TEMP em substituicdo ao TEMPOL.
Neste caso, como esperado, ndo ha formacéo de radical nitroxil ao iluminar a solucéo de
porfirina (Figura 18a). E importante lembrar que a adigio de NaN3 a solugdo contendo o

radical TEMPOL néo é suficiente para sua degradacédo (Figura 18b).
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Figura 18: (a) Concentracéo de radicais nitroxil, Hidroxi-TEMP (1 molL™) oxidado por !0, em
relacéo ao tempo de iluminacéo da luz branca de [H.T4MPyP]** a 100 umolL com e sem adicéo
de NaNjs (3,2 mg). (b) Espectros EPR TEMPOL (200 pmolL™), em meio alcalino (pH = 14),
adicionado de 3,2 mg de NaNs; em diferentes intervalos de tempo de iluminacéo.
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Outro teste que corroborou com os resultados anteriores foi 0 uso de uma solugédo aquosa
de TEMPOL anaerobica (sonicada por 10 min, injecdo constante de N2 durante 30 min)
em pH ~14 contendo [H2T4MPyP]** porfirina a 300 umolL™. A iluminagdo com luz
branca dessa solucdo resultou na degradacdo completa do radical TEMPOL em 20 min

(Figura 19), semelhante a encontrada para a solucdo aquosa com a adicao de NaNs.
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Figura 19: Concentracéo relativa de TEMPOL a 1 mmol L durante a iluminagdo com luz branca
da solucdo alcalina (pH = 14) contendo [H.T4MPyP]** a 300 pmolL em condi¢Bes anaerdbicas

(sonicagdo 10 min, inje¢do constante de N, durante 30 min).

Com a finalidade de encontrarmos o principal responsavel pela degradacdo
radicalar, nos atentamos para a estabilidade da porfirina ([H.T4MPyP]*) em func&o do
pH da solucdo durante iluminagdo do sistema. Realizamos 0s testes de estabilidade a
partir dos espectros de absorcdo oOtica (UV-Vis) da porfirina em funcdo do tempo de
iluminacdo (sem a presenca do TEMPOL), vide Figura 20. Observamos que a
fotodegradagdo da porfirina € mais acentuada quando o meio é mais alcalino.
Concordando com o resultado encontrado para a degradacao radicalar, mostrando-se uma
correlagdo entre estabilidade da porfirina e degradacdo do radical nitroxil. Para
definirmos a quantidade degradada de porfirina, aferimos a variagdo na intensidade da
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banda de Soret e das bandas Q da porfirina. Vale ressaltar que a diminuicéo na intensidade
da banda de Soret, durante iluminacéo, nos leva a interpretar que ha uma ruptura no
macrociclo porfirinico, visto que o aparecimento da banda de Soret esti associado a
transicdo entre os estados dos elétrons dos orbitais & para n* entre os dois orbitais HOMO

e os dois LUMO presentes no macrociclo.
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Figura 20: Intensidade relativa da banda de absorcdo (banda de Soret) da [H.T4MPyP]** (100
umolL?) em solugdo aquosa em fungdo do pH, e contendo NaNs, em relacdo ao tempo de

iluminacdo com luz branca.

A degradacdo da porfirina em meio alcalino mesmo utilizando o supressor de
oxigénio singleto (curva em verde, Figura 20), a azida de sodio (NaN3s), ndo descarta a
responsabilidade do O, no processo. A interagdo do oxigénio molecular com a porfirina
em seu estado excitado, formando assim o oxigénio singleto, se da a partir de uma troca
de energia ndo radiativa. Nossa hipGtese é que a proximidade do Oz com a molécula de
porfirina, ap6s a sua formagdo via cruzamento intersistema, propicie a interacdo
destrutiva entre as partes antes mesmo da captura da azida de sodio (NaNs3).

Partindo agora para a investigacdo do mecanismo de degradacdo do radical TEMPOL,
olharemos de maneira mais detalhada para a forma de linha do espectro de EPR. Ao longo
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da iluminacdo da porfirina, em meio alcalino, é evidente o aparecimento de uma
assimetria no padrdo de intensidade entre as trés transi¢ces de spin do espectro de EPR
(Figura 21a). Uma varia¢do na modulagdo do campo magnético nos revela que a mudanca
na forma de linha é na verdade causada por uma sobreposicdo de dois sinais de EPR
distintos. A partir de uma simulacdo do espectro de EPR com o auxilio do software
Matlab®, mais especificamente a sub-rotina Easyspin®’°, extraimos os parametros do
Hamiltoniano de spin dos sinais radicalares envolvidos (Figura 21b). O valor da constante
hiperfina de interacdo entre o spin eletronico (S = %2) do elétron desemparelhado, centrado
no atomo de oxigénio interagindo com o spin nuclear proveniente do atomo de nitrogénio
(I = 1), anx = 1,61 mT, juntamente com os valores de largura de linha, 0,07(2) mT,
credenciam que o novo sinal radicalar seria proveniente do radical TEMPONE (4-Oxo-
2,2,6,6-tetrametilpiperidinooxi)®. Ja o sinal com trés transi¢Oes de spin identificado pela
constante hiperfina an = 1,70 mT é referente ao radical livre TEMPOL. A presenca do
TEMPONE durante a iluminacéo do sistema revela um estado intermediario do radical
até a sua completa degradacdo. A diferenca estrutural do TEMPONE em relacdo ao
TEMPOL € a auséncia de um hidrogénio em ligacdo com o oxigénio fora do anel
piperidina. Este resultado expBe o carater oxidativo dos possiveis subprodutos do

fotossensibilizador.
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Figura 21: (a) Variacdo da forma de linha do sinal de EPR do TEMPOL durante iluminagéo com
luz branca da solucéo alcalina (pH = 14) contendo [H.T4MPyP]*" a 100 umolL?, evidenciado
pela diminuicdo na amplitude da modulacdo do campo estatico (0,05 mT). (b) Espectro
experimental de EPR do sistema TEMPOL+ [H,T4MPyP]*" em pH = 14 ap6s 8 minutos de
iluminacdo com luz branca. Simulacdo dos espectros dos radicais TEMPOL (magenta) e
TEMPONE (azul) em solugdo. A sobreposicdo dos espectros de EPR dos radicais segue em

vermelho.
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A formacédo de TEMPONE a partir da desprotonacdo do TEMPOL ja foi observado em
outro sistema como o relatado por Nakamura et al.”®. A semelhanca na forma de linha do
espectro de EPR resultante ap6s 10 minutos de ilumina¢do no sistema contendo a
porfirina [H2T4MPyP]** (100 umolLY), utilizando a varredura de 0,05 mT na modulagio
do campo magnético estatico, € evidenciada ao aferirmos o sinal de EPR da solugéo
contendo TEMPOL (0,5 mmolL™) e TEMPONE (0,5 mmolL™) em solugdo aquosa, vide
Figura 22.

——TEMPOL + TEMPONE (1:1)
—— [H,T4AMPyPT* + TEMPOL - 10min (pH~12)

man

J[ ')

| 1 | L 1 ' | s | L 1

333 334 335 336 337 338 339 340
Campo Magnético (mT)

Sinal EPR (Unid. Arb.)

Figura 22: Espectro experimental de EPR do sistema TEMPOL + [H,T4AMPyP]** em pH = 14
(linha em preto) ap6s 10 minutos de iluminagdo com luz branca, amplitude da modulagdo do
campo magnético estatico (0,05 mT), juntamente com o espectro de EPR da solugdo aquosa
contendo TEMPOL (0,5 mmolL?) e TEMPONE (0,5 mmolL), linha em vermelho.

Tendo como base que o TEMPONE é um intermediario na degradacdo radicalar,
conforme evidenciado pelo experimento EPR (Figura 21b), a degradacdo deste radical
levaria menos tempo, do que com TEMPOL, durante iluminagdo da porfirina em meio
alcalino. Ao realizarmos o experimento de iluminagédo do sistema com as amostras
contendo TEMPOL/TEMPONE, ambos a 2 mmolL?, juntamente com a porfirina
[H.TAMPYP]* a 100 umolL™?, nota-se a degradagdo antecipada para o radical
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TEMPONE, vide Figura 23. Em menos de cinco minutos de iluminacéo todo o radical
TEMPONE foi degradado, enquanto TEMPOL demorou cerca de 50 minutos, o que nos
leva a concluir que o processo mais custoso na degradacdo do radicalar seria a
desprotonacao do radical TEMPOL.

—o— TEMPOL
1,0 | —O— TEMPONE
0,8 |
0,6 |
QO
O
0.4 |
0.2}
00F, | . . . P . : PR ——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tempo (min)

Figura 23: Concentracdo relativa de TEMPOL/TEMPONE inicialmente a 2 mmolL™* durante a

iluminacdo com luz branca de solucéo alcalina (pH = 14) contendo [H.T4MPyP]** a 100 umolL-

1

Como ja antecipado no paragrafo anterior, a identificacdo dos subprodutos da
degradacdo do TEMPOL e da porfirina ([H2T4MPyP]*") foi de fundamental importancia
para a conclusdo do mecanismo. Seguindo este objetivo, utilizou-se a técnica de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas. Os cromatogramas foram
obtidos ap0ds iluminagdo por 40 minutos da solugdo alcalina (pH = 14) contendo
[H.TAMPYP]* (100 pmolL?) junto com TEMPOL/TEMPONE (2,5 mmolL™). As
Figuras 24a-c e 25 mostram as estruturas moleculares observadas no cromatograma e
comparadas com dados da biblioteca de software do equipamento com semelhancas
superiores a 95%. O radical TEMPONE foi encontrado (tempo de aquisi¢do de 8,45 min)
quando o radical TEMPOL foi inicialmente utilizado, conforme previsto pelos espectros

EPR (Figura 24a). Varias espécies diamagnéticas também foram identificadas no
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cromatograma (Figura 24a-b). Quando o radical TEMPOL ¢ utilizado para degradacao,
encontramos os produtos Hidroxi-TEMP (tempo de aquisi¢édo de 6,64 min), Oxo-TEMP
(tempo de aquisicdo de 5,60 min) e Forona (2,6-Dimetil-2,5-heptadien-4-um, CgH140,
138.207 Da, tempo de aquisicdo de 5,20 min). Analisando a estrutura molecular da
Forona, podemos predizer que ela seria o produto final de degradacdo, pois, dentre 0s
produtos diamagnéticos € a tnica que ndo compartilha o anel piperidina em sua estrutura.
Hipoteticamente, se o0s produtos finais de degradacdo fossem as moléculas
correspondentes as sondas redox (Hidroxi-TEMP e Oxo-TEMP), teriamos um processo
ciclico na quantidade de radical e sonda redox em um experimento de iluminacdo com o
fotossensibilizador, ndo condizente com cinética de formag&o radical nitroxil de spin
observada (Figura 14). As diferencas verificadas no cromatograma para amostra
utilizando o TEMPONE foram a auséncia do radical TEMPOL e de Hidroxi-TEMP,
confirmando os postulados propostos (Figura 24b). Outros compostos foram detectados
em ambos 0s sistemas, 0 primeiro de natureza desconhecida com um tempo de aquisigéo
de 6,19 min, com uma relacéo carga-massa de 171, a mesma do radical TEMPONE. No
entanto, carece de quaisquer outras informac@es, limitando-nos a apresentar outras
conclusdes sobre 0 mesmo. O segundo composto é a acetamida, derivada da oxidacdo do
solvente utilizado para realizagdo da caracterizagdo. Os produtos diamagnéticos
observados indicam um processo de degradacdo radicalar, inverso ao realizado pela
produc&o industrial do radical TEMPOL®®°,
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Figura 24: (a) Cromatograma ap6s 40 minutos de iluminagdo com luz branca de [H.T4MPyP]*

(100 umolL™?) junto com TEMPOL (2,5 mmolL™) em solucdo aquosa alcalina (pH = 14). (b)

Cromatograma apds 40 minutos de iluminagdo com luz branca de [H2T4MPyP]*" (100 pmolL?)

junto com TEMPONE (2,5 mmolL™) em solucéo aquosa alcalina (pH = 14).
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Modificando a preparacdo do sistema, mantendo apenas a porfirina
([H2T4MPyP]*") sob iluminacdo em pH = 14, e aumentando a proporcéo de acetonitrila
em relacdo a quantidade de &gua, observamos o produto de degradacdo da porfirina
(tempo de aquisicdo de 4,15 min) durante a iluminacdo do sistema (Figura 25). A
molécula é um produto da clivagem do macrociclo da porfirina, vale destacar a presenca
de dois atomos de oxigénio nas extremidades da molécula. Um possivel modelo que
explica a quebra da molécula de porfirina como tal seria a entrada do oxigénio no estado
singleto no macrociclo, auxiliada pela mudanca de carga e estado eletronico causada pelo
meio alcalino, causando sua ruptura e integracéo dos atomos de oxigénio, a molécula. Um
modelo semelhante ocorre em sondas de oxigénio singleto, para medi¢do da metodologia
de rendimento quéntico de oxigénio singleto, como a sonda DBPF (1,3-Difenil-2-
benzofurano)®®, na qual o oxigénio singleto é incorporado a estrutura, causando uma

alteracdo na fluorescéncia da molécula.
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Figura 25: Cromatograma ap6s 40 minutos de iluminagdo com luz branca de [H.T4MPyP]** (100

umolL?) em solugdo aquosa/acetonitrila (1:10) alcalina (pH = 14).
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Desvendado os subprodutos formados durante o processo da iluminacdo da
porfirina juntamente com a presenca da sonda redox, que em seguida torna-se o radical
livie TEMPOL, constréi-se 0 mecanismo da degradacdo dos mesmos conforme
sintetizado na Figura 26. Pelo mecanismo percebe-se o carater anti-oxidante da porfirina,
em meio alcalino, no seu estado excitado (tripleto), bem como o papel de agente de
sacrificio do radical TEMPOL durante a iluminagdo do sistema e a especificidade do

oxigénio singleto na quebra do macrociclo porfirinico.
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Figura 26: Representacdo do mecanismo de degradacdo molecular do TEMPOL e do

fotossensibilizador durante iluminagdo com luz branca em meio alcalino.

O experimento que corroborou a hipotese de que o TEMPOL atuaria como agente
de sacrificio, conforme exposto no modelo da Figura 26, veio com o uso do radical livre
TEMPOL em excesso (1 — 100 mmolL™?) juntamente com uma quantidade fixa de
moléculas de porfirina [H2T4MPyP]** (100 umolL™?). O objetivo inicial deste
experimento foi observar o limite superior de degradacéo radical durante a iluminacéo do
sistema (Figura 27a). Inesperadamente, mesmo para uma concentracdo de 100 mmolL*
de TEMPOL, apds 30 minutos de iluminagéo, 10% da concentracéo inicial foi degradada.
Com a utilizagio de uma concentragdo de 10 mmolL™ de TEMPOL, no mesmo intervalo
de tempo, obtivemos uma degradacéo de cerca de 5 mmolL™ (50%). Este resultado indica
que a degradacéo radicalar ndo segue um comportamento linear e, talvez mais importante,

cada molécula de porfirina tem o potencial de degradar muito mais do que apenas uma



65

molécula de TEMPOL. Durante a realizagdo dos experimentos, discutidos acima, foram
seguidos os espectros de absorcdo dptica (UV-Vis) durante a iluminacdo do sistema
(Figuras 27b). Em conclusdo, temos uma maior inércia na degradacdo da porfirina no
sistema com maior quantidade de radicais, confirmando a interacdo da porfirina no estado
excitado, em meio alcalino, com o radical TEMPOL causando a perda de seu

paramagnetismo, conforme resumido na Figura 26.
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Figura 27: (a) Concentracdo relativa de TEMPOL durante iluminag&o com luz branca da solugéo
alcalina (pH = 14) contendo [H.T4MPyP]* a 100 umolL* com diferentes concentragdes iniciais
de TEMPOL. (b) Intensidade relativa da banda de absorcdo (banda Soret) da solu¢do aquosa
contendo [H.T4MPyP]* (100 umolLt) e TEMPOL com valores distintos de concentracoes, em

relacdo ao tempo de iluminacéo do sistema.
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Segundo o mecanismo aqui apresentado o responsavel pela degradacao radicalar
do TEMPOL (radical nitroxil) seria a propria porfirina. De maneira a atestar, mais uma
vez, este modelo realizamos o experimento descrito a seguir. A partir da adi¢do de 8 puL
de perdxido de hidrogénio (30%) a 460 uL da solu¢do aquosa de hidroxi-TEMP a 100
mmolL* realizamos subsequentes medidas de EPR em intervalos de tempo pré-definidos.
Conforme j& relatado na literatura, devido a adi¢do de peroxido de hidrogénio, em meio
alcalino, haverd uma dismutacdo do peroxido mediada por ele mesmo e,
consequentemente, temos a formacdo do radical hidroxila (*OH) e radical superéxido
(+05)®"%. Devido ao decaimento do radical superdxido em oxigénio singleto®, ou se o
Hidroxi-TEMP também pode gerar o radical nitroxil apds interacdo com o radical
superoxido, conforme defendido por alguns autores®®®*, a metodologia de sonda redox
usando Hidroxi-TEMP € adequada. Ao observar a cinética de geracéo do radical nitroxil,
percebe-se que teremos apenas o regime de crescimento do sinal EPR (Figura 28), ou
seja, ndo ha degradacao da espécie radicalar. Deve-se notar também que, em alguns casos,
a quantidade absoluta de radicais nitroxil detectada excede em algumas ordens de
magnitude a observada com o uso de porfirinas. Cinética semelhante ocorre em sistemas
onde temos a troca de portadores de carga entre 0 semicondutor (apds excitacao optica) e
0 oxigénio molecular (mecanismo tipo 1), uma vez que temos a formacdo do radical
superoxido, conforme relatado pelos autores Silva et al.??. Assim, dada a auséncia da
degradacéo do radical nitroxil, temos outra evidéncia que corrobora 0 modelo defendido
até o momento de que a degradacdo radical ocorre devido a interacdo entre o

fotossensibilizador, no estado excitado, e o grupo nitréxido em meio basico.
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Figura 28: Evolucdo temporal radicalar apés a adigdo de 8 uL H202 (30%) a solugdo aquosa
contendo a sonda redox Hidroxi-TEMP (100 mmolL™?).

4.3. Protocolo

Um estudo mais aprofundado da metodologia do uso de sondas redox foi o que
orientou 0 nosso trabalho, uma vez que a sua aplicacdo tem como finalidade atestar a
eficiéncia de fotossensibilizadores em aplicacdes como a PDT. A influéncia dos
parametros como a concentracdo de sonda redox e de moléculas do fotossensibilizador,
bem como o efeito do pH no sistema, aliados ao aprendizado acerca da degradacao
radicalar, por parte da porfirina, nos possibilitou a criacdo de um protocolo que permite a
observacdo de uma cinética de geracdo de radical nitroxil eficiente e com o minimo de
influéncia da degradacéo radicalar. Ao utilizarmos uma solu¢do composta por Hidroxi-
TEMP a uma concentragio de 10 mmolL? (pH ~10) juntamente com o
fotossensibilizador a 100 umolL? obtemos uma cinética de geragdo de radicalar com
comportamentos similares para todas as amostras (Figura 29). Portanto, uma vez que as
cinéticas de geracdo radicalar sdo descritas pela mesma equacao € possivel comparar a

eficiéncia de geracéo de O entre as amostras de forma mais fidedigna. Em concentragdes
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menores de Hidroxi-TEMP teremos espectros de EPR muito ruidosos, apesar de que

teremos um meio mais préximo ao neutro, impossibilitando uma anélise confidvel da

quantidade radicalar formada. Vale lembrar que os pardmetros apresentados podem se

flexibilizar também devido a poténcia luminosa utilizada em cada sistema. Entretanto,

vale ressaltar que demonstrada a interacdo destrutiva do fotossensibilizador com o radical

nitroxil, o ideal é que tenhamos um meio menos alcalino possivel sem uma grande perda

da qualidade do sinal de EPR resultante durante iluminag&o do sistema.

Concentracdo Radical Nitroxil (uMolL™)

(9]
o
T

IS
o
T

w
o
T

N
o
T

-
o
I

o
[

—0—[H,T4MPyP]**
—0—[H,T4SPPI*

—&— [H,T2MPyP]"
—O— [H,T4TriMAPP]*

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tempo (min)

Figura 29: Concentracdo de radical nitroxil, oxidacéo do Hidroxi-TEMP (10 mmolL™) pelo 'O,

em relacdo ao tempo de iluminagcdo com luz branca dos fotossensibilizadores ([H.T4MPyP]*,
[H.T4SPP]*, [H.T2MPyP]*, e [H.T4TriMAPP]*) a 100 pmolL™.
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5. ARMADILHAS DE SPIN/SONDAS REDOX EM APLICACOES

Neste capitulo iremos divulgar os resultados alcangados nos trabalhos realizados
em colaboragéo, durante o processo de doutoramento®*?2-1% 'em que a metodologia de
armadilhas de spin e, sondas redox, auxiliou na compreensdo dos mecanismos estudados.
Em Apéndice segue a primeira pagina de todas as publicacdes'?, dos trabalhos realizados
durante o doutoramento, no formato das revistas em que foram divulgados de forma
online. Estes trabalhos estdo compreendidos em diversas areas como a terapia
fotodindmica, catalise heterogénea e foto-catdlise. Serdo descritos 0s detalhes
experimentais acerca de toda metodologia utilizada em cada trabalho de forma a
evidenciar a importancia das armadilhas de spin/sonda redox na elaborac¢ao dos estudos.
Dividimos o capitulo em trés subseccOes de acordo com as aplicagcBes dos materiais
estudados via a metodologia de armadilhas de spin e sondas redox. Iniciaremos com a
subsecdo que descreve a importancia da metodologia em auxilio a técnica de terapia
fotodindmica na caracterizagdo de ROS durante o processo de iluminacdo de
fotossensibilizadores. Selecionamos dois trabalhos™”* com caracteristicas em comum, de
modo a demonstrar a relevancia do uso de armadilhas de spin e, sondas redox, na

caracterizacdo dos fotossensibilizadores.

5.1. Armadilha de spin/Sonda redox aliada a Terapia Fotodinamica (PDT)

Na subsecdo a seguir serdo expostos os resultados obtidos em dois trabalhos
selecionados em que foi utilizada a metodologia de armadilha de spin e sondas redox na
caracterizacdo dos fotossensibilizadores a serem empregados na PDT. Os dois projetos
selecionados foram realizados em colaboracdo com o professor Bernardo Almeida
Iglesias do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria!?2. O
primeiro projeto aqui relatado foi baseado no estudo de propriedades Opticas e foto-fisicas
dos fotossensibilizadores trans-AzB-corroles possuindo unidades pirenil ligadas na
posicdo meso-10 ou substituintes fenil (conforme a Figura 30)%. A estrutura molecular

dos corroles é bastante similar a das porfirinas, com quatro moléculas de pirrol. No

11 Formatagdo segundo as normas das revistas nas quais foram publicados os trabalhos.

12 Foram realizados diversos projetos em colaboragdes com o mesmo grupo do professor Bernardo Almeida
Iglesias, havendo quatro publica¢des em revistas cientificas, com um total de 17 citacdes até o presente
momento de escrita desta tese.
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entanto, a auséncia do meso-carbono na estrutura do macrociclo causa uma ligacao direta
pirrol-pirrol e altera algumas propriedades conformacionais e eletronicas . Em relagéo
as propriedades foto-fisicas, 0s espectros UV-visivel dos corroles apresentam transi¢coes
eletrbnicas bastante semelhantes aos dos analogos de porfirina, com presenca da banda
de Soret e das bandas Q. As propriedades fotofisicas/fotobiologicas das moléculas de
corroles possuem um destaque cientifico consideravel, uma vez que elas podem ser
aplicadas como, por exemplo, estruturas promissoras no desenvolvimento de agentes para
imagem e terapia simultaneas do cancer, além de eficécia significativamente melhorada
no bloqueio da progressao tumoral e metastase in vivo . Este importante trabalho foi

publicado em julho de 2020 na revista Physical Chemistry Chemical Physics.

R= %—@ corrol1a

R=i4 )
" corrol1b

Figura 30: Estruturas dos meso-trans-AzB-corroles 1a e 1b.

No segundo projeto, o propdsito foi a caracterizacdo das propriedades fisico-
quimicas, desta vez utilizando novos fotossensibilizadores a base de porfirinas tetra-
catibnicas isoméricas contendo unidades periféricas [Pd(bpy)CI]" ligadas a substituintes
piridil®® (veja Figura 31). A escolha do ligante derivado do ion Pd(Il) se da pela
capacidade de geracéo de espécies reativas de oxigénio e pela sua atividade microbiana
Surpreendentemente, poucos estudos relataram a atividade fotodindmica de porfirinas
com substituintes ligados perifericamente da familia do paladio™”’. Um resultado

interessante obtido foi o estudo da interacdo e foto-oxidacao da albumina de soro bovino
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(BSA) em detalhes com auxilio da metodologia de armadilha de spin/sonda redox””. Este
trabalho foi publicado em maio de 2020 na revista Dalton Transactions.

Em ambos os projetos o emprego da metodologia de sonda redox chegou a
vereditos na eficiéncia de geragdo de 'O entre os fotossensibilizadores, bem como na
contribuicdo da geracdo em diferentes faixas do espectro da luz visivel, e identificacdo de

outras ROS formadas indiretamente pelo *O2 ou via mecanismo tipo 1.
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Figura 31: Representagdo estrutural das porfirinas meso-tetra-piridil adicionadas das bases

[Pd(bpy)CI]* na posi¢do meta (3-PdTPyP) ou na posic¢do para (4PdTPyP).

Para avaliar a cinética de geragdo de 'O, e consequentemente aferir o
fotossensibilizador mais eficiente, utilizamos a sonda redox Hidroxi-TEMP (1 molL™).
As aliquotas para realizacdo dos experimentos de EPR foram preparadas da seguinte
maneira: (i) 25 pL de solugéo contendo a sonda redox em DMSO, (ii) 12,5 uL de solugéo
de DMSO contendo o Corrol a 57 umolL? e (iii) 12,5 uL de DMSO. Em alguns casos
supressores foram adicionados ao sistema. O sistema foi iluminado a partir de uma
lampada de LED branco com radiancia integrada medida para os diferentes tipos de
iluminac&o sob condicBes experimentais para luz branca e vermelha de 16 mWcm™2e 4,0
mWcm™2, respectivamente, conforme calibrado por um medidor de poténcia Coherent
Lasermate/D. De forma a avaliarmos a eficiéncia das amostras quando iluminados
somente na regido espectral das bandas Q. A partir de dupla integracdo do espectro de
EPR a concentragdo e a cinética de geracdo de radicais nitroxil foi elaborada em relagdo

ao tempo de iluminag&o dos fotossensibilizadores (Figura 32).
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Figura 32: Concentracdo de radical nitroxil em fungéo do tempo de iluminagdo em DMSO sob

(a) iluminacéo em luz branca (simbolos pretos) e luz vermelha (simbolos vermelhos) do corrol

PhCgFscor (1a) e (b) do corrol PyrCeFscor (1b).
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Ao analisarmos as Figuras 32 a e b nota-se que os corroles possuem
comportamentos semelhantes com uma pequena vantagem na eficiéncia da amostra
PhCeFscor (1a) quando iluminada em todo espectro visivel. J& para a iluminacdo no
vermelho o resultado se inverte, explicado pela maior densidade de estado do PyrCsFscor
(1b) na faixa de 630 nm, visto pelo espectro de absorcéo dptica (UV-Vis)®. Para todos
0s casos, as condicdes de iluminacdo de luz vermelha, embora com muito menos
intensidade de poténcia quando comparadas a irradiacdo de luz branca (25%), tém quase
o mesmo efeito. Chegamos a conclusio de que a geragdo de O, é predominantemente
atribuida a interacdo entre os elétrons excitados na faixa de energia das bandas Q e o
oxigénio molecular, mesmo com uma densidade de estados para a banda de Soret muito
superior as demais.

Para o segundo projeto também foram preparadas aliquotas no ambiente quimico
DMSO/PBS na proporcao de uma parte de DMSO para quatro partes de PBS. De modo
a estudar a viabilidade dos fotossensibilizadores em ambientes proximos aos realizados
em aplicagdes bioldgicas. As cinéticas de geracdo dos radicais nitroxil a partir do uso da
sonda redox Hidroxi-TEMP (1molL™?), durante a iluminacéo das amostras 3-PdTPyP e

4PdTPyP, seguem apresentados na Figura 33.
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Figura 33: Concentracdo de radical nitroxil em funcdo do tempo de iluminacdo em DMSO
(simbolos s6lidos) ou DMSO/PBS (1:4) (simbolos abertos) solu¢Bes sob (a) luz branca para
ambas as porfirinas 3-PdTPyP (simbolos azuis) e 4-PdTPyP (simbolos vermelhos) e (b) luz

vermelha para ambas as porfirinas 3-PdTPyP (simbolos azuis) e 4-PdTPyP (simbolos vermelhos).
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Para todas as amostras é notavel, pelas Figuras 32 e 33, que as curvas nos
primeiros instantes de iluminacgdo sao descritas por uma cinética de primeira ordem e que
as porfirinas tém eficiéncias semelhantes, sob iluminacdo branca e vermelha, a partir das
curvas de quantificacdo do radical nitroxil dado pela oxidacdo do grupo amina do
Hidroxi-TEMP pelo 02 em solugdes DMSO e DMSO/PBS (1:4). Quando dissolvidas em
DMSO, as porfirinas 3-PdTPyP e 4-PdTPyP apresentam comportamento semelhante,
com geracgdo de O, muito pronunciada até os primeiros trés minutos de iluminacio.
Observe que a diminuicdo da intensidade do sinal EPR para tempos de iluminacdo mais
longos pode ser explicada pela degradacdo dos radicais nitroxil no sistema, conforme
visto na secdo 4.1. Comparamos a eficiéncia entre os fotossensibilizadores (porfirinas 3-
PdTPyP e 4-PdTPyP) a partir de uma avaliacdo da constante de reacdo para a geracao de
10, por uma aproximacao linear dos primeiros instantes de iluminagéo, entre a quantidade
de radical nitroxil instantanea (RN(t)) e o tempo (t). Pela equacdo da reta extraimos a

constante de reagéo (k) para cada porfirina como exibido na tabela 1.

Tabela 1: Constantes de reagdo k para a geracéo de *O- sob iluminagdo, com luz branca e luz
vermelha, das porfirinas 3-PdTPyP e 4-PdTPyP em solu¢des de DMSO e DMSO/PBS (1:4).

K(mint) K(mint) K(min™) K(min™?)
DMSO/luz DMSO/luz DMSO/PBS/luz DMSO/PBS/luz
Porfirina vermelha branca vermelha branca
3-PdTPyP 0,0188(1) 0,0353(2) 0,0046(4) 0,0031(2)
4-PdTPyP 0,0161(4) 0,0273(5) 0,0061(7) 0,0015(3)

As constantes de reacdo da Tabela 1 e os graficos das Figuras 33a e b exibem que
as porfirinas apresentam eficiéncias semelhantes quando em DMSO e também no sistema
em DMSO/PBS (1:4). Ainda assim a constante de reacdo apresenta uma pequena
vantagem para a porfirina 3-PdTPyP. Maior agregacdo de porfirinas em solugfes de
DMSO/PBS pode explicar as eficiéncias mais baixas quando comparadas com o sistema
somente em DMSO.

A armadilha de spin PBN foi utilizada nos dois projetos para identificarmos as
demais ROS formadas ap6s iluminacdo dos fotossensibilizadores. Em todos os casos 0s

espectros resultantes, apos a iluminacéo do sistema, apresentaram a sobreposicao de dois
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adutos de spin (Figura 34). O sinal de EPR associado ao tripleto € semelhante aos
encontrados nos demais projetos e € referente a degradacdo da armadilha de spin PBN
(PBN*). O aduto de spin caracterizado pelas seis transi¢es de spin possui uma interagcao
hiperfina entre o elétron desemparelhado (S = 1/2), centrado no 4&tomo de oxigénio, e 0
spin nuclear (1 = 1) proveniente do is6topo de 1*N (an = 1,40 mT) somada a interagdo com
o spin nuclear do atomo de H (an = 0,22 mT)*%. Este segundo aduto apds a simulagdo do
espectro foi identificado pela captura do radical metil (*CHz), formado pela interagéo
entre o radical *OH e molécula de DMSO. A reagdo de formagdo deste radical segue
demonstrada na reacdo 1'°. Portanto, o uso do PBN demonstrou a geracgdo do radical
hidroxila por parte dos fotossensibilizadores durante iluminagdo. De forma a elucidar o
mecanismo de geracdo do radical repetimos os experimentos utilizando o supressor de
oxigénio singleto, a azida de sddio (NaN3) a uma concentragdo de 0,2 molL™ diluida em
DMSO. Nessas condicBes, nenhum aduto de spin foi observado durante a iluminagédo do
sistema, indicando que o 1O, é responsavel pela formagéo do radical *OH. Vale lembrar
que esses resultados sao comuns as amostras de porfirinas (3-PdTPyP e 4-PdTPyP) e os
corroles (PhCeFscor (1a), PyrCsFscor (1b)).

CH3$0CH3 + «OH —» 'CHg + CHgsOZH

Reacdo 1: Reacdo da formacao do radical metil.
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Figura 34: Espectro EPR dos adutos de spin gerados na captura pelo PBN (linha preta) e espectro
simulado (linha vermelha) ap6s iluminagdo com luz branca (20 min) da porfirina 3-PdTPyP em
DMSO. Os adutos individuais espectros azul e magenta representam, respectivamente, as

simulagdes dos espectros dos adutos de spin PBN* ¢ PBN/*CHa.

De maneira complementar a identificacio de ROS geradas sob iluminagédo
utilizamos a armadilha de spin DMPO em solucdo de DMSO a uma concentragdo de 0,6
molL™ (0,3 molL™ para os corroles). Em todos os sistemas foi observada a formagao do
radical <03 . Os espectros de EPR revelaram a formacéo de até quatro adutos de spin, para
0 caso das porfirinas, sob iluminacdo do sistema (Figura 35): DMPO/*«OOH, DMPO*,
DMPO/*CHs e DMPO/+0; (no caso das porfirinas). O espectro EPR do aduto de spin
identificado por DMPO/*OOH é caracterizado pela interagdo do spin eletronico S = 1/2
com o spin nuclear de N (an = 1,38 mT) e mais dois atomos de hidrogénio (anp) = 1,16
mT e ang) = 0,09 mT)*? (linha azul, Figura 35). A captura do radical peroxila ¢ produto
da protonacdo do radical *O5 ou do aduto de spin associado (DMPO/<0; com an = 1,24
mT, an@) = 1,02 mT e ane) = 0,15 mT)*'% A presenca do mesmo indica a geracdo do
radical superoxido durante a iluminacéo do sistema. Ja os demais adutos de spin DMPO*

e DMPO/*CH3 (com an = 1,53 mT e ang) = 2,1 mT)*! ja foi demonstrado que sdo
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produtos de interagbes do 'O, formado via cruzamento inter-sistema pelos
fotossensibilizadores, com demais agentes. Com a utilizacdo do supressor de oxigénio
singleto, a NaNs3 (0,3 molL™?) no experimento, durante iluminac&o, ndo houve alteraces
nos espectros dos adutos de spin DMPO/*OOH e DMPO/+0;. Este ultimo experimento,
com o uso do supressor, nos confirmou a formagéo do radical <O, em paralelo a formagéo
de 'O, durante iluminacio dos fotossensibilizadores (porfirinas e corroles). Em
conclusdo, o processo dominante na iluminacao dos fotossensibilizadores estudados tanto
com iluminagéo de luz branca e vermelha é a formagéo do 'O pela troca de energia nio
radiativa entre a porfirina/corrole no estado excitado e o0 oxigénio molecular (mecanismo
tipo II), acarretando a formagdo do radical *OH por reagdes secundarias. Em paralelo
temos também, em menor quantidade, a troca de carga entre a porfirina/corrole o oxigénio
molecular formando o radical <05 via mecanismo tipo I. Portanto, os compostos Pd (1)
anexadas as porfirinas, e os grupos fenil/pirenil aos corroles, ndo afetam
significativamente a propriedade fotodindmica dos fotossensibilizadores por si s, sendo

entdo espécies promissoras em aplicacdes de PDT.
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Figura 35: Espectro EPR experimental (linha preta) do DMPO (0,6 molL™ ou 0,3 molL™) sob

iluminacéo (luz branca) da solugdo em DMSO (a) contendo o corrole 1b; (b) contendo a porfirina

3-PdTPyP.
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5.2. Catalisadores para degradacao de drogas/agentes toxicos

A partir de agora iremos exibir os resultados colhidos dos projetos em colaboragéo
das areas de foto-catalise e catalise heterogénea. Nessa primeira subsecdo selecionamos
trés trabalhos distintos com a caracteristica em comum do uso de catalisadores para
degradacdo de agentes tdxicos e poluentes. O primeiro trabalho a ser exposto foi
elaborado em colaboragdo com os grupos dos professores Humberto Osorio Stumpf e Ana
Paula de Carvalho Teixeira, do Departamento de Quimica da UFMG. O objetivo era
utilizar a metodologia de armadilha de spin na identificacdo das ROS responsaveis na
fotodegradacgdo da amoxicilina (AMX) por amostras de catalisadores a base de polimeros
do nitreto de carbono (P-C3N4). O apelo do trabalho era a elaboragdo de um catalisador
sem metais em sua estrutura que pudesse promover a quebra das moléculas de poluentes
comumente encontrados em efluentes de agua, como por exemplo, os antibioticos*?*1,
durante iluminagéo por luz solar. Este trabalho relevante foi publicado em janeiro de 2021
pela revista Journal of Hazardous Materials.

O catalisador sintetizado pelos autores Silva et al.®’ utiliza como precursor do
polimero de nitreto de carbono o composto Tioureia (CSN2Ha). A escolha desta molécula
se deu pela inducdo de uma maior quantidade de defeitos estruturais do CsN4 quando
utilizado este precursor. A maior incidéncia de defeitos na estrutura do catalisador,
acarreta a formacéao de niveis discretos dentro do gap de energia, perturbando assim o
processo de recombinagdo entre o par elétron-buraco apoOs excitacdo Otica. A menor
ocorréncia do processo de recombinacao, e consequentemente perda de luminescéncia do
material, possibilitou a troca de portadores entre 0 oxigénio molecular dissolvido no meio
(dgua) e o semicondutor, gerando entdo as ROS de interesse.

Para os estudos fotocataliticos utilizando a metodologia de armadilha de spin, 10
mg de amostra de catalisador foram dispersos em 2 mL de solucdo aquosa contendo
DMPO ou a sonda redox Hidroxi-TEMP. A suspensao, sob constante agitacdo, foi entdo
iluminada com luz branca produzida a partir de uma lampada LED branca (radiancia
integrada de 16 mW cm2, calibrada por um medidor de poténcia Coherent Lasermate/D).
Apo0s diferentes intervalos de tempo, aliquotas de 50 puLL foram preenchidas em capilares
de vidro, seladas e analisadas por EPR dentro de um tubo de quartzo (Wilmad Labglass).
A escolha da metodologia de separacGes de aliquotas, do sistema em constante agitacao,

em intervalos recorrentes se deu pela garantia de maior contato entre o catalisador e o
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ambiente. O que ndo ocorreria se utilizdssemos apenas uma aliquota durante a iluminacéo,
pois o catalisador rapidamente iria se acumular no fundo do capilar perdendo area de
contato com a solucao.

Os experimentos de EPR definiram as ROS envolvidas na degradacdo da AMX
realizadas durante a foto-catalise. Para o primeiro teste fotocatalitico, 10 mg de DMPO
(44,2 mmolL?) foram adicionados a 2 mL da suspensdo aquosa contendo 10 mg de
catalisador (CN-T) para identificar as ROS geradas durante a iluminac&o de luz branca.
A escolha do DMPO se deu pela sua maior abrangéncia de capturas de radicais que as
demais armadilhas de spin e sondas redox (PBN, M4PO e Hidroxi-TEMP). Apés 30
minutos de iluminacdo obtivemos o espectro de EPR mostrado na Figura 36a, ele é
resultante da superposi¢cdo entre dois sinais de adutos spin distintos: DMPO/*OH e
DMPO*. Assim como precedido nos demais resultados os adutos de spin foram
identificados por simulacBes de espectros EPR usando o software Matlab, mais
especificamente a sub-rotina Easyspin®’®. O espectro EPR do primeiro aduto (azul,
Figura 36a) é caracterizado pela interacdo hiperfina (hf) do spin eletrénico (S = %),
proveniente do elétron desemparelhado centrado no atomo de oxigénio da ligacédo (N-O),
com o spin nuclear | = 1 oriundo do is6topo **N (de abundancia natural de 99,63 %) e
com spin nuclear | = % do is6topo 'H presente na posi¢do B na molécula do DMPO. Os
valores da interag&o hiperfinas obtidos pela simulagido foram an = au ) = 1,49 mT, e
correspondem ao aduto de spin DMPO/*OH™. Ja 0 aduto de spin identificado por
DMPO¥*, caracterizado pelo tripleto definido pela interacdo hf entre o spin eletrdnico e o
spin nuclear de N (an = 1,46 mT), foi interpretado por uma degradacdo do proprio

DMPO em processos durante iluminacdo no visivel.
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Figura 36: (a) Espectro EPR da dispersdo de g-CsN4 (10 mg) em agua juntamente do DMPO
apos 45 min de iluminagdo com luz branca. (b) Concentragdo de radical nitroxil (Hidroxi-TEMP)
em fung&o do tempo de iluminagéo (simbolos pretos), na presenca de supressor de buraco oxalato

de sddio (Na.C>0., simbolos vermelhos) e com adigéo de supressores de O; (simbolos azuis).
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Entretanto, a deteccdo do aduto DMPO/*OH poderia estar associado a conversao
do aduto de spin DMPO/+0; e ndo somente a formacao do radical hidroxila em si, uma
vez que, em solventes proticos, o aduto DMPO/+<0; é convertido em DMPO/*OH em
fracdes de segundos. Outro argumento que acompanhava a hipotese de formacdo do
radical superdxido era a possibilidade da interacdo do oxigénio molecular presente no
meio com os elétrons da banda de conducdo do catalisador formando o radical em
questdo. Partimos entdo para o uso da sonda redox Hidroxi-TEMP. Mesmo que a
formacéo do radical nitroxil ocorresse somente pela interacdo entre o oxigénio singleto e
0 Hidroxi-TEMP, o uso desta sonda redox se justifica pela habitual conversédo do radical
«0; na molécula de oxigénio singleto®. Neste segundo experimento substituimos o
DMPO por 75 mg do Hidroxi-TEMP (238,85 mmolL™), o aduto de spin formado € o
radical TEMPOL que é caracteristico de um tripleto causado pela interacdo hiperfina
entre o spin eletronico S = 1/2 e o spin nuclear | = 1 do ntcleo **N com constante hiperfina
an = 1,58 mT. Devido a alta estabilidade do TEMPOL, ele pode ser quantificado com
seguranca por integracdo dupla dos espectros de EPR e comparacdo com a amostra
contendo uma concentracéo conhecida de TEMPOL (1 mmolL™). Assim foi elaborada a
evolugdo temporal de formacdo radicais nitroxil durante iluminagdo com luz branca
(pontos em preto, Figura 36b). De forma a comprovar a metodologia empregada
realizamos o proximo experimento acrescentando 150 mg de um supressor do radical
superdxido, o tiron (sal dissédico de é&cido 4,5-dihidroxi-1,3-benzenossulfonico
monohidratado, 150 mg). E como esperado ndo ocorreu formacdo do radical nitroxil
durante a iluminagdo (pontos em azul, Figura 36b), demonstrando o papel primario do
radical <03 na formagcéo de 1O, podendo ser visto na Figura 36b (pontos em vermelho).
Utilizamos também o supressor de buraco (h*), o oxalato de sodio***, de forma a visualizar
a contribuicdo do mesmo na formagdo do radical +0O;. O resultado foi a diminuigédo na
geracdo de radicais nitroxil, demonstrando que parte dos radicais superoxidos pudessem
ser formados de reagOes cruzados com o radical hidroxila, formado de interacdo de
moléculas d’agua com h*, mas em geral a maior parte da producéo deste radical viria a
ser de captura de elétrons da banda de conducéo do catalisador pelo oxigénio molecular.
Em conclusédo, identificou-se que o processo fotocatalitico dominante por CN-T sob luz
branca é devido a um mecanismo de transferéncia de elétrons e buracos. Os radicais
superdxidos sdo formados pela transferéncia de elétrons excitados da banda de condugéo
do CN-T para o oxigénio molecular, sendo este o processo mais relevante. Também pode

ser transferido para H20. produzido a partir de H2O e O> levando a geracdo de radicais



85

hidroxila. Por outro lado, buracos excitados na banda de valéncia do CN-T também estdo
participando do processo fotocatalitico, oxidando H.O. formando radicais. Estes
resultados ndo sé mostraram a importancia da metodologia de armadilhas de spin e sondas
redox como a relevancia do uso de supressores.

No préximo trabalho em colaboracdo com a professora Regina de Fatima Peralta
Muniz Moreira, do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC, a motivacao do uso
da metodologia foi a de identificacdo de ROS responsaveis na quebra de uma molécula
especifica, assim como no trabalho relatado anteriormente. O grupo sintetizou o
catalisador AgoMoO4 conforme relatado®, com a finalidade de degradacdo da molécula
pantoprazol (PAN) que é uma das drogas mais consumidas no mundo**® e residuos da
mesma sdo encontradas em quantidades preocupantes em &guas residuais domésticas.
Este trabalho foi publicado em janeiro de 2021 na revista Chemosphere.

Os experimentos utilizando armadilhas de spin foram divididos em duas vertentes,
uma delas para testar a eficiéncia fotocatalitica do catalisador, iluminando o sistema com
luz branca produzida a partir de uma lampada LED branca (16 mW cm, calibrada por
um medidor de poténcia Coherent Lasermate/D) sob agitacdo; e a segunda sem
iluminacdo do sistema somente com a adigdo de 100 puL de peroxido de hidrogénio (H205)
a 5% de concentracdo. No primeiro experimento em que foi adicionado 20 mg de DMPO
(88,4 mmolL?) contendo 2 mL de solugdo aquosa com 10 mg do catalisador em
suspensdo, os resultados foram equivalentes tanto no sistema sob iluminacdo quanto com
a adigdo de H202. Em ambos os casos se observou o aduto de spin DMPO/*OH, espectro
similar ao encontrado no projeto anterior. De forma a aferir se o catalisador pudesse estar
gerando radical superoxido pela troca de portadores com o oxigénio molecular foi
adicionado 80 mg de Hidroxi-TEMP (254,77 mmolL™). Ao contrario do observado no
projeto anterior ndo foi observada a formacdo de radicais nitroxil em nenhum dos dois
casos (sob iluminacdo ou com adi¢cdo de perdxido), descartando assim a hipotese de
formacéo de *0; por mediagéo do catalisador Ag2MoOs.

De forma complementar, a armadilha de spin PBN foi utilizada nos demais
experimentos. O PBN foi escolhido para visualizacdo da cinética de reagdo do radical
*OH, dado que esta armadilha de spin possui especificidade na captura dos derivados
deste radical. No caso do DMPO ndo foi possivel obter uma cinética de reagéo pela sua
maior constante de captura do radical impossibilitando a sua observagéo, e pelo fato da
baixa estabilidade do aduto de spin. Nos experimentos substituimos o DMPO pelo PBN,

na concentracdo de 0,2 molL™ em solucdo mista de etanol/agua (relagdo 1: 1). A Figura
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37a (preto) mostra um espectro de EPR obtido apds 10 min. de interacdo entre o
catalisador Ag2MoQs, peroxido de hidrogénio e PBN em solucéo de etanol/agua.

O espectro de EPR, presente na Figura 37a, apresenta a superposicdo de dois
espectros de adutos de spin. Os radicais capturados pelo PBN compartilham a sua origem
da interacdo do radical hidroxila com a molécula de etanol. Portanto, o espectro EPR
resultante ao longo da reacdo € dado pela competicdo entre a captura/geracao desses dois
adutos de spin com parametros da interacdo hiperfina (hf) an = 1,44 mT e ang) = 0,24 mT
(radical etoxi, OCH2CHs) e com an = 1,55 mT e au ) = 0,34 mT (radical a-hidroxietil,
CH3CHOH) 108116,
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Figura 37: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) obtido ap6s adi¢do de H.O; a
solucéo etanol/agua na presenca do catalisador Ag.MoO4. Os espectros EPR simulados usando o
software Easyspin® sdo mostrados em azul e magenta, e sua soma em vermelho. (b) Cinética da

geracéo de adutos spin absoluta pela captura do PBN em funcdo do tempo de reacgéo.



88

Na Figura 38 é exibido a estrutura molecular dos radicais bem como, o0s adutos de spin
gerados nas suas capturas. A Figura 38 apresenta a evolucao cinética da geracéo do radical
*OH em funcédo do tempo apos a adi¢do de perdxido de hidrogénio.

Portanto, para este projeto através do uso da metodologia de armadilha de spin
chegamos a conclusdo de que a ROS dominante nos processos cataliticos com o
catalisador Ag2MoOQ4 é o radical hidroxila (*OH). Para a peroxidacdo sem iluminagéo, o
provavel mecanismo de formac&o do radical é dado pela reacéo de Fenton, na qual ocorre
a oxidagdo do Ag2MoO4 e a formacdo do radical hidroxila. Enquanto isso, reagdes
fotocataliticas, com iluminacgéo no visivel, os pares elétron/buraco que entéo transferem
cargas para as moléculas do solvente (mecanismo tipo |, i.e., transferéncia de portadores
de carga) levando a geracdo de radicais hidroxila. Neste projeto vale destacar a
capacidade da metodologia desenvolver cinéticas de reacdo com diferentes armadilhas de

spin e sua extensdo, além de processo ativados por excitacdo optica.
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Figura 38: Adutos de spin dados pela captura do PBN das espécies radicalares geradas (etoxi e

a-hidroxietil) apds adi¢do de H»O; a solucéo de etanol/agua na presenca de catalisador Ag2MoOs.

Em outro importante projeto em colaboracdo com o grupo do professor Luiz
Carlos Alves de Oliveira do Departamento de Quimica da UFMG, a metodologia de
armadilha de spin teve papel fundamental na identificacdo do processo de fotodegradagéo
da molecula de metil Paraoxon (MP), um simulador de arma quimica altamente
neurotoxico, no acido fosforico sem toxicidade celular. O catalisador sintetizado pelo
grupo é baseado na imobilizacdo de nanoparticulas de NbOFe em fibras do tecido
policaprolactona (PCL). Em iluminagédo por 48 horas houve a converséo de 94,5% do MP
em acido fosférico demonstrando a eficacia das nanofibras (NbOFe-NF) em aplicagdes

como equipamentos de protecdo contra guerras quimicas®. Conversdo esta que ndo
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ocorre na auséncia do catalisador ou de exposicao a luz na faixa espectral do visivel. Este
trabalho inovador foi publicado em maio de 2021 na renomada revista Applied Catalysis
B: Environmental.

A primeira técnica utilizada na investigacdo dos produtos de degradacdo do MP
foi a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, apés iluminacéo por 24
horas com luz visivel de um corte de tecido (3 x 3 cm) em contato com o agente de
neurotoxico. Em seguida, os tecidos submetidos a foto-catalise foram colocados em
contato com 10 mL de &gua, agitados por 24 horas a 100 rpm e na auséncia de luz, para
entdo aliquotar 4 mL da solucéo e misturados a 4 mL de acetonitrila e deixados por mais
24 h a -20 °C. Separada a fase organica os produtos de degradacdo foram obtidos e
identificados conforme apresentados na Figura 39.
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Figura 39: Cromatograma gasoso dos produtos encontrados na fotodegradacédo do MP apds

iluminacdo com luz visivel do NbOFe-NF por 24 h.

Ao analisar as espécies identificadas pelo cromatograma da Figura 39 nota-se que
os principais produtos foram o dimetilfosfato (DMPP) e o 4-nitrofenol (4-NP). A
presenca de tais compostos é geralmente atribuida a hidrélise entre o grupo
organofosforado e a parte aromatica da molécula MP (ligagdo P-O-Ar), catalisada por
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hidroxilas ou agua presentes na superficie de metalorganicos e metal de transicédo
oxidos . Desvendados os produtos de degradacdo do MP o proximo passo foi a
elaboracdo do mecanismo de degradacdo do agente neurotdxico, e para isso fora preciso
identificar qual seria a espécie reativa que promove a clivagem da ligacdo P-O-Ar
impedindo a capacidade de desativacdo da acetilcolinesterase pelo composto. Neste
objetivo de investigacdo de mecanismo fotocatalitico a metodologia de armadilha de spin
teve papel fundamental. Partimos entéo para a descricdo da realizacdo das medidas de
armadilha de spin, juntamente com a interpretacdo dos resultados alcancados. De forma
a identificar a ROS envolvida na conversdao do MP, foram realizados espectros de EPR
em tempos predeterminados de iluminagao no visivel do sistema com 1 mL de suspenséo
aquosa de DMPO (150 mmolL™) e 5 mg de NbOFe. Uma aliquota de 50 pL foi extraida
através de um capilar de vidro ap6s 30 min de iluminacdo com luz branca, produzida a
partir de uma lampada LED branca, sob agitacéo. O espectro de EPR obtido é apresentado
na Figura 40 e demonstra a formacdo do radical hidroxila pelo processo fotocatalitico.
Portanto, o emprego da metodologia levou a conclusdo de que a degradacdo de MP ¢é
impulsionada, com eficiéncia e seletividade, pelo radical *OH formado a partir de vapor

de &gua.
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Figura 40: Espectro de EPR dos adutos de DMPO (linha alaranjada) obtido apds 30 minutos de
iluminacdo com luz branca da suspensdo aquosa contendo o0 NbOFe-NF. Os espectros simulados
do aduto de spin DMPO/*OH e DMPO* sdo mostrados em magenta e preto, respectivamente, e

sua soma em vermelho.

A partir da identificacdo dos produtos de degradacdo do agente neurotdxico e da
espécie radicalar responsavel pela clivagem da cadeia aromatica, decorrente do uso da
metodologia de armadilha de spin, foi elaborado o mecanismo de conversdo do MP em

acido fosférico conforme exibido na Figura 41.
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Figura 41: Mecanismo de fotodegradacdo do MP.

5.3. Catalisadores em conversoes seletivas

Nesta subsecdo iremos relatar os resultados obtidos a partir da metodologia de
armadilha de spin em colaboracdo novamente com o grupo do professor Luis Carlos
Alves de Oliveira do Departamento de Quimica da UFMG. Neste projeto a metodologia
ndo somente identificou a ROS envolvida na conversdo da molécula estudada como foi
capaz de descrever todo o caminho da extensa reagdo*. Sem a aplicacio da metodologia
dificilmente o mecanismo de conversdo seria esclarecido e consequentemente todo
projeto poderia ndo satisfazer os objetivos alcancados. Neste trabalho foi elaborada a
producgdo de y-valerolactona (GVL), molécula de alto interesse para industria devido
aplicacBes como solvente verde e aditivo de combustivel****?!, a partir de conversdo
fotocatalitica via iluminacdo no UV do acido levulinico (LA) usando a técnica de
transferéncia de elétrons acumulada. Foi utilizado como fotocatalisador um &cido nidbico
comercial (HY-340) produzido pela Companhia Brasileira Metalurgia e Mineragéo
(CBMM). O tempo de iluminacdo mais longo (48 h) leva a conversdo de subprodutos em
GVL com seletividade maxima de 44,7%. Este trabalho de amplo interesse cientifico e
industrial foi publicado em maio de 2021 na renomada revista Applied Catalysis B:
Environmental.

Observou-se que sob irradiagdo UV da solucéo etanolica, sem oxigénio molecular
adsorvido no sistema, contendo o catalisador HY-340, ocorre uma mudanca na coloragéo

da superficie do catalisador de branco para cinza escuro. Fendmeno associado ao acumulo
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de elétrons na banda de conducéo do semicondutor-. No entanto, a exposi¢ao ao oxigénio
atmosférico faz com que o HY-340 retorne imediatamente & sua cor branca original. Foi
constatado que sob a condicdo de acumulacdo de elétrons na superficie do catalisador
aumentou significativamente a conversdo do LA em GVL, quase que triplicou (11,5%
para 29,7%). O proximo passo foi a investigacdo do mecanismo de conversao em GVL
pelo processo fotocatalitico de transferéncia de elétrons. Seguindo neste objetivo foram
elaborados uma serie de experimentos com a metodologia de armadilha de spin para a
identificacdo de todos as ROS envolvidas na foto-catalise, para entdo a elaboracdo de um
mecanismo global de conversdo. Iniciamos 0 processo investigativo utilizando a
armadilha de spin PBN & uma concentragdo de 85 mmolL™ em 1 mL de solug&o etandlica
com 5 mg do catalisador (HY-340) em constante agitacdo e sob iluminacdo no UV,
conforme realizado na foto-catalise. O espectro de EPR resultante durante a iluminacgéo
do sistema revelou o aparecimento de captura radicalar. J& nos primeiros instantes de
iluminacdo é possivel notar a sobreposicéo de dois adutos de spin (vide Figura 42a). Apos
a simulacdo dos espectros foi possivel a identificacdo dos adutos de spin dados por
PBN/H3C-CH20¢ (Etoxi, an = 1,434 mT e ang) = 0,260 mT) e PBN/H3C-+CH-OH (o-
hidroxietil, ay = 1,529 mT e an) = 0,355 mT)*??. Os dois adutos de spin s&o gerados pela
oxidacdo da molécula de etanol via buracos (h*) fotogerados'. Em seguida foi realizada a
quantificacdo do sinal de EPR, via dupla integracéo do espectro, em relagdo ao tempo de
iluminacdo e, entdo separacdo da contribuicdo de cada aduto de spin. A cinética de
geragio do radical etoxi e a-hidroxietil é apresentada na Figura 42b. E notavel que a partir

de 20 minutos de iluminagdo do sistema a espécie dominante ¢ o radical a-hidroxietil.
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Figura 42: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) obtido ap6s 20 minutos de
iluminacdo no UV em suspensdo degaseificada com etanol na presenca do catalisador HY-340.
(b) Cinética da geracdo de adutos spin capturados pelo PBN, PBN/H3;C-+CH-OH em vermelho e
PBN/H3C-CH20¢ em preto, em fungéo do tempo de iluminagao.
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A dominancia do radical a-hidroxietil € concomitante com a alta concentracdo de
6-hidroxi heptano 2,5-diona (HHD) encontrada pela cromatografia durante os testes
fotocataliticos. Essa molécula é um dos primeiros produtos da conversdo do LA e exibe
0 caminho da reacdo, outro possivel seria a formacdo de levulinar (EL) que é dado pela
interagdo do LA com o radical «OH*. Na Figura 43 segue apresentando o mecanismo de

converséo do LA no subproduto HHD pelo radical a-hidroxietil.
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Figura 43: Mecanismo de producéo fotocatalitica de HHD.

Entretanto, neste primeiro experimento ndo foi identificada a espécie reativa que
justificasse a conversdo do HHD nos demais subprodutos, identificados via GC-MS", até
o0 produto final GVL. Assim outro experimento com a metodologia foi realizado
utilizando o PBN dessa vez em solucdo aquosa degasada, ou seja, sem a presenca do
oxigénio molecular. A mudanca de solvente se deu pela baixa constante de reacdo da
captura do radical *OH diretamente e baixa estabilidade do aduto PBN/*OH facilitando a
visualizagdo dos demais radicais formados na reagcdo. Assim, ap6s cinco minutos de
iluminacdo no UV ja foi possivel identificar o aduto de spin caracterizado por quatro
linhas com padréo de intensidade de 1:2:2:1 originadas pela interacdo hiperfina com an =
an(p) 1,45 mT'% (asterisco azul, Figura 44a). Pela simulag&o identificamos o aduto de spin
PBN/+H. Embora a metodologia tenha detectado a presenca de He no sistema em meio
aquoso, a producdo de hidrogénio atdmico em etanol é evidenciada pelo H2 encontrado
na parte de cima do reator (mesmo que em pequenas quantidades) ao final de cada reacao
de 24 h', que aponta fortemente que a reducéo fotocatalitica de derivados de LA ocorre
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pela transferéncia de He. Uma vez evidenciado o agente responsavel pela conversao do
HHD em GVL impde-se que o sistema deva conter baixas concentragfes de oxigénio
molecular, que é um excelente aceitador de elétrons, capturando-os ao invés de reduzir
H*. A evidéncia da captura do elétron na banda de conducdo do HY-340 pelo oxigénio
molecular é notada pelo retorno da coloracdo esbranquicada (apds iluminacéo a superficie
do material torna-se cinza escuro) do material ao ser exposto a atmosfera de Oz. A
metodologia de armadilha de spin também serviu de sustentacdo para esse modelo. Ao
utilizarmos 0 DMPO & 115 mmolL* em solucéo etanolica, sem degasar o ambiente, junto
com 5 mg do HY-340 e sob iluminacdo podemos extrair o espectro de EPR dos adutos de
spin formados. Ap6s cinco minutos de iluminacdo ja foi possivel notar a presenca do
aduto de spin DMPO/*OOH (linha azul da Figura 44b, parametros hiperfinos an = 1,330
m T, ang) = 0,980 m T e ane) = 0,100 m T)'?*. O radical peroxila (*OOH) é resultado da
protonacgdo do radical superoxido (+03) que por sua vez € produto da captura do elétron

da banda de conducgéo do HY-340 pelo oxigénio molecular.
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Figura 44: (a) Espectro de EPR dos adutos de PBN (linha preta) apds 5 minutos de iluminacéo

(UV) em suspensdo aquosa com HY-340 desgaseificada. (b) Espectro de EPR dos adutos de

DMPO (linha preta) ap6s 5 minutos de iluminacdo (UV) da suspensdo aquosa com HY-340.
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Finalmente, identificados os produtos de conversdo e espécies radicalares
presentes na foto-catalise do HY-340 quando iluminado no UV em solucéo etanolica pela
metodologia de armadilhas de spin foi possivel elaborar o0 complexo mecanismo exposto
na Figura 45. Enfim, este e os demais trabalhos em colaboracdo aqui apresentados
demonstraram a importancia e o potencial da metodologia de armadilha de spin aplicada
em diversas areas da ciéncia. Doravante, apresentaremos as conclusdes a que chegamos

na realizagao deste trabalho de doutoramento.
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Figura 45: Mecanismo fotocatalitico global para conversao de derivados de LA em GVL

usando a técnica de transferéncia de elétrons acumulada.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentados diversos resultados destacando a importancia
da metodologia de armadilhas de spin e sondas redox em experimentos de ressonancia
paramagneética eletrénica. Dentre elas foram citadas as areas de catalise heterogénea, foto-
catalise e terapia fotodinamica. A partir dos resultados aqui discutidos podemos sintetizar
que a metodologia é indispensavel na quantificacdo e identificacdo de espécies reativas
de oxigénio. Também demonstrou-se a relevancia do uso combinado no maior nimero
possivel de armadilhas de spin e supressores no processo a ser estudado de maneira a se
obter um mecanismo mais fidedigno.

Na é&rea de terapia fotodindmica o uso de sondas redox se mostrou uma
metodologia muito eficiente e acessivel na deteccdo de O, gerados pela troca de energia
entre o fotossensibilizador (excitado oticamente) e o oxigénio molecular (mecanismo tipo
I1). Devido a alta estabilidade do radical nitroxil, formado pela oxidagdo do grupo amina
da sonda pelo O, ¢ perfeitamente viavel comparar eficiéncia entre fotossensibilizadores.
Entretanto, algumas prudéncias foram discutidas e protocoladas para uma minimizacao
de possiveis erros na aplicacdo da metodologia. Uma vez fundamentada que a cinética de
radicais nitroxil durante a iluminacéo do fotossensibilizador é dada pela combinacédo de
geracdo radicalar com a degradacdo do mesmo, foi discutido neste trabalho diversos
parametros que afetam a cinética. Foi demonstrada que a quantidade de sonda redox afeta
a geragdo de O por parte do fotossensibilizador, uma vez que uma maior quantidade
desloca o equilibrio quimico do sistema induzindo a uma maior producdo da espécie
reativa. Outro fatores importantes sdo a quantidade de sonda redox adicionada no sistema
e 0 pH do meio, pois a adi¢cdo de hidroxi-TEMP aumenta a basicidade do ambiente
quimico. A variacdo do ambiente ndo sO influencia a estabilidade e eficiéncia do
fotossensibilizador, bem como, afeta a degradacdo do radical nitroxil durante a
iluminacdo do sistema. Ressaltamos que em ambientes acidos (pH < 7) o uso de sondas
redox como o hidroxi-TEMP € ineficiente, pois a acidificacdo do sistema impede a
oxidacdo do grupo amina pelo 1O,. Foi investigado de forma sistematica a degradagdo do
radical nitroxil em experimentos de sondas redox e porfirinas, chegando-se ao modelo de
que a mesma ocorre, em ambientes alcalinos, pela interacdo entre a porfirina em seu
estado excitado e o radical. Lembrando que o pH tem um papel fundamental na cinética

de degradacao do radical nitroxil, uma vez que em meios mais alcalinos havera uma maior
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quantidade de espécies degradadas. A partir de experimentos com o uso do radical
TEMPOL (radical nitroxil), porfirinas com adigdo do composto NaNs (supressor de
oxigénio singleto), e também sem a presenca de oxigénio molecular no sistema, foi
descartada a hipotese mais aceita até entdo de que a degradacdo radicalar fosse produto
da interacdo do proprio 102 com o radical nitroxil. A partir do uso da técnica de EPR e
cromatografia gasosa juntamente com a anélise da razdo carga-massa, identificamos os
produtos de degradagédo dos radicais nitroxil, que foram, TEMPOL — TEMPONE —
Forona (diamagnético). O processo observado de degradacao € inverso ao realizado na
producdo industrial do radical TEMPOL. Também foi possivel elaborar o mecanismo de
fotodegradacéo da porfirina causada pelo 1O, em meio basico. Todos estes resultados nos
serviram de base para a criacdo de um protocolo que buscasse auxiliar futuros usuarios
da metodologia. Para uma comparagio confiavel da eficiéncia na geracgéo de 'O, com o
método de sonda redox Hidroxi-TEMP, é necessario um regime em que tenhamos uma
perturbacdo cinética minima por parte da degradacdo de radicais nitroxil e um sinal
satisfatorio de EPR. Para o uso de Hidroxi-TEMP e porfirinas, as quantidades otimizadas
foram 10 mmolL™? e 100 pmolL?, respectivamente. Mas deve se lembrar que ao utilizar
fotossensibilizadores e sondas redox para quantificar 1O, a busca por um regime em que
ndo haja degradacdo de radicais nitroxil é utdpica, pois o ambiente alcalino sera inerente
quando esta metodologia for utilizada. Em estudos futuros espera-se investigarmos com
mais detalhes a interacdo de degradacdo entre a porfirina no seu estado excitado e o
radical nitroxil.

Ainda na area da terapia fotodindmica, a metodologia de armadilha de spin
demonstrou que fotossensibilizadores quando iluminados na regido espectral do visivel
ainda assim produzem espécies radicalares, embora em menor quantidade quando
comparada a producao de O, a partir da troca de portadores com o ambiente. Os radicais
observados foram os radicais *OH, a partir do uso da armadilha de spin PBN ou do
DMPO, muitas vezes gerados de forma indireta por algum processo secundario
envolvendo o 1O, ou de forma direta pela transferéncia de buraco dos orbitais HOMO
com 0 meio, como moléculas de agua. Outro radical comumente observado foi o *OOH,
a partir do uso da armadilha de spin DMPO, que é produto da protonacéo do radical
superoxido (+03) originado pela transferéncia de elétrons pelo fotossensibilizador no
estado excitado para o oxigénio molecular presente na solugdo. Dessa forma a
metodologia se mostrou bastante eficiente e indispensavel na identificacdo e

quantificacdo de ROS de forma geral para a terapia fotodinamica.
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Na area de catalise heterogénea e foto-catalise este trabalho apresentou resultados
muito importantes a partir do uso da metodologia de armadilhas de spin e sondas redox
em diversos projetos em colaboracéo, sendo alguns deles destacados no texto. Nesta area
a identificacdo das espécies radicalares envolvidas ao longo do processo, seja durante a
iluminacdo do sistema ou adicdo de algum precursor, é de vital importancia. O uso de
materiais semicondutores, como catalisadores, disponibiliza uma separacdo de cargas
entre os elétrons da banda de conducgéo e buracos da banda de valéncia que promovem a
formacdo de espécies radicalares a partir de interacdo com o oxigénio molecular, ou
moléculas do solvente, de forma muito comum e essencial para a catalise. A facil
identificacdo de ROS pela metodologia de armadilhas de spin de forma seletiva e estavel
foi a principal caracteristica que tornou a metodologia propicia na elaboracdo de
mecanismos cataliticos em diversos trabalhos em colaboracdo. O uso das armadilhas de
spin PBN e DMPO foram suficientes na identificacao e quantificacao de diversos radicais
como *OH, *OOH, *CHjs, <05, *OCH2CH3, CH3+*CHOH, *H e outros. Vale uma reflexéo
pela capacidade de oxidacdo, quebras moleculares, e outros processos, gerados pelas
espécies radicalares estudadas neste trabalho. O que também demonstra que a utilizacédo
destas espécies traz importantes aplicacdes cientificas e industriais, seja em
degradacdo/mineralizacdo de poluentes bem como conversdes seletivas de compostos.
Outro importante resultado na aplicacdo da metodologia foi a eficiéncia no uso da sonda

redox hidroxi-TEMP na quantificac¢o indireta, para efeito de comparacao, do radical *05.
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New isomeric tetra-cationic porphyrins containing peripheral [Pd(bpy)CI]* units attached to pyridyl substi-
tuents were synthesized and fully characterized. The porphyrins present an intense Soret band located in
the blue spectral region and an additional four weaker red-shifted Q bands in the visible spectral region
(about 500-700 nm). The obtained Strickler—Berg parameters indicate fully spin and symmetry allowed
transitions for all the observed absorption bands. Both porphyrins present two fluorescence emission
bands, an intense one located around 650 nm and an additional weak red-shifted emission at ~710 nm.
Fluorescence decay time profiles were obtained showing bi-exponential decay. The interaction of the
porphyrins with bovine serum albumin (BSA) was studied in detail by a fluorescence quenching method
and molecular docking analysis. In addition, the photodynamical activity of the porphyrins in the photoox-
idation of BSA was determined and compared with the light-induced formation of reactive oxygen
species (ROS) by electron paramagnetic resonance (EPR) allied with the spin trapping method. The results
show that the Pd(i)-bypyridyl tetra-cationic porphyrins are promising candidates for the photooxidation

rsc li/dalton

Introduction

Porphyrins are widely used as sensitizers in photodynamic
therapy (PDT) and in photoinactivation of microorganisms (a-
PDT), which is mainly due to their good photostability, high
singlet oxygen yield and their specific interaction with bio-
molecules.! Different physical and chemical factors determine
their use for specific applications in PDT such as charge,
aggregation state and hydrophobicity.2 The formation of reac-
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of biological substrates used in photodynamic therapy (PDT).

tive oxygen species (ROS) is the fundamental role in photo-
dynamic processes since this technique uses a combination of
photosensitizer, oxygen and light to produce reactive species.
Among the reaction mechanisms are type I mechanism that
produces species such as hydroxyl ('OH) and superoxide ("027)
radicals and type II mechanism that generates mainly singlet
oxygen (102).34 Being highly reactive, ROS can oxidize biologi-
cal substrates such as DNA, proteins and other organic
compounds.5~8

Since the activity of cisplatin molecules on tumor cells was
discovered, other species wege tested and evaluated for their
ability to interact with DNA. Thus, since palladium(i) com-
pounds belong to the platinum family, with quadratic-planar
geometry, structurally similar to cisplatin, such compounds
may be used to evaluate the effect of their presence on the
interaction with biomolecules%1! According to the literature,
derivatives containing Pd(n) ions generate reactive oxygen
species and have interesting activities against microorganisms
such as bacteria and fungi strains. In this way, Navarro and
collaborators in 2008 reported the anti-leishmanial activity of
Pd(n) derivatives containing coordinated polypyridyl ligands in
the metal center.12 In 2016, Veldsquez and co-workers reported
the activity of cyclopalladated complexes against
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The present study reports on the optical and photophysical properties of trans-Az2B-corroles possessing
pyrenyl units attached at the meso-10-position and compares them with those of model trans-A2B-
corroles having phenyl substituents at that position. In contrast to the model meso-substituted corrole,
the new pyrenyl-corrole shows slightly red-shifted absorption bands and blue-shifted emission, slightly
higher fluorescence quantum yield, and more importantly, it shows better photo-stability under white-
light illumination. Theoretical calculations were used to determine the electronic transitions and
geometries of the singlet and triplet excited states (TD-DFT and NTO). Moreover, we demonstrate that
the pyrenyl-corrole in analogy to previously studied model corroles is able to generate reactive oxygen
species (ROS) under visible light using photo-degradation of 1,3-diphenylisobenzofuran (DBPF), a singlet
oxygen quencher, and EPR spectroscopy allied with the spin-trapping method is used for identifying
singlet oxygen species. The results show that the pyrenyl unit attached at the meso-10-position of
the corrole increases the photo-stability and efficiency in ROS generation compared to the phenyl

rsc.lilpccp substituent.

Introduction

The corrole molecular structure is quite similar to that of
porphyrin, with four molecules of pyrrole. However, the absence
of meso-carbon in the macrocycle structure causes a direct pyrrole—
pymrole bond and alters other conformational and electronic
properties.! Corroles are aromatic molecules because they have
18 delocalized p-electrons and satisfy the Hiickel’s rule. These
characteristics endow the corrole derivatives with properties,
which can be appreciated for specific purposes, such as
medicinal >*  biological,>®  photobiological,!!  material
chemistry,!>!3 and photophysical applications.!+7

The synthesis of meso-substituted corroles was first reported
by Gross et al.'®1° and Paolesse et al.2® in 1999, who used
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pentafluorinated aldehydes (CeFs) and pyrroles as starting
materials. Later, Gryko ef al. synthesized meso—trans-substituted
corroles using aromatic aldehydes and dipyrromethane®!22
and Koszarna ef al. synthesized meso—trans-substituted corroles
in two-steps using a mixture of MeOH : H>O (1 : 1) as the solvent
and tetrachloro-1,4-benzoquinone (p-chloranil) as the oxidizing
agent. 2324

Regarding the photophysical properties, the UV-visible spectra
of corroles present electronic transitions quite similar to those of
porphyrin analogues. The observed bands correspond to the
electronic transitions between four frontier orbitals of the macro-
cyclic ring of corrole, as postulated in the past by Gouterman in
1961.2° In general, the Soret band or B-band, which has high
intensity, is commonly observed in the 400-450 nm range. Other
electronic transitions, however, of lower intensities, are also
observed in the 500-700 nm range (Q bands).>?% In a similar
way to porphyrins, the presence of 18-p-conjugated electrons, low
symmetry, and electronic properties of the substituents in the
corrole structure enable fluorescence properties and characteristic
fluorescence emission with two electronic transitions in the
600-800 nm range®!-?"-28 is expected to appear. If energetically
possible, the corroles, in their excited state, can perform an
intersystem crossing process, which occurs from the excited
state (S1) to the triplet state (T1).2%-3° From this excited state,

Phys. Chem. Chem. Phys., 2020, 22, 1696516977 | 16965
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# Facile synthesis of Ag:MoOs with
both @ and b-phases. H,0,
0 2a-Ag:MoOs b b-Ag-MoOs: catalyst
showed photocatalytic activity under
visible light.
¢ Efficient oxidation of pantoprazole by *OH
catalytic peroxidation with Ag:MoOs.
¢ Mechanistic route for pantoprazole

degradation via.®OH radicals s ¥ ‘}_ B
proposed. ,)\ o

¢ Almost complete toxicity removal of
PAN and its by-products was
observed in 2 h.
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Article history: In this study, silver molybdate was used as a catalyst in different oxidation processes to degrade pan-

Received 17 April 2020 toprazole (PAN) from aqueous suspension. The catalyst was synthesized usinga controlled precipitation
Received in revised form method and characterized by XRD, FTIR spectroscopy, BET analysis, Zeta potential, FEG-SEM/EDS, DRS
25 June 2020 and EPR. The a@- and b-phases of Ag-MoO: were identified as crystalline structure of the butterfly-shaped
Atcepted:9:July:2020 particles. The metastable @-phase could be completely converted into b-Ag2Mo0s by thermal treatment

Avallable;onilng’ 11, Augusti2020 at 300 °C. The band gap energy of b-Ag:MoOs (E¢ % 3.25 eV) is slightly higher than for as-prepared

catalyst (@-Ag:MoO: b b-Ag:Mo0s) (Eg ¥4 3.09 eV), suggesting that as-prepared catalyst should be
active under visible light. PAN is sensible to UV light irradiation, and the addition of H20: as electron
acceptor enhanced the mineralization rate. In the catalytic UV-based reactions, high PAN oxidation ef-
"&YKZ’&"S' ficiencies were obtained (>85%) but with low mineralization (32-649%). Catalytic peroxidation and photo-

2 4 catalytic peroxidation under visible light showed the highest PAN oxidation efficiency, leading to its
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Editor: L Eder Herein, the structural defects of metal-free polymeric carbon nitrides were controlled by making use of different

precursors in their syntheses, i.e. melamine (CN-M) and thiourea (CN-T), as well as a 1:1 miXture of them (CN-
Keywords. 1M:1 T). By controlling the structural defects, the electronic, morphological and chemical properties were
Carbon nitrides modified. Additionally, the activities of i d PCNs were 1 d for amoXicillin photodegradation
Metal-free under visible light irradiation (16 mW em™). The results of photocatalytic tests showed that CN-T material has
i\’m%iallm better efficiency (100 % removal within 48 h), which is directly related to the greater number of defects present
P;xst:toc:(eagl;:lils in its structure with consequent improvement of electron-hole pairs separation efficiency. The CN-T material

showed excellent stability with only 13 % decrease in its photocatalytic activity after the third cycle. A mech-
anism for amoXicillin degradation by CN-T was proposed based on the ESI-MS and the in situ EPR allied with spin
trapping method investigations.

1. Introduction

Environmental pollution is a recurring problem facing humankind,
which hinders sustainable development and represents a threat to
human health and life (Ong et al., 2016). Contaminants of emerging
concerns (CECs) are a class of pollutants that are not removed or elim-
inated by conventional water treatment for human ption and are
not regulated by current environmental laws (Sauve and Desrosiers,

2014). CECs are considered “emergent” since there is little information
in literature about the possible problems that they could cause to human
health and the environment. EXamples of CECs are pesticides, nano-
particles, pharmaceuticals, synthetic hormones, flame retardants, plas-
ticizers, and others (Sauvé and Desrosiers, 2014). Among the commonly
encountered CECs, antibiotics have attracted considerable attention due
to their continued overuse in humans, livestock and aquaculture, their
presence in wastewater and their harmful effects on living ecosystems
(Xue et al,, 2015). These drugs are released into the aquatic environment

* Corresponding authors.
E-mail address: stumpf@ufmg.br (H.O. Stumpf).

https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.20

through various sources, such as the pharmaceutical industry, hospital
effluents, excretion of humans and animals, inadequate drug disposal in
landfills and sewage networks causing environmental pollution (Xue
et al., 2015; Pinto et al., 2019). Antibiotic residues in aqueous systems
have the potential to induce negative environmental effects, even atlow
concentrations, including antibiotic resistance, ecosystem disturbances
and possible risks to human health through potable water and the food
chain (Xue et al., 2015; Moura et al., 2018).

In this context, with the objective to enable sustainable economic
growth, preserving the environment, photocatalytic degradation of
pollutants and environmental remediation are important concerns (Ong
etal., 2016; Lin et al., 2020; Lin et al., 2019a; Lin et al., 2019b; Lin et al.,
2018; Colombari et al., 2020). Semiconductor-mediated photocatalysis
has become the focus of recent research on antibiotic waste treatment
because it is a green and efficient technology compared to conventional
techniques (Ong et al., 2016; Cao et al., 2015; TeiXeira et al., 2018). Due
to their electronic structure and unique physicochemical properties,

Received 19 May 2020; Received in revised form 10 August 2020; Accepted 11 August 2020
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0304-3894/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Keywords. An efficient photocatalytic nanofabric (IN\bOFe-NF) based on polycaprolactone (PCL) and immobilized iron
Visible light photocatalysis niobate (NbOFe) nanoparticles was produced through the electrospinning technique and applied to the photo-
Electrospinning degradation of methyl (MP), a highly hemical warfare simulant. Ph Iytic tests were
Na“‘"_ibe" = conducted in the absence of any solvent, relying only on the fabric, substrate, and visible light radiation. As a
;l;(:l:l‘l::]ﬂ:'aﬂare degradation result, an excellent conversion of 94.5 % of MP was obtained in 48 h of ph is. Furth , the pho-

toactive nanofabric proved to be extremely selective, converting MP and its original organophosphate product
into less toXic compounds. This entire process was exclusively photocatalytic, through /™ and O'H produced from

ambient humidity.

1. Introduction

Compounds with highly harmful health effects have been used as a
weapon since man began to understand the chemical nature [1]. Despite
the scars left by these powerful weapons in world wars, even today, their
use is stimulated by geopolitical conflicts. Recent episodes in Syria have
left global authorities concerned about the chemical warfare agents
(CWA). In April 2017, the United Nations reported that the Syrian
government used sarin gas, an extremely toXic synthetic organophos-
phorus compound with chemical formula C;H:oFO-P, to attack the op-
positionists in the city of Khan Sheikhun, where it left 87 fatalities and
more than 300 injured [2]. These types of terrorist attacks are unpre-
dictable, fatal, and all nations are vulnerable to them. Furthermore,
there are still no technologies to efficiently protect civilians or soldiers
from chemical warfare skin exposure [3,4].

Heterogeneous photocatalysis has shown to be one of the most
promising techniques for the destruction of CWA since it is possible to
use solar light as a trigger for this process [5-7]. However, few materials
have good photoactivity under visible light irradiation, which

* Corresponding author.
E-mail address: lcao@ufmg.br (L.C.A. Oliveira).
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corresponds to the largest fraction of the solar spectrum [8-10]. Another
obstacle is the disposal of solids in the form of suspension, which
dramatically limits their application [11,12]. Studies have been carried
out for the immobilization of heterogeneous photocatalysts in polymeric
materials targeting the destruction of toXic compounds [4,11,13-19].
Despite the publications on the subject, there is no work in the literature
using a photoactive nanofabric built by the electrospinning technique
for the degradation of CWA in the absence of solvents (i.e, only the
substrate, polymeric matriX and semiconductor), only in this way is it
possible to approach a real chemical attack and evaluate the nanofabric
activity in the detoXification of these deadly compounds.

Based on such premises, an amorphous photocatalyst with bandgap
energy in the visible range of the solar spectrum, the NbOFe, was syn-
thesized and immobilized on PCL nanofibers through the electro-
spinning technique. The resulting photocatalytic nanofabric, the NbOFe-
NF, was applied to the visible photodegradation (without any solvent) of
MP, its products were detected by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS) and the reaction mechanism was deter-
mined by theoretical calculations and EPR measurements allied to the

2020

Available online 9 December 2020
0926-3373/© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Keywords. The

of y-valerdl

(GVL) from levulinic acid (LA) was performed using the UV-
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Photocatalysis assisted accumulated electron transfer technique. For this purpose, a commercial niobic acid (HY-340) pro-
Biomass conversion duced by Companhi lurgia e Mineralurgia (CBMM) was used as photocatalyst. HY-340 showed

Brasileira M e
y-valerolactone higher efficiency in ethanol (a hole scavenger) and additional contact time with the substrate (48 h in the dark)

Photoreduction after the reaction under UV light. Longer illumination time leads to the conversion of by-products to GVL with

A lated

Ef::;: n,zmm maximum selectivity of 44.7 %. Electron ic r (EPR) allied with the spin
method indicated the red process occurs through the transfer of H'. Finally, O- pulse titration was

developed to quantify the electrons accumulated in the HY-340 conduction band. From this experiment, a sig-
nificant TOF value was calculated to 3.3 X 100 s considering that experiments were conducted at room

temperature and ambient pressure.

1. Introduction

For several centuries, derivatives of fossil compounds have been
supplying our demand for energy and chemicals. Despite this, little is
known about the longevity of its reserves, and the scarcity of non-
renewable sources can intensify the geopolitical frictions [1-4]. The
chemical conversion of lignocellulosic biomass is one of the most sus-
tainable alternatives to fossil inputs since this feedstock can be extracted
from non-edible biomass as crop wastes [5-8]. Plant biomass is
composed of lignin, cellulose, and hemicellulose. Cellulose and hemi-
cellulose represent the most substantial fraction of lignocellulosic
biomass, reaching up to 50 % and 35 % of their composition, respec-
tively. Their polymeric structures are composed of carbohydrates that,
in their monomeric form, can be easily converted into platform mole-
cules [6,7,0,10].

In 2004, the United States Department of Energy published the “Top
Value-Added Chemicals From Biomass,” a document that lists the plat-
form molecules with the highest potential for producing a family of
chemicals with commercial value. Among the listed molecules is levu-
linic acid (LA) that can be produced from both C5 and C6 sugars and

converted to downstream products like y-valerolactone (GVL) [11-13].
GVL s a colorless, stable, and low vapor pressure liquid. These and other
properties give GVL a broad spectrum of applications ranging from
green solvent to fuel additive [4,7,14,15]. The synthesis of higher GVL
yield from LA consists of two steps: i) reduction of LA to y-hydrox-
yvaleric acid (GHV), and ii) Fischer esterification (or
intra-esterification) of GHV to GVL [9,13,16] (Figure S1).

The limiting step is the selective reduction of the LA carbonyl group
[3-5]. Usually, H- is used to hydrogenate the LA into GVL catalytically.
However, noble metals, toXic and unstable complexes, and high
hydrogen pressures are required, which makes the process expensive,
dangerous, and less sustainable [2,8,10,15,17-19]. Acidity-catalyzed
reactions such as the Meerwein-Ponndorf-Verley reduction (MPV) and
catalytic transfer hydrogenation (CTH) has been extensively studied as
an alternative to conventional catalytic hydrogenation [4,6,15,16, 20~
22]. Despite that, these reactions demand temperature, and good
yields are limited to the use of secondary alcohols. Hence, it becomes
necessary to develop new alternatives for selective reduction. Hetero-
geneous photocatalysis has been a topic widely studied since the pub-
lication by Fujishima and Honda in 1972 [23]. As heterogeneous

* Cormresponding authors at: Departament of Chemistry, Federal University of Minas Gerais (UFMG), 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazil.
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We report the synthesis and characterization of two novel tetra-cationic porphyrins, containing Pt(i) or Pd
() polypyridyl complexes attached at the peripheral position of N4-macrocycle. Compounds were charac-
terized through elemental analysis, molar conductivity, cyclic voltammetry, and spectroscopy analysis.
Photophysical and photobiological parameters were also evaluated. Also, the binding capacity of each
porphyrin with human serum albumin (HSA) was determined by UV-Vis, steady-state, and time-resolved
fluorescence spectroscopy, combined with molecular docking calculations. The results suggest that the
interaction of these compounds is spontaneous, weak to moderate, and probably occurs at site Il (subdo-
main IB) by non-covalent forces, including van der Waals and H-bonding. Moreover, porphyrins contain-
ing peripheral complexes improve their interactions with biomolecules, show good photostability, gene-
rate reactive oxygen species under white light studied by electron paramagnetic resonance (EPR) analysis,

rsc li/dalton

1. Introduction

Porphyrins are organic macrocycles widely used as sensitizers
in photodynamic processes, including photodynamic therapy
of cancer (PDT) and antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT), due to their good photostability, high reactive oxygen
species (ROS) yield, and specific interaction with target bio-
macromolecules.! Different physicochemical factors determine
both safe-use and applications of different photosensitizers
(PS) in the photobiology, e.g., number of charges, aggregation
state, and hydrophobicity character2? The ROS formation is a
fundamental role in PDT assays since the combination of
photosensitizer (PS), oxygen (0:2), and adequate light will
produce reactive species. In this case, there are two main reac-
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and promote photo-damage of HSA.

tion mechanisms: type I which produces radical species, e.g.,
hydroxyl, superoxide, and hydroperoxide (‘OH, 02—, "OOH,
respectively) by electron/hole transfer, while type II might gen-
erates singlet oxygen (102) by energy transfer processes.3 Due
to their high reactivity, ROS can oxidize different biological
substrates and biomacromolecules, including nucleic acids,
lipoproteins, and albumin. -7

The meso-substituted porphyrins containing thienyl units (S
atoms) can be an excellent alternative for the formation of
novel peripherical cationic metalloporphyrins due to the
effective complex stabilization based on bonds between thiol
group and soft metal ions, e.g., Pt(u), Pd(u), and Ru(u) ions.2
Cationic porphyrins containing polypyridyl peripheral tran-
sition metal complexes such as Pt(u) or Pd(m) are good ROS
generators and their applications in photooxidative processes
have already been reported in the literature.912 To date, there
are few reports based on tetra-( pyridyl)porphyrin macrocycle
as main core for photodynamic assays.13-18

Some circulatory proteins such as human or bovine serum
albumins (HSA and BSA, respectively) are the most abundant
plasma proteins in the mammal’s bloodstream, being widely
applied for pharmacokinetic studies of potential drugs.1?
Serum albumin plays several important roles, including regu-
lation of plasma pressure, transport, and biodistribution of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2022
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The use of spin traps and redoX probes coupled with electron paramagnetic resonance (EPR) is a method
Hydroxy-TEMP frequently applied in the evaluation of the efficiency of ph itizers and ph 1) in phototherapeutic
Singlet oXygen and photocatalytic processes that involve reactive oXygen species. In this way, the method helps to clarify the
I{'deXPmb? hanism behind photo-induced reactions. Hyd TEMP is a very specific redoX probe for selectively iden-
g;:;:zi;adlcal tifying and quantifying singlet oXygen (*0.). In this work, the kinetics of radical generated by the oXidation
Porphyrins products of the HydroXy-TEMP redoX probe was analyzed from EPR spectra in aqueous solutions of several
Depaiih water-soluble porphyrins (TH-T4MPyP](OTs);, Na,[H.T4SPP], [H.T2MPyP(OTs),, [ZnT4MyPyPJ(OTs),,
Spin trapping [MnT4MyPyP](OTs)s, H-T4CPP, and [H-T4TriMAPP](OTs)4) under white light illumination. Different factors

Photodynamic therapy (PDT)

such as the concentration of the redoX probe, pH of the medium, and photostability of the porphyrins were
evaluated. A systematic study was carried out to reveal the factors associated with stable radical degradation
(TEMPOL) by illumination in the visible spectral region in systems containing photosensitizer (porphyrin) and
redoX probe (Hydroxy-TEMP). With the aid of EPR and gas chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-
MS) techniques, the mechanism of the radical degradation and the photobleaching of porphyrins were
i igated. After ive int with the porphyrin in its excited state, in alkaline aqueous solution
(pH > 10), the free radical TEMPOL is transformed into TEMPONE until the final diamagnetic product Phorone.
A protocol was elaborated to identify and quantify the generation of *0- by HydroXy-TEMP reliably, to avoid

possible errors in the interpretation of efficiency of photosensitizers.

1. Introduction

Free radicals and reactive oXygen species (ROS) are increasingly
importantin chemical reactions and biological applications. Therefore,
their quantification and identification are extremely important to
e reaction mecl [1-4], for example, in biological appli-
cations that promote selective cell death [5,6] with the use of thera-
peutic agents such as quinones, antitrypanosomal drugs, or fullerenes
[7-9]. The main technique for the detection of ROS or radical species is
the Electron Paramagnetic Resonance (EPR) technique, especially with
the use of redoX probes and spin traps. The use of EPR is justified by the
high sensitivity, specificity, selectivity, and easy quantification of
radical species, reasons that make this technique indispensable [10,11].

The use of the method is based on the oXidation of a redoX probe or a
spin trap by a specific ROS, forming a long-lived paramagnetic

¥oves gan
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compound (nitroXyl radical) detectable by EPR. ROS is a collective term
that describes the chemical species formed upon incomplete reduction of
oXygen such as superoXide radical (0.~ -), hydroXyl radical (OH - ), and
certain non-radical oXidizing agents such as singlet oXygen (*0-)
[12-16]. These species have a short lifetime, below the EPR detection
limit, requiring the use of redoX probes or spin traps.

Quantitative detection of singlet oXygen, through redoX probes,
directly assists in the evaluation of the efficiency of photosensitizers
used in promising cancer treatment modalities such as photodynamic
therapy (PDT) [17-19]. Among the photosensitizers (PS), we highlight
the porphyrins, a group of compounds that when illuminated in a spe-
cific spectral range, generate 'O and other radicals that lead to cell
death [20-22]. The generation of 0. occurs through the transfer of
energy in a non-radiative way between the excited state of PS and mo-
lecular oXygen in its ground state (type Il mechanism). The use of redoX
probes such as Hydroxy-TEMP (2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidinol)

E-mail addresses: henriquefvv@ufmg.br (H.F.V. Victoria), klaus@fisica.ufmg.br (K. Krambrock).
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abstract

Polymer aerogels of poly(acrylic acid) /poly(vinyl alcohol) (labeled as CPA) were prepared and tested as
support materials for different cationic porphyrin organocatalysts (denoted as TMPyP, TMPyPZn, or
TMPyPMn). The hybrid aerogels were characterized by various techniques, while their catalytic activity
was investigated towards the photodegradation of amoxicillin (AMX), caffeine (CAF), and naproxen (NPX)
under artificial visible light. Photodegradation experiments revealed that the CPA-TMPyPMn aerogel

Keywords:
Advanced oxidative processes
Aerogels

Catalysis

Emerging contaminants
Supported materials
Porphyrins

shows superior catalytic potential when compared to the others aerogels or the “free” TMPyPMn por-
phyrin. All pharmaceuticals were quickly degraded (before 60 min) and high COD removal rates (greater
than95%) were achieved at pH 7.0 and room temperature. The CG-MS data confirm the complete degra-
dation of all tested pharmaceuticals catalyzed by CPA-TMPyPMn. Recycling experiments revealed that
this hybrid aerogel keeps its photocatalytic efficiency for at least 15 reuse runs. In short, this original pho -
tocatalytic system is promising to mediate the removal of pharmaceutical contaminants from the aque-
ous medium.

© 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Perovskite-type LaMnO; obtained by the sol-gel method was used as a catalyst for imine synthesis in a
continuous flow system. The catalytic results revealed that the increase in temperature improves the catalytic
activity of LaMnO;, enhancing its conversion efficiency and selectivity. At 260 °C the system showed the best
result for conversion (>88%) and selectivity (>93%). No organic solvent was used in the catalytic reactions,
representing an important advantage in terms of simplicity and safety.

1. Introduction

Imines play a key role in the synthesis of fine chemicals in many
sectors, including the agricultural, biological, and pharmaceutical in-
dustries. The CN bonds observed in the structure of imines have
versatile organic transformations [1]. Heterogeneous catalysts have
been employed in the oXidative coupling of alcohols and amines [2],
using solvents such as benzene and mesitylene in strongly basic media
and long reaction times [3]. LaMnO; is a promising material for het-
erogeneous catalysis due to the coexistence of manganese as Mn3*/
Mn#" in its structure, its high capacity for oXygen adsorption and
reduction, and the high mobility of 0> ions in its lattice [4]. We report
here for the first time a straightforward synthesis of imine by the
oXidative coupling of benzyl alcohol to aniline using LaMnOj; as the
catalyst and a continuous flow system. No organic solvent was used,
which represents a great advantage in terms of simplicity and safety.
Moreover, this approach reduces the need for subsequent physico-
chemical extraction and purification steps.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis
LaMnO; was prepared by the sol-gel method [5]. La(NO3); 6H.O

(99,99%, Sigma-Aldrich) and Mn(NO3).-4H.-0 (97%, Sigma-Aldrich)
were used as precursors, while citric acid monohydrate (CA) (99,99%,

* Corresponding authors.
E-mail addresses: himadalcamand@

https://doi.org/10.1016 /j.matlet.2 32053

Sigma-Aldrich) was used as a complexing agent. The molar ratio of CA/
(La Mn) was kept at 1. Nitrates and CA were dissolved separately in
deionized water. The as-prepared solution was heated in air at 80 °C and
stirred to evaporate water. Subsequently, the obtained gel was air-dried
at 120 °C for 2 h and then ground into a fine powder using an agate
mortar. This powder was subsequently calcined in air at 700 °C for 5h
using a heating rate of 1 °C.min™".

2.2. Characterizations

X-ray diffraction (XRD) was carried out on a Philips-PANalytical PW
1710 diffractometer at a step size of 0.06° (26) and using CuK« radia-
tion. Transmission electron microscopy (TEM), energy dispersive spec-
troscopy (EDS), and selected area electron diffraction (SAED) were
carried out with an FEI Tecnai G2-20 SuperTwin microscope at an
accelerating voltage of 200 kV. N. desorption/adsorption isotherms
were obtained at _196 °C on a Quantachrome Autosorb IQ2 after out-
gassing under vacuum at 150 °C for 12 h. The specific surface area (SSA)
was obtained by the BET method and the pore size distribution by the
BJH model considering the desorption branch. Hydrogen temperature-
programmed reduction (H.-TPR) was performed in a fiXed bed quartz
reactor with a Quantachrome ChemBet 3000 analyzer. Electron Para-
magnetic Resonance (EPR) was conducted on an X-band MiniScope
MS400 (Magnettech, Germany) spectrometer operating at 40 mW of
microwave power, modulation field of 100 kHz with amplitude of 0.2
mT, magnetic field centered at 337 mT, scan time of 60 s and 4096
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The ph lytic degradation of ethylene is an efficient technology applied to the fruit ripening control. When
Ethylene ph Iyt ions remove ethylene from the storage and transportation environment of fruits and vege-
Reactive oXygen species tables, the respiration rate decreases, and the quality of food is preserved for a long time. It is well known that
Phnlwétﬂy‘fis photocatalysis involves the photogeneration of electron-hole pairs (e /h*) under light irradiation, separation,
?;:::o;“(x:::m and migration of charges on the material surface, oXidation and reduction reactions involving electrons and holes
Carbon wibid pairs, and charge recombination on the catalyst surface. In this study, we report the syntheses, characterization,

and evaluation of photocatalytic activity of the p-Ag-MoO./g-C;N, ph 1) to degrade ethyl in the gas
phase under UV-A irradiation. The effect of the B-Ag-MoO.:g-C;N, ratio on reactive oXygen species (ROS)
generation and increasing the electron/hole charge separation is evaluated in detail. Under UV-A illumination
and the absence of water, superoXide radicals are most efficiently produced in hybrid samples containing a
higher g-C;N, percentage, but lower O'>~ amount is formed in pure g-C;N.. The hybrid samples containing higher
amounts of g-C;N, are more efficient to degrade ethylene because of better ¢~ and h™ charge separation and

superoXide radicals’ formation, which participate in ethylene degradation.

1. Introduction

In recent years, hybrids of semiconducting photocatalysts hetero-
junctions with graphitic carbon nitride (g-C5Ny) have been investigated
as promising in photocatalytic applications, due to their adequate
bandgap for visible light absorption, as well as accessible syntheses, with
easy availability and non-toXic precursors [1,2]. Graphitic carbon
nitride has been successfully synthesized by a thermal polymerization
method using nitrogen precursors, such as dicyandiamide, melamine,
urea, and thiourea [3-8]. However, its application alone is scarce due to
the fast electron-hole pairs recombination of electrons and holes [3]. For

that, the combination with another semiconductor can reduce the
recombination rate, and enable better photocatalytic activity [5.9-13].

Silver molybdate compounds present different molecular structures

depending on the method used in their syntheses [14-17]. The Ag.MoO,4

form can be applied as photoluminescent material, conducting glass,
biological sterilizer, and photocatalyst [18-23]. This compound pre-
sents two crystalline structures: tetragonal (X-phase, metastable) and
cubic (B-phase, stable thermodynamics) [24]. Besides that, different
morphologies can be obtained, depending on the synthesis conditions,
like that was obtained by Cui et al. [25], Singh et al. [16], Kumar et al.
[15], Wang et al. [17].

The combination of two or more photocatalysts may enhance the
charge separation and shrinking the band gap energy and, therefore, the
possibility to be active under visible light [26-30]. Moreover, many
authors developed novel materials that combine carbon nitride and
silver compounds, making possible their use as photocatalysts in
aqueous suspension, as reported by Pandiri et al. [31], Zhang and Ma
[32], and Liu et al. [33] using different methods for synthesis. Never-
theless, the application of these hybrid photocatalysts for gas-phase
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords. After the discovery that commercial niobic acid (Ho) is able to reduce the levulinic acid in value added mole-
Photocatalysis cules, Ho was thermally treated at 200 °C, 400 °C, and 600 °C, generating the niobium oXides H1, H2 and H3 and
Niobium oXide the photocatalytic improvement towards reduction was investigated. Although the higher temperatures signif-
O'Xid" defects X icantly decreased the specific surface area, it was important to remove surface hydroXyl groups and create the T
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and TT-Nb205 phase miXture in H3 which were responsible for its best perfc
almost 99% of selectivity for reduced products). To further improve the H3 pk
was performed in H- flow to produce oXygen vacancies in the structure of the new photocatalyst (H30V). This
simple modification method increased ~7% of products yield, which is the best photocatalytic result obtained for
pure niobium oXides so far, and proved that it is possible to significantly increase photocatalytic performance
without laborious modifications. The electronic and structural differences between H3 and H30V were inves-
tigated by XRD Rietveld refinement, EPR, HR-TEM, DRS and SAED analyses.
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1. Introduction

Levulinic acid (LA) is one of the most promising molecules derived
from lignocellulosic biomass [1.2]. LA can be obtained directly through
the dehydration of both furfuraldehyde and 5-hydroXymethylfurfural
(HMF) [3.4]. Due to carboXyl and carbonyl functional groups, it is
possible to synthesize various products with different applications, such
as fuel additives, food flavorings, pesticides, polymeric precursors, green
solvents, plasticizers, resins, and other platform molecules [5]. Although
several methods transform this versatile compound, none is as prom-
ising and sustainable as heterogeneous photocatalysis [6-0].

Heterogeneous photocatalysis occurs when the semiconductor ab-
sorbs photons with equivalent or higher energy than that necessary to
overcome the bandgap, promoting the transition of electrons (e”) from
the valence band (VB) to the conduction band (CB), leaving holes (47)in
VB. The ¢/h™ pairs can permeate the semiconductor’s entire structure,
and most of the time, they recombine and return their energy to the
medium as photons and/or phonons. On the other hand, when the
photogenerated charges reach the surface of the photocatalyst, they can

* Corresponding authors.

react with adsorbed species; the 4™ oXidize electron donors and the &
reduce electron acceptors [10].

The mechanism behind this technique may seem straightforward,
but it is quite the opposite. When it involves organic molecules, the
reactions take place via radicals that make the system extremely com-
plex [11]. Furthermore, it is not easy to correlate the steady-state surface
properties with the reaction path. Unlike many conventional catalytic
systems, “photocatalytic sites” have a very short lifetime [12]. These are
the main reasons behind the scarcity of articles focused on photo-
catalytic conversion and the mechanism assessment of versatile mole-
cules such as levulinic acid [13].

Recently, some photocatalytic systems have been designed to add
value to lignocellulosic biomass platform molecules, most of them based
on TiO. [7,13.14]. Despite the good photocatalytic activity of TiO.
(mainly for oXidation purposes, via photogenerated holes, because its
conduction band energy level is not so negative [15,16]), its overrated
application limits the knowledge about the potential of other promising
semiconductors for this type of chemical transformation. The Nb-Os is a
semiconductor that has been gaining visibility in the heterogeneous

E-mail addresses: balenagabriel@gmail.com (J.B.G. Filho), lcao.ufmg@gmail.com (L.CA. Oliveira).

3
35

https://doi.org/10.1016 /j.cej.2022.1379,

Received 26 April 2022; Received in revised form 16 June 2022; Accepted 3 July 2022

Available online 6 July 2022
1385-8947/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.



