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Resumo

Os monolitos, também designados como fases estacionarias continuas, sao uma classe
relativamente nova de fases estacionarias, constituida por uma estrutura continua, Unica,
composta por uma rede intercruzada de canais, 0 que os torna altamente porosos. Podem
ser usados em diferentes tipos de cromatografia, como a cromatografia de afinidade. Sendo
esta uma técnica das mais selectivas, em que se consegue a separacdo de biomoléculas com
um elevado grau de pureza, aliada a porosidade dinamica destes mondlitos, permite que as
moléculas passem unicamente por conveccao, com uma elevada transferéncia de massa entre
a fase estacionaria e a fase movel. Deste modo, a combinacdo destas ferramentas fazem deste
conjunto uma mais-valia na bioseparacao.

Com este trabalho pretendeu-se optimizar as condicdes de sintese do mondlito
resultante da polimerizacao entre o metacrilato de glicidilo e o dimetacrilato de etileno, de
modo a comparar o seu desempenho relativamente a monélitos comercias para purificacao de
biomoléculas, usando aminocianinas como ligandos. Esta optimizacao das condicdes reaccionais
serviria igualmente de base para uma nova abordagem em que a aminocianina se ligaria
inicialmente a um dos co-monomeros (metacrilato de glicidilo), sendo apenas posteriormente,
efectuada a polimerizacao com o dimetacrilato de etileno.

Apesar de a utilizacdo de monélitos ja estar bastante difundida para a purificacao
de biomoléculas, o uso de cianinas como ligados esta numa fase inicial. Assim, a sintese de
aminocianianas que iriam ser posteriormente usadas como ligandos foi, igualmente, um dos
objectivos deste trabalho.

Os corantes sintetizados foram, caracterizados por ponto de fusao, espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de protdo e carbono e espectrofotometria de infravermelho e
ultravioleta/visivel.

De modo a encontrar mondlitos que reinam as condicdes acima indicadas, realizou-
se um estudo onde se fez variar a composicao dos solventes porogénicos, tempo e tipo de
iniciador.

Sao discutidos os resultados obtidos, quer na preparacao das monometinocianinas
funcionalizadas, quer na sintese dos seus precursores. Sao igualmente discutidos os resultados

obtidos na sintese dos monolitos.

Palavras-chave

Aminocianinas, Cromatografia de Afinidade, Dimetacrilato de Etileno, Ligandos, Mondlitos,

Metacrilato de Glicidilo.



Abstract

The monoliths, also known as continuous stationary phases, are a relatively new
class of stationary phases consisting of a continuous structure, one composed of a grid of
channels intercrossed, which makes them highly porous. They can be used in different types of
chromatography such as affinity chromatography. This technique is one of the most selective
in which one achieves the separation of biomolecules with a high degree of purity, combined
with the dynamic porosity of monoliths, allows molecules to pass only by convection, with a
high mass transfer between stationary phase and mobile phase. In this way, the combination of
these tools make this set a gain on bioseparation.

This work aimed to optimize the synthesis conditions of the monolith resulting from the
polymerization of glycidyl methacrylate and ethylene dimethacrylate in order to compare their
performance against commercial monoliths for purification of biomolecules, using aminocyanines
as ligands. This optimization of the reactional would also serve as the basis for a new approach
that would bind aminocyanine initially with a co-monomer (glycidyl methacrylate), and only
later carried out the polymerization with ethylene dimethacrylate.

Although the use of monoliths is already widespread for the purification of biomolecules,
such as the use of cyanine ligands are at an early stage. Thus, the synthesis of aminocyanines
that would later be used as ligands was also one of the objectives of this work.

The compounds synthesized were characterized by melting point, nuclear
magnetic resonance spectroscopy of proton and carbon and infrared and ultraviolet-visible
spectrophotometry.

In order to find monoliths that meet the above conditions, we carried out a study where
the composition porogenic solvents, time and type of initiator was varied.

The results observed in the preparation of aminecyanines and their precursors as well

as in the synthesis of monoliths are discussed.

Keywords

Aminocyanines dyes, Affinity chromatography, Ethylene dimethacrylate, Glycidyl methacrylat,
Ligands, Monoliths.
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Capitulo 1 - Introducao




1.1- Cianinas

O primeiro corante sintético com algum interesse comercial foi obtido por William
Perkin em 1856, tendo sido denominado mauveina. No mesmo ano, Greville Williams, ao
aquecer quinolina, que continha lepidina como impureza, com iodeto de isoamilo e hidroxido
de sodio, sintetizou um corante azul, a que deu o nome de cianina V. Este nome tem origem
no grego Kianos, que significa azul-escuro ®. Mais tarde, em 1873, H.W. Vogel comecou a usar
cianinas como corantes em fotografia. Desde entao, as pesquisas sobre estes corantes tiveram
um grande desenvolvimento ©).

As cianinas, corantes polimetinicos, sdo caracterizadas por terem na sua constituicao
uma cadeia de ligacdes duplas conjugadas, com um nimero impar de atomos de carbono, que

promove a unido de dois nlcleos heterociclicos com pelo menos um atomo de azoto (figura 1.1)

@),

3 2

NN
N n I}l
| X

R1 R2

Y=ZouY=Z=S5,Se, O, C(CH,),, -CH=CH-, etc.
X=1, Br, Cl, Tos, ClO,, etc.

R;=R,0uR, =R, =alquilo ou alquilsubstituido
n=0,1,2,3, ...

Figura 1.1- Estrutura geral das cianinas

Apesar de um azoto ser terciario e o outro quaternario, a carga positiva nao se encontra
especificamente num dos atomos de azoto, mas sim ao longo da cadeia. Uma cianina é, entao,
vista como um hibrido de ressonancia de duas estruturas canoénicas, pelo que, apesar de se usar
apenas uma por simplicidade, nenhuma férmula simples da uma representacao completa @ ©),

No que diz respeito ao comprimento da cadeia, n pode ser 0,1,2,3 ou mais, verificando-
se um aumento da instabilidade com o comprimento da cadeia. Deste modo, cianinas nas
quais os nucleos estao ligados por um grupo metino (n=0) tém o nome de monometinocianinas
ou, simplesmente cianinas; quando tém uma cadeia trimetinica (n=1) designam-se por
trimetinocianinas ou carbocianinas; o termo pentametinocianinas ou dicarbocianinas refere-se as
cianinas que possuem uma cadeia pentametinica (n=2); quando os nlcleos se encontram ligados
por uma cadeia de sete carbonos (n=3), estes corantes sao designados de heptametinocianinas

ou tricarbocianinas e assim sucessivamente .,



1.1.1- Caracteristicas das cianinas

As cianinas absorvem numa gama muito larga do espectro electromagnético, desde os
340 nm até aos 1400 nm, gama correspondente ao intervalo que vai do ultravioleta (UV) ao
infravermelho (IV), estando a sua cor relacionada com a interaccao de ressonancia entre os
atomos de azoto nos extremos da cadeia conjugada, envolvendo, deste modo, o movimento
da carga positiva. Esta cor pode ser influenciada por factores como a natureza do nlcleo, o
comprimento da cadeia polimetinica e o efeito de substituintes no nicleo e na cadeia @ @,

Aposicao de absorcao é afectada pelo comprimento da cadeia, que provoca um desvio na
mesma para regides de maior comprimento de onda, cerca de 100-120 nm por cada incremento
vinilico (CH=CH) ®. A posicao do maximo de absorcado da cianina € também influenciada pela
variacao do nucleo heterociclico. Um bom exemplo que retrata esta variacao é o facto de uma
cianina que contenha dois grupos de benzoxazole absorver na regiao do UV enquanto outra, que
contenha dois nlcleos de benzotiazole, ja absorver na regido do visivel .

E de referir que estes corantes apresentam uma estabilidade relativamente boa, altos
coeficientes de absorcao molar e intensidade de fluorescéncia média ©.

Embora a natureza do anidao nao afecte a accao sensibilizadora da cianina, é bastante
relevante na solubilidade. Os iodetos sao muitas vezes escolhidos para caracterizar novos corantes,
devido a sua solubilidade comparativamente baixa e ao seu bom poder de cristalizacao ©.

Por outro lado, os sulfatos de alquilo, devido a sua maior solubilidade, sdo, muitas
vezes, adicionados a emulsdes fotograficas. Os tosilatos de alquilo sao bastante usados porque
sdo menos toxicos que os sulfatos de alquilo embora, dando como eles, corantes mais sollveis

que os iodetos @,

1.1.2- Métodos de sintese

O processo usado para a sintese de cianinas depende do comprimento de cadeia
polimetinica pretendida ©@.

De um modo geral, pode dizer-se que a sintese destes corantes envolve varias etapas
que se resumem a simples sequéncias de adicoes de reagentes nucleodfilos e electrofilos,
precedidas ou seguidas por desprotonacdes e remocdo de grupos de saida. Na presenca de
bases os precursores chave, sais de alquilamonio de 2-metilbenzoazois, dao origem a bases
metilénicas nucleodfilas, também denominadas bases de Fischer ©.

Assim, para a sintese de monometinocianinas, o método do tioalquilo (esquema 1.1) é

o mais difundido © @,



X: Y
R.X J—
/>—CH3 o FJx>—{:|'|3
N =
l X
R, Z ¥
;:IWN
3 -
RoX
)—SCH, ,,/>—5CH3
N 2 Ry=R; ou Ry=R;
Rz =Y ou Z=Y

Esquema 1.1- Método do tioalquilo para obtencao de monometinocianinas simétricas e assimétricas

Este método consiste na reaccdo de condensacao entre dois sais quaternarios de aménio
heterociclicos, em que um possui um grupo metilo reactivo e o outro, um grupo tioalquilo
como grupo de saida, permitindo a obtencao tanto de cianinas simétricas como assimétricas.
No entanto, apresenta algumas desvantagens, das quais se pode destacar a producao de
metanotiol, um forte poluente, que apresenta um odor bastante desagradavel e, nalguns casos,
a troca entre os substituintes S-alquilo e N-alquilo dos sais quaternarios de aménio, o que pode
conduzir a misturas de produtos.

Quando se pretende sintetizar trimetinocianinas simétricas, o método mais
frequentemente utilizado é o do ortoéster (esquema 1.2) que envolve o aquecimento de
um sal quaternario contendo um grupo metilo reactivo, com um ortoéster, normalmente o

trietilortoformiato, habitualmente em piridina © .

Y CH(OEt)3
" ) >—CH3 +/>/\/\.<
N  _

Base A

|
R, R R

Esquema 1.2- Método do ortoéster para obtencédo de trimetinocianinas simétricas.

0 método da N,N "-difenilformamidina (esquema 1.3), tem particular destaque na
sintese de trimetinocianinas, uma vez que permite sintetizar cianinas tanto simétricas como
assimétricas. As diarilformamidinas, Ar-NH-CH=N-Ar, das quais se destaca a difenilformamidina
(Ar=C,H,), sao os reagentes mais frequentemente usados, tanto para a obtencao de corantes
simétricos, por condensacao com duas moles do sal quaternario com o grupo metilo reactivo,
como para obter o composto intermediario, por condensacao com um equivalente do sal,
dando-se, em seguida, a condensacdo da hemicianina com um sal quaternario diferente do de

partida © ),



W
Y PhN=CHNHPh ¥ |~|~l
+>_CH3 . +W \@
N _ CH;COOH ou Ac;0, A N
g |
1 R1

Y L
@hb—CHB Base, A Base, A @;{}CH::’

Ix |X
R,

Y

N Y Y z
T OO~
X l;l r~|1 %X hll

1
Ry= Ry ou RyzR,
W= H ou COCH

Esquema 1.3- Método da N,N '-difenilformamidina para obtencédo de trimetinocianinas simétricas e
assimétricas

0 método do 1-anilino-3-aniloprop-1-eno (esquema 1.4) € um método em tudo idéntico
ao da difenilformamidina mas que conduz a formacdo de pentametinocianinas. Consiste na
condensacao de um sal quaternario com um grupo reactivo com o 1-anilino-3-aniloprop-1-eno
na presenca de anidrido acético. Os sais produzidos desta maneira podem reagir, na presenca
de uma base, com o sal quaternario apropriado, produzindo dicarbocianinas simétricas ou

assimétricas © ™,
w
Y PhNH-CH=CH-CH=NPh Y lll
+/>_ CH3 - +W
N _ CH;COOH ou Ac,0, A N 2
é1 X I X~
Y
©E+/>—CH3
N -

| X

Ry

z
Base, A Base, A @[H)— CH;

| X
RZ

Y

Y Y. Y z
LI Uy 10
I X I I X I
R Ry R R,

Ri= R; ou Ry=R,

W= H ou COCH;

Esquema 1.4- Método do 1-anilino-3-aniloprop-1-eno para obtencao de pentametinocianinas simétricas e
assimétricas



As heptametinocianinas podem ser sintetizadas por um procedimento em tudo idéntico ao
das pentametinocianinas, mas usando o 1-anilino-5-anilopenta-1,3-dieno em vez do 1-anilino-
3-aniloprop-1-eno. Deste modo, por este método podem sintetizar-se heptametinocianinas
tanto simétricas como assimétricas © @,

A fotoestabilidade das pentametinocianinas e das heptametinocianinas € relativamente
baixa, quando comparada com a dos corantes com menor cadeia metinica ' © @, Para aumentar
a estabilidade, é frequente a introducao de carbociclos na cadeia insaturada, por substituicao
de uma unidade etilénica, de modo a estabilizar as cianinas através da rigidificacao.

Exemplos ilustrativos desta estratégia sdao os derivados dos acidos esquaricos e
croconicos, no caso das pentametinocianinas e a utilizacdo de bisaldeidos insaturados ou
equivalentes, para as heptametinocianinas.

Para além dos métodos de sintese referidos anteriormente, que sao os mais gerais e os
mais usados, existem muitos outros que permitem sintetizar corantes polimetinicos com iguais
ou diferentes comprimentos de cadeia e que nao sao mais do que pequenas variacoes destes

métodos 7.

1.1.3- Aplicacées

A principal aplicacdo deste tipo de corantes ndao é como agentes de coloracdo, mas
sim como corantes funcionais. Dado que as cianinas possibilitam a introducao de uma grande
variedade de alteracGes estruturais, estas apresentam vastos campo de aplicacdes, alguns dos
quais de alta tecnologia " ®:

« Sensibilizacado fotografica ¢ © @ @),

o Fotocondutores organicos (fotossensibilizadores para electrografia, xerografia e
impressao laser) ®;

» Tecnologialaser, comusos muitovariados, destacando-se namedicina (fotossensibilizadores
em terapia fotodinamica, no tratamento de tecidos tumorais, oftalmologia, intervencoes
cirlrgicas) © ™ ©);

o Antitumorais (embora com actividade relativamente baixa) © @) ©;

» Métodos de analise para determinacao de proteinas ultra-sensiveis especificas do HIV-1,
por marcadores fluorescentes no infravermelho (IV) ©;

» Reagentes sensiveis para a deteccao de metais 7 ®);

o Mostradores de cristais liquidos (LCD) ©;

» Corantes téxteis, sobretudo com aplicacdo em acrilicos, embora limitados pela pouca
estabilidade perante a luz®;

o Marcadores para diferentes moléculas biolégicas (proteinas, acidos nucleicos,
oligonucleotidos e DNA) @) (10

« Ligandos, para a separacao de biomoléculas, por cromatografia de afinidade (CA) @ (10 (1),



1.2- Cromatografia de Afinidade

O desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas, o crescimento da indlstria
biotecnoldgica e os resultados em torno do impacto da gendémica e protedmica, sdo alguns
exemplos de areas que exigiram o desenvolvimento de novas ferramentas analiticas e
preparativas. Estas novas abordagens permitem a resolucao e caracterizacao de complexos
conjuntos de misturas de moléculas, com um alto rendimento e subsequente purificacdo das
moléculas-alvo. Um outro aspecto, ndo menos importante, diz respeito a objectivos cientificos
em termos de escala, preco e quantidade, tentando ndao aumentar os custos de producao. As
pressdes financeiras geram uma abordagem mais cautelosa na aprovacao de técnicas de alto
custo e uma concordancia geral entre a comunidade cientifica, para a reducao do nimero
de etapas de purificacao. Assim, os processos de purificacao tendem a ser repensados, com
o objectivo de obter compostos mais puros. A escolha de uma estratégia de purificacdo é
determinada pelos custos, eficacia e robustez (2,

Deste modo a cromatografia € uma técnica que retne estas condicdes, uma vez que,
consoante as caracteristicas da amostra a separar, permite a utilizacao de um diferente tipo de
cromatografia.

Existem varias técnicas de cromatografia, que podem ser classificadas de acordo com

as propriedades mais relevantes do soluto, como se demonstra na tabela 1.1 e na figura 1.2 3,

Tabela 1.1- Classificacao dos processos cromatograficos, segundo a propriedade
molecular mais relevante (¥

Tipo de Cromatografia Propriedade molecular relevante
Cromatografia de troca ionica Carga eléctrica
Cromatografia de afinidade Interaccao bioespecifica

Cromatografia de interaccao hidrofobica Hidrofobicidade

Cromatografia de filtracao em gel Tamanho e forma
Cromatografia de fase reversa Hidrofobicidade
Cromatografia covalente Presenca de grupos reactivos

Filtracdo em Gel Interaccao Hidrofébica Troca lénica Afinidade

Figura 1.2- Esquema de alguns processos cromatograficos mais relevantes (4.



A cromatografia tem por base a retardacao selectiva dos componentes de uma mistura,
quando esta percorre lentamente um leito fixo de particulas absorventes, que se encontram
desordeiramente numa camada ou ordenadas numa coluna.

Existem trés elementos fundamentais nos sistemas cromatograficos: uma fase
estacionaria, com grande area superficial; uma fase movel fluida, que contacta com a primeirae
a amostra a separar. Entre a fase estacionaria e a fase mével estao distribuidos reversivelmente
os componentes da amostra, sendo este o motivo que torna possivel a separacdo, tendo em conta
o coeficiente de distribuicao. A medida que sdo arrastados pela fase mével, os componentes da
amostra sdo diferentemente retardados pela fase estacionaria .

A CA é uma técnica altamente selectiva e baseia-se na excepcional possibilidade
de algumas substancias biologicas activas se ligarem especifica e reversivelmente a outras
substancias, denominadas de ligandos. Esta técnica simula e explora os processos bioldgicos
naturais como o reconhecimento molecular, para a purificacdo selectiva da molécula-alvo. O
ligando que esta imobilizado, tem a capacidade de se ligar especificamente a uma determinada
substancia (',

A introducdo desta técnica, desenvolvida durante os anos 60 e 70, representou a
primeira exploracao das caracteristicas biologicas especificas das proteinas, tendo em vista a
sua purificacao (12 (1%,

De todas as técnicas de purificacdo usadas, a CArevela-se como sendo a mais selectiva.
E incomparavel na tecnologia de purificacdo pois é a Unica técnica que permite a purificacio
de uma biomolécula com base na sua funcdo biolégica ou estrutura quimica individual,
preservando a actividade bioldgica das proteinas isoladas e permitindo o isolamento destas
a partir de solucoes muito diluidas. Permite a separacao tanto de moléculas pequenas, como
de macromoléculas e de misturas muito dificeis de separar (separacdao de estereoisémeros
ou mesmo de enantiomeros). O baixo custo, a possibilidade de ser novamente reutilizada,
a facilidade de armazenamento seco do gel, uma recuperacao do material activo bastante
elevada, sao outras das vantagens que esta técnica apresenta 9.

Assim, os métodos de purificacdo convencionais baseados na precipitacao com sais,
alteracoes da temperatura, pH, foram substituidos por estratégias sofisticadas e altamente

selectivas, baseadas na CA (2,

1.2.1- Ligando

O ligando desempenha um papel muito importante no sucesso de uma purificacao
por afinidade. Este pode ser classificado como biologico ou nao biolégico, como é o caso dos
aminoacidos e anticorpos, ou dos corantes e metais, respectivamente. Os ligandos biolégicos
apresentam uma grande especificidade biologica pela molécula, enquanto os ligandos nao
bioldgicos sdo na maior parte das vezes tornados especificos por variacao e optimizacao das

condicoes de ligacao e eluicdo. Por outro lado, os ligandos biologicos sao frequentemente



instaveis e limitados a condicdes suaves, ao passo que os sintéticos sdo robustos, nao sendo
susceptiveis a desnaturacdo e sendo mais estaveis a fortes condicoes de eluicao 9.

De salientar também que os ligandos naturais sdo geralmente dificeis de obter pois eles
proprios requerem muitas vezes uma pré-purificacao, sdo instaveis quimica e biologicamente,
tendem a ser bastante caros, dificeis de imobilizar, apresentam variacdes consoante o lote de
fabrico e sdao muito instaveis as condices usadas na limpeza e esterilizacao, diminuindo o seu
tempo de vida Util. Assim, a substituicao de ligandos naturais por ligandos sintéticos apresenta
varias vantagens (7,

0 uso de corantes como ligandos em CA tem sido considerado como uma das importantes
alternativas aos ligandos naturais, tendo a capacidade de interagir com um grande nimero
e tipos diferentes de proteinas, em muitos casos de uma forma bastante especifica. Estes
corantes sdao normalmente baratos, encontram-se disponiveis comercialmente e podem ser
facilmente imobilizados, especialmente em matrizes que contenham grupos hidroxilicos (.

Os corantes reactivos, desenvolvidos ha cerca de 40 anos e utilizados rotineiramente
na indUstria téxtil, sdo os melhores exemplos de ligandos sintéticos. A grande maioria destes
corantes téxteis utilizados em CA é normalmente do tipo antraquinonas, ftalocianinas ou
corantes azo, ligados a um grupo reactivo, normalmente um anel mono ou diclorotriazinico (",

De uma maneira geral costumam possuir grupos sulfonicos para tornar a molécula
solivel em meios aquosos "M (18, As biomoléculas e os corantes interagem de uma forma bastante
complexa e grande parte destas interaccoes ainda nao estdo totalmente esclarecidas. Podem
ser classificadas como “especificas” ou “nao especificas”, caso a interaccao seja feita no sitio
da ligacao do ligando, ou nao. Estas interaccoes podem ser de todo o tipo de forcas descritas
entre moléculas, tais como ligacoes de hidrogénio, Van der Walls, hidrofobicas, electrostaticas,
bem como interaccoes n-w entre os anéis aromaticos do corante e os residuos dos aminoacidos

das proteinas (" ("9,

1.2.2- O Suporte e a matriz

O termo “suporte” ou “meio” é compreendido como sendo a combinacdo de um
ligando, de configuracao molecular conhecida e firmemente ligado (imobilizado) a uma matriz,
usualmente uma substancia sélida insolavel.

A matriz de afinidade pode ser constituida por qualquer material que apresente o
maximo das propriedades desejadas para este fim e ao qual um ligando bioespecifico possa
ser covalentemente ligado. Idealmente, deve apresentar caracteristicas como ser inerte,
hidrofilica, ndo biodegradavel, estavel quimica e mecanicamente, resistente a solventes, a
condicoes oxidantes e a variacoes de pH, apresentar boas condicoes de fluxo, auséncia de
efeitos de adsorcao nao especificos e deve ser economica .,

A determinacdo da velocidade de transferéncia de massa do soluto dentro do leito



cromatografico e a sua capacidade efectiva de ligacdo com o ligando, é auxiliada pela
caracterizacao fisica do suporte, diferenciando o tamanho das particulas, volume e area
superficial dos poros. Assim, deve decidir-se se o suporte a usar € produzido pelo préprio utilizador
(como foi o caso neste trabalho), ou se se deve usar um suporte disponivel comercialmente.
Idealmente, o suporte de afinidade deve conter o ligando correcto e ligado optimamente a

melhor matriz disponivel ?9,

1.2.3- Cadeias espacadoras

As substancias biologicas apresentam, por vezes, sitios activos que se encontram
localizados dentro da molécula o que faz com que adsorventes preparados pela ligacao directa
de ligandos pequenos a matriz possam exibir baixa capacidade. Tal facto deve-se ao impedimento
provocado pela matriz que nao permite que as substancias (macromoléculas) interajam com o
ligando @V,

Para aumentar o acesso do ligando relativamente as macromoléculas com as quais deve
interactuar, moléculas de baixo peso molecular ou cadeias espacadoras sao introduzidas entre

a matriz e o ligando. Este processo apresenta especial utilidade para ligandos de reduzidas

dimensbes comparativamente as macromoléculas (figura 1.3) @) @),
M

| Centro de ligacdo de M
M Macromolécula
L Ligando

Figura 1.3. Efeitos de uma cadeia espacadora na interaccao macromolécula-ligando 4.

As cadeias espacadoras sao, normalmente, cadeias lineares hidrocarbonadas funcionais
nas suas extremidades, o que permite a ligacdo simultanea ao suporte e ao ligando. As mais
frequentemente usadas sao a etilenodiamina, a diaminodipropilamina, o 1,6-diaminohexano, o
acido succinico, etc 9,

O comprimento da cadeia € um aspecto a considerar pois, se a cadeia for muito longa,
podem produzir-se efeitos nao especificos que reduzem a selectividade da separacado, no
entanto, se a cadeia for demasiado pequena, nao é efectiva e, nesse caso, o ligando falha na

ligacdo a substancia da amostra (4 @3,
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1.2.4- Procedimento de eluicao

Para o sucesso da purificacao devem escolher-se correctamente as condicdes de eluicao,
para quebrar uma interaccao de afinidade, sendo este processo tao importante como a escolha
das condicbes de ligacdo. Um optimo tampao de eluicdo deve libertar a substancia retida no
minimo volume de eluente, mantendo simultaneamente a integridade do material purificado e
a actividade 2,

As interaccoes ligando-proteina baseiam-se na combinacao de ligacbes electrostaticas,
hidrofdbicas e por pontes de hidrogénio, pelo que se espera que agentes capazes de enfraquecer
tais interaccoes funcionem como eluentes nao especificos. O grau de estabilidade da proteina
retida juntamente com estes trés tipos de interaccbes vai influenciar a escolha do eluente
apropriado. Porém, para haver uma eluicao eficaz tem que ser criado um compromisso entre
a escolha do eluente (ou combinacao de eluentes), de maneira a precaver a desnaturacao da
proteina purificada @".

Para eluir biomoléculas de colunas de afinidade podem ser utilizados variados métodos,
sendo as técnicas mais utilizadas a alteracao do pH e da forca idnica. Catides divalentes tém
também sido usados como um método de eluicdo especifica para, por exemplo, cinases e
desidrogenases. Muitos substratos, cofactores e outros ligandos especificos solUveis sao usados

para eluir macromoléculas bioespecificamente ?4,
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1.3 - Mondlitos

Actualmente a tecnologia de colunas para cromatografia liquida permite a producao
de particulas bem definidas e cada vez menores, acompanhando a diminuicao do comprimento
e do diametro da coluna. No entanto, as colunas constituidas com materiais particulados
parecem ter alcancado o seu limite de desempenho nos equipamentos convencionais. Embora
tecnicamente seja possivel uma maior reducdo do tamanho das particulas, na pratica esta
possibilidade torna-se inviavel. A diminuicdo da permeabilidade das colunas compostas por
particulas muito pequenas provoca um aumento acentuado da resisténcia ao fluxo da fase
movel e, consequentemente uma consideravel queda de pressao ao longo da coluna, resultando
em separacgoes de baixa eficiéncia. Deste modo, novas estratégias tém sido desenvolvidas para
a obtencao de colunas mais eficientes .

Os mondlitos, também denominadas por fases estacionarias monoliticas, representam
uma nova geracao na separacao cromatografica, com caracteristicas completamente diferentes
dos suportes convencionais @9,

A palavra “mondlito” deriva do latim monolithus e significa “pedra Unica”. Esta

designacdo deve-se ao facto das fases estacionarias monoliticas se assemelharem as

Apesar de ser um tema de pesquisa bastante actual, a A ;
q _ - S
q.
‘ -

caracteristicas porosas destas pedras (figura 1.4) @, 1 3
A\

primeira aplicacao das fases monoliticas deu-se no inicio da década

de 70, quando Ross e Jefferson utilizaram esponja de poliuretano,
como fase estacionaria para cromatografia gasosa e cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (HPLC). Devido a excessiva dilatacao e
ao amolecimento com alguns solventes organicos, o interesse
pelas fases estacionarias monoliticas aumentou bastante @®. So
a partir do ano 2000 é que as fases monoliticas se tornaram mais
conhecidas, quando os monolitos de silica se tornaram disponiveis
comercialmente. Desde entdo, estes materiais tém sido alvo de
grande investigacao por parte da comunidade cientifica @, -
Uma fase monolitica é um meio continuo de separacéo (fase ~ Figura 1.4- Monolito

ou suporte contendo uma “particula Unica”), normalmente em

formato cilindrico, possuindo uma estrutura sélida e altamente porosa, de pequenos dominios
(esqueletos ou globulos) e canais relativamente grandes, que fornecem altas permeabilidades
e eficiéncia da coluna (figura 1.5). A preparacao de cilindros monoliticos poliméricos organicos
é relativamente simples e realizada dentro da propria coluna cromatografica, através de uma

polimerizacao in situ 9,
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Regidao externa
Dominios FE impermeavel

Canais

Transporte de Transporte de
massa por conveccao massa por difusao

Figura 1.5- Fase estacionaria monolitica ©9.

A fase movel passa pela coluna, principalmente através dos canais do mondlito, nos
quais a estrutura e geometria oferecem uma menor resisténcia a passagem da fase movel, em
relacdo aos materiais particulados. Assim, é possivel realizar analises sem perdas significativas
da eficiéncia de separacdo, sendo esta uma das principais vantagens oferecida pelas fases
monoliticas, a par de uma reducdao do tempo de analise, sem comprometer a resolucao
cromatografica ¢V,

As fases monoliticas, devido a sua facilidade de incorporarem diferentes grupos durante
a sua preparacao (moléculas hidrofébicas, moléculas carregadas, moléculas para interaccoes
especificas), tém vindo a demonstrar um grande desenvolvimento no campo da preparacao
de fases estacionarias. Podem ser classificadas em duas categorias, baseadas em polimeros
organicos e em silica, dependendo da natureza do material monolitico 2.

Os polimeros organicos preparados na forma de suportes cromatograficos monoliticos
mais conhecidos sao o poliestireno-divinilbenzeno, o polimetacrilato e a poliacrilamida. Os
polimetacrilatos sao os mais aplicados, devido a ampla variedade de monomeros funcionais
e a facil derivatizacao apos a polimerizacao. Uma vantagem associada a estes mondlitos é a
boa estabilidade quimica para uma grande faixa de pH (2-12), uma vez que normalmente se
realizam separacoes em condicdes de pH fora da estabilidade da silica (2-8) @ @9,

Os suportes cromatograficos convencionais sdo preparados via polimerizacdo em
suspensdo. As particulas formadas apresentam uma certa distribuicdo de tamanhos, pelo que,
se torna necessario um processo de peneiracao para obter particulas de tamanho uniforme, o
que aumenta os custos de producao .

Por outro lado, os monolitos sdo preparados por polimerizacao em massa, normalmente
dentro de uma coluna, que lhes serve de molde. Uma vez removidos os agentes de formacao
dos poros, o monélito encontra-se formado e pronto para ser usado, nao sendo necessarias mais
etapas adicionais. Assim, o processo de producao € mais rapido e barato. Apds a polimerizacao
ter sido concluida faz-se passar um solvente apropriado através da coluna para remocao dos

residuos e agentes porogénicos. Posteriormente a coluna é seca com a passagem de azoto sendo
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derivatizada para o modo cromatografico de interesse .

A funcionalizacdo ou derivatizacdo da fase estacionaria monolitica € obtida pela
modificacdo de grupos reactivos da superficie do monolito com reagentes especificos ou pela
insercao de mondémeros funcionais na superficie dos poros. No primeiro caso, os reagentes sao
introduzidos na coluna logo apos a etapa de preparacao do monolito deixando em repouso num local
previamente aquecido. Os residuos sdo removidos, pela passagem de um solvente apropriado. No
segundo caso, a funcionalizacdo é realizada simultaneamente a preparacao da matriz monolitica
com a adicao de um mondmero funcional adequado a mistura de polimerizacao ©?.

O uso de materiais monoliticos porosos para aplicacdes tais como filtracdao, HPLC e
cromatografia, em que um liquido ou um gas tém que atravessar o meio, requer que o fluxo seja
conseguido com uma pressao razoavelmente baixa. Esta depende das propriedades porosas do
material.

Estas caracteristicas de porosidade e fluxo dos monolitos podem ser controladas
durante a sua preparacao. Variaveis como a temperatura, a composicdo da mistura de solventes
porogénicos e a proporcao de mondmero “cross-linking” (ligacées cruzadas) na mistura de
monomeros, permitem controlar o tamanho de poro, de modo a obter um polimero adequado
para o fim pretendido. O tipo de iniciador radicalar usado, bem como o tempo de reaccao,

podem também influenciar o resultado final ¢3 ¢4,

Temperatura

De um modo geral, quanto maior a temperatura de polimerizacao, menor sera o tamanho
dos poros. Este efeito da temperatura pode ser explicado facilmente em termos de taxa de
nucleacao. O iniciador radicalar decompde-se a uma determinada temperatura (a partir dos 50
°C) e os radicais resultantes iniciam a polimerizacao em solucao. Os polimeros que se formaram
inicialmente rapidamente se tornam insolUveis e precipitam no meio reaccional. A precipitacao
conduz a formacao de nlcleos, que vao crescendo a medida que a polimerizacao decorre,
formando globulos. Estes globulos e os seus “clusters” constituem as unidades morfoldgicas
do polimero macroporoso. Deste modo, temperaturas de reaccdo maiores levam a formacao
de um grande nimero de radicais livres, por decomposicdo do iniciador, sendo formado um
grande nimero de nlcleos em crescimento e, consequentemente, de glébulos. Como o volume
de monomero usado € o mesmo para cada polimerizacao, a formacao de um grande nimero de
glébulos é compensada pelo seu pequeno tamanho. Como o material macroporoso é constituido
por matrizes de globulos interligados, obtém-se também pequenos espacos vazios ou poros, se
os globulos sdo mais pequenos e numerosos.

A temperatura afecta também a qualidade do solvente ou solvéncia, que controla a
separacao de fases de polimeros da solucao. Com a excepcao de polimeros com baixa temperatura
critica de solucao, a mistura de um polimero com o solvente é um processo endotérmico, pelo

que, um aumento da temperatura origina dissolucao do polimero. Assim, a separacao de fases
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necessaria para a formacdo da estrutura macroporosa ocorrera, provavelmente, quando os
nucleos atinjam maior peso molecular se a polimerizacao se processa a temperaturas mais
elevadas, pelo que, tanto os nlcleos como os espacos entre eles deverdo ser maiores. Pode,
deste modo, verificar-se um efeito oposto na temperatura, dependendo do solvente usado.

Se for usado um solvente muito pobre, como o dodecanol, o efeito da temperatura é
minimizado pelo efeito dominante do solvente porogénico em que ocorre a separacao de fases
durante a polimerizacdo. Como resultado, em polimerizacées em que o dodecanol é o Unico
solvente, o tamanho dos poros aumenta a medida que a temperatura é elevada de 60 para 80
°C. Este facto nao se aplica a polimerizacoes feitas em misturas de dodecanol/ciclohexanol ou
dodecanol/tolueno, um solvente muito bom em que o tamanho de poro é novamente controlado

pela taxa de nucleacao e, portanto, diminui com o aumento da temperatura ©3 ¢4,

Solvente porogénico

Aseparacao de fases do nicleo com ligacdes cruzadas é um pré-requisito para a formacao
da morfologia macroporosa. A fase do polimero separa-se da solucdo durante a polimerizacao
devido ao seu limite de solubilidade na mistura, resultante de um peso molecular que excedeu
o limite de solubilidade do polimero num dado sistema de solventes ou de insolubilidade
resultante das ligacoes cruzadas.

Assim, polimeros preparados a partir de uma mistura ciclohexanol/dodecanol com uma
proporcao maior deste ultimo, apresentam poros maiores. Isto resulta da separacao de fases
(nucleacao) ocorrer mais cedo num sistema que contém mais dodecanol, visto ser um solvente
mais pobre e, consequentemente, um agente precipitante mais potente que o ciclohexanol.

Este efeito é muito pequeno para temperaturas baixas (inferiores a 50 °C), pois a taxa
de polimerizacado a esta temperatura é tao baixa que o tamanho de poro € sempre grande. Em
oposicdo, este efeito do dodecanol é claramente dominante para temperaturas entre 70 e 80
°C, como anteriormente referido.

O efeito de adicionar um solvente melhor, de modo a obter tamanhos de poro menores
pode ser facilmente explicado considerando que a separacao de fases ocorre na uUltima etapa
da polimerizacao, onde as ligaces cruzadas dominam o processo de separacao de fases.

A adicao de um solvente mais pobre origina que a separacao de fases ocorra mais cedo.
As particulas precipitam e aglomeram-se numa rede porosa homogénea. Esta nova fase incha
com os monomeros porque estes sao termodinamicamente muito melhores solventes para o
polimero que o solvente porogénico. A concentracao local de mondomeros nesta rede porosa é
maior do que na solucéo a volta, pelo que a reaccao de polimerizacédo ocorre preferencialmente
nestes nucleos. Assim, os globulos formados sao maiores e, consequentemente, os espacos
entre eles, os poros, também serao maiores.

Quando se usam melhores solventes, estes competem com os monomeros na solvatacao

dos nulcleos, sendo a concentracao local de monoémeros mais baixa e o tamanho dos globulos
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menor. Como resultado, polimeros porosos formados em melhores solventes apresentam poros

menores 33 64,

Monoémero “cross-linking” (ligacbes cruzadas)

Em contraste com o efeito da temperatura e dos solventes porogénicos que afectam as
propriedades porosas do material resultante, mas nao a sua composicao, as variacoes da razao
monomero/mondmero “cross-linking” ndo apenas induz a formacao de diferentes estruturas
porosas mas também origina produtos com diferentes composicdes. Uma proporcao elevada
do monoémero “cross-linking”, o que promove as ligacdes cruzadas, traduz-se directamente na
formacao de um polimero mais reticulado nas primeiras etapas do processo de polimerizacao e,
portanto, conduz a uma separacao de fases também mais cedo. Embora isto seja similar ao uso
de solventes pobres, os nlcleos estdo mais intercruzados, o que afecta o seu inchamento com
os monomeros, ficando relativamente pequenos em tamanho 3 G4,

Deste modo, a estrutura de uma coluna monolitica apresenta caracteristicas Unicas que
as distingue dos suportes convencionais.

Durante os Gltimos anos, as fases estacionarias monoliticas tém sido utilizadas num
numero cada vez maior de aplicacdes, o que se deve, essencialmente a ©¢>:

» Enorme quantidade de mondémeros disponiveis, possibilitando a producdo de uma enorme
variedade de monolitos;

» Facilidade com que os monolitos podem ser produzidos in situ;

o Estrutura macroporosa dos mondlitos, que permite aumentar consideravelmente a
transferéncia de massa;

« Facilidade que os mondlitos oferecem de operar a velocidades elevadas de fluxo sem

perda de resolucao.

Normalmente, os suportes monoliticos para a CA sao polimerizados in situ e o ligando é
depois imobilizado. No entanto, Jungbaueur ©¢9 7 desenvolveu um método no qual o ligando é
ligado a um dos co-monomeros. Assim, o suporte de afinidade é formado in situ, sem necessidade
de posterior imobilizacao.

De acordo com este autor, o ligando usado, um péptido, € ligado inicialmente ao co-
monomero metacrilto de glicidilo (GMA). A ligacdo ocorre através dos grupos amino e epdxido de
cada um deles, respectivamente. O sucesso desta ligacéo ¢ influenciado pelas condi¢des usadas
na reaccao, ou seja, pelo pH, tempo de reaccéo e uso de diferentes tamanhos de péptidos. Apds
uma ligacdo bem sucedida, ocorre, entdo, a copolimerizacao com o dimetacrilato de etileno
(EDMA).

A utilizacao deste método permite, adicionalmente, efectuar uma nova imobilizacdo. A
combinacao dos dois métodos também é importante, uma vez que permite ter um suporte com

maior quantidade de ligando para o mesmo volume, traduzindo-se numa separacao melhor.
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Capitulo 2 - Discussao dos Resultados




2.1- Preambulo

Neste capitulo serdo discutidos os resultados obtidos ao longo deste trabalho, que se
encontram divididos em duas partes principais, uma relativa a sintese de aminocianinas e outra
a de mondlitos.

Assim, na primeira parte, pretendem sintetizar-se monometinocianinas, mais
concretamente aminocianinas, que posteriormente vao ser usadas como ligandos em CA.
Estas cianinas possuem grupos amino, que permitem a ligacdo aos grupos epoxidos do GMA.
Esta ligacao pode ser feita antes da polimerizacao e, assim, este conjunto GMA-aminocianina
funciona como um dos co-monomeros que ira polimerizar posteriormente com o EDMA, ou pode
ser feita apenas apos a polimerizacdo, no passo de imobilizacao.

Asintese destas aminocianinas foi tentada por duas abordagens diferentes, ou seja, por
reducdo da nitrocianina e por reducao do sal de aminobenzotiazole e posterior condensacao
para obtencao da aminocianina.

Deste modo, na primeira parte deste capitulo, sdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos na sintese e caracterizacao destas aminocianinas bem como dos seus precursores.

A segunda parte reporta-se a sintese do monolito poli(metacrilato de glicidilo-co
dimetacrilato de etileno) [poli(GMA-co-EDMA)] através de uma reaccao de polimerizacao entre
0 GMA e o EDMA, referindo-se as condicdes usadas e as possiveis consequéncias no resultado
final.

A caracterizacdo espectroscopica dos compostos que foram sintetizados para este
trabalho inclui as técnicas de IV, Ultravioleta/Visivel (UV/VIS) e Ressonancia Magnética Nuclear
de protao e carbono ('H RMN e 3C RMN). Sao ainda, apresentados rendimentos (n %), forma
cristalina e ponto de fusdo (p.f.). E importante referir que nem todos os compostos foram
caracterizados por todas as técnicas anteriormente indicadas.

Por fim, serao apresentadas as principais conclusées, bem como sugestées para a

continuacao deste trabalho.
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2.2- Sintese de Materiais de Partida
2.2.1- Precursores de sais quaternarios de amoénio
2.2.1.1- Sintese do 2-metil-6-nitrobenzotiazole (2)

Alguns dos precursores das cianinas foram sintetizados a partir do 2-metilbenzotiazole
1. Este reagente foi adquirido comercialmente, nao tendo sido feita qualquer purificacdo
prévia.

0 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2 foi sintetizado segundo o método descrito por Mizuno
e Adachi ¥, tendo-se substituido o acido nitrico fumegante por acido nitrico a 65%. Como é
referido na literatura, a nitracao ocorre principalmente no carbono 6.

No espectro de IV, observam-se duas bandas fortes a 1514 e 1334 cm', caracteristicas
do grupo nitro.

Tanto o espectro de 'H RMN, como o espectro de "*C RMN apresentam todos os sinais
esperados. No espectro de protao ha que salientar o acoplamento a quatro ligacdes, entre os
protoes 5 e 7, verificando-se um dupleto para o protao 7 com uma constante de acoplamento
de 2,3 Hz, devido ao acoplamento a larga distancia com o protao 5 e um duplo dupleto para o
protao 5, com constantes de 2,3 e 6,8 Hz. A presenca do grupo nitro desblinda estes protdes,
afastando o desvio quimico para valores superiores.

0 rendimento, dados fisicos e espectroscopicos do 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2

encontram-se resumidos na tabela 2.1.

Tabela 2.1- Rendimento, dados fisicos e espectroscopicos do 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2

02N 6 4 7a 18
Composto \©[ />Z—CH3
s Sl

4

N° 2
n (%) 71
p.f. (°C); (lit.) 164-165; (164,5-165, 7 39)
forma cristalina Cristais agulha amarelo palido
gy (€M) 1973 M, CCoren)

1514, 1334 (F, NO,)
2,87 (3H, s, CH,)
'H RMN (250 MHz; 5 em ppm; J em Hz) 8,06 (1H, d, J=9,0 Hz, 4-CH)
(DMSO-d,) 8,29 (1H, dd, J=6,8; 2,3Hz, 5-CH)
9,09 (1H, d, J=2,3 Hz, 7-CH)

19,9 (CH,)
118,8 (CH, )
121,0 (CH, )
121,9 (CH, )

136,0(C,,,,.)
143,1(C, )
155,8 (C,,.)
173,7 (C,..)

Arom

3C RMN & (em ppm)
(DMSO-d,)
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2.2.2- Sintese de sais quaternarios de amoénio

A sintese dos sais quaternarios de amoénio tem especial relevancia neste trabalho, uma
vez que sao os precursores das cianinas.

Deste modo, os sais quaternarios de amonio 7 e 8 sao obtidos pela reaccao do 2-metil-
6-nitrobenzotiazole 2 e do 2-(metiltio)benzotiazole 3 com um reagente alquilante adequado,

neste caso o p-toluenossulfonato de etilo 4, (esquema 2.1).

O;N
II 140°C
o g} O 2=
TOS

|
2 CHs
S 0 )
120°c
Ly ey O = Qe
it 0
3 Tcs
|
CH3

Esquema 2.1- Sintese dos sais quaternarios de amoénio 7 e 8

Estes sais quaternarios podem reagir com outros compostos ou mesmo com compostos
equivalentes possibilitando, a partida, sintetizar um sem nimero de cianinas, simétricas ou
assimétricas, com diferentes cadeias polimetinicas, quer no seu tamanho quer na presenca de
substituintes ou nao.

Geralmente a sintese dos sais quaternarios de amonio 7 e 8 é possivel por dois métodos
distintos. No primeiro, o mais frequentemente usado, recorre-se a fusao in situ dos compostos
heterociclicos 2 e 3 com o agente alquilante 4, usando-se o produto resultante imediatamente
no passo seguinte sem prévio isolamento. Na segunda via, procede-se ao refluxo dos compostos
2 e 3, isoladamente, com um reagente alquilante, um iodoetano, na presenca de um solvente,
normalmente, acetonitrilo. O produto precipita geralmente no meio reaccional. Este ultimo
método conduz a produtos com maior grau de pureza, apresenta contudo a desvantagem de ser
muito mais demorado, podendo a reaccao demorar varios dias.

No que se refere a rendimentos, o método que usa refluxo num solvente é mais eficiente,
obtendo-se um produto mais puro, uma vez que precipita mais facilmente no meio reaccional “0.

Na tabela 2.2 encontram-se descritos os dados fisicos e espectroscopicos bem como os
rendimentos obtidos para estes sais quaternarios de amonio.

No espectro de IV do tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazoél-3-io 7, observa-
se duas bandas, uma a 1344 e a 1510 cm’!, caracteristicas do grupo nitro, enquanto que o
espectro de IV do tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazdl-3-io 8, apresenta bandas com maior
intensidade a 1168, 1117, 2917 e 2986 cm™'.

Os espectros de 'H RMN realizados para os estes compostos apresentam todos os picos

esperados. No espectro de protao do composto 7, tal como no espectro do seu precursor
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(2-metil-6-nitrobenzotiazole) 2, verifica-se um acoplamento a quatro ligacoes para os protoes
5 e 7, verificando-se um dupleto para o protdao 7 com uma constante de 2,5 Hz, devido ao
acoplamento a larga distancia com o protdao 5 e um duplo dupleto para o protdo 5, com
constantes de 2,5 e 7,0.

O ponto de fusdo determinado para o tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazol-3-
io é de 223,8-225,3 °C e para o tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazdl-3-io 142,1-146,3 °C.
Verifica-se um grande intervalo de fusdo para o tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazol-3-io

(4,2 °C), o que indica que o composto podera apresentar algum contaminante.
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2.3- Sintese de monometinocianinas funcionalizadas

2.3.1- Nitrocianinas

0 método utilizado para a sintese de cianinas funcionalizadas com o grupo nitro foi o
do tioalquilo “Y @  amplamente descrito na literatura e usado em trabalhos anteriores para
sintetizar compostos analogos. A condensacao é feita entre dois sais de amonio quaternarios,
em que um possui um bom grupo de saida (o grupo tioalquilo) e o outro, um grupo metilo
reactivo. Este método apresenta a grande vantagem de permitir a sintese tanto de cianinas
simétricas como assimétricas, com rendimentos aceitaveis.

Para a sintese dos sais quaternarios utilizou-se o processo de fusao, no qual os compostos
heterociclicos com o grupo tioalquilo e metilo, respectivamente, e o agente alquilante,
o p-toluenossulfonato de etilo, sao aquecidos a uma temperatura superior a 140 °C. Como
durante a fusao, por vezes, comeca a formar-se cianina e visto que os sais sao sintetizados em
conjunto, estes nao sao isolados, sendo usados imediatamente, sem qualquer purificacao no
passo seguinte. Assim, nao foi possivel caracterizar estes sais quando foram obtidos por este
método.

De um modo geral, seguiu-se o procedimento descrito na literatura “", tendo-se feito
algumas alteracdes, baseadas na informacao obtida por cromatografia em camada fina (c.c.f.)
das aliquotas retiradas das misturas reaccionais, nomeadamente no que se refere ao tempo de
reaccao, quer da formacao dos sais quaternarios, quer na condensacao das cianinas.

A utilizacdo de anéis possuidores de um grupo nitro em alternativa ao grupo amino,
apresenta a vantagem de diminuir o nimero de passos e, consequentemente, potenciar o
rendimento final da sintese da aminocianina.

A utilizacdo do grupo amino implica a sua proteccao, antes da sintese da cianina, e a
sua posterior desproteccao, devido ao facto de poder ser alquilado pelos agentes alquilantes
utilizados para a sintese dos sais de aménio quaternarios. O grupo nitro, por sua vez, ao nao
sofrer qualquer tipo de alquilacao, apenas necessita de ser reduzido ao grupo amino, no final
da sintese. Adicionalmente, o grupo amino tem quase sempre origem na reducao do grupo nitro
correspondente.

Assim, a sintese de nitrocianinas por esta abordagem consistiu fundamentalmente
numa reaccao “one pot synthesis”. Em primeiro lugar efectuou-se a sintese dos sais de amonio
por fusao dos anéis que contém o grupo tioalquilo e o grupo metilo com o agente alquilante
adequado. Por andlise cromatografica, c.c.f., verificou-se a conversao dos compostos de
partida com formacao dos dois sais com um factor de retardacao (Rf- Retardation factor) muito
baixo. Deste modo, obtiveram-se, em mistura, o tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazol-
3-io 7 e o tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazol-3-io 8, obtidos por fusdo do 2-metil-6-
nitrobenzotiazole 2 e 2-(metiltio)benzotiazole 3 com p-toluenossulfonato de etilo 4. Estes
sais de amonio quaternarios, como ja foi referido, nao foram isolados, sendo imediatamente

refluxados em piridina, tendo-se obtido a nitrocianina 5.
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Na tabela 2.3 encontram-se descritos o rendimento, os dados fisicos e espectroscopicos
obtidos na caracterizacao deste composto.

No espectro de IV da nitrocianina 5, observa-se uma banda forte a 1465 e 1526 cm™,
respectivamente e uma banda média a 1328 cm', caracteristicas do grupo nitro.

O espectro de 'H RMN apresenta, tal como os espectros dos precursores 2 e 7, um
acoplamento a quatro ligacoes para os protoes 5 e 7. Deste modo, observa-se um dupleto para
o protao 7 a 9,21 ppm, com uma constante de acoplamento de 2,5 Hz e um duplo dupleto a 8,49
ppm, para o protao 5, com constantes de acoplamento de 2,0 e 6,5 Hz. A presenca do grupo
desblinda estes protdes, desviando o desvio quimico para valores superiores.

0 espectro de "*C RMN apresenta todos os picos esperados, para carbonos quaternarios,
terciarios e secundarios.

No que diz respeito ao espectro de UV/Vis, verifica-se que a nitrocianina 5 apresenta
umA_. a439 nm.

Em relacdo ao rendimento obtido na sintese da nitrocianina 5, este foi de 51%. Uma
explicacdo para este valor nao ser mais elevado esta relacionada com o prdprio processo de
fusdo. Neste, como ja se referiu os dois sais sdo sintetizados ao mesmo tempo, contudo o
tempo de reaccao é significativamente diferente para ambos, o que se verificou quando foram
sintetizados em separado. Assim, teve de se encontrar um compromisso entre ficar ainda algum
material de partida por reagir, ou o sal formado mais rapidamente comecar a decompor-se ou
a formar produtos secundarios dado o excesso de tempo de reaccao. Este facto foi observado
por analise cromatografica (c.c.f), quando se faz o acompanhamento desta reacgao.

Uma forma de potenciar o rendimento seria efectuar a troca do contra-iao tosilato
por iodeto no final da reaccdo de condensacdo, facilitando a precipitacao das cianinas,
contudo, dado que a cianina se tornaria bastante mais insoluvel, dificultaria o passo seguinte,
a reducao, que exige a dissolucao do composto no solvente utilizado. Assim, optou-se por isolar

a nitrocianina com o contra-iao tosilato, preterindo o rendimento.

24



() 8791
(**"3) 991
(**"3) L'apL
(“*"3) L'vpL
(**"3) g‘epL
(**"3) g‘6ElL (HD-L ‘ZH S‘T=r ‘P ‘H}) 1T‘6
(**"3) 2281 (AD-S ‘ZH ST ‘G‘9=" ‘PP ‘H1) 6¥°8
(**"HI) 1671 (HD-¥ ‘ZH 0°8=r" ‘P ‘H}) €£°8
(*HD) L8zl (HD-“L ‘ZH €£°Z=r ‘P ‘H1) €08
(**"3) 91 (HD-% ‘ZH 0°9=r ‘P ‘HL) 10‘8 (efuese) Siads
(**"HI) £'sT1 (HD-“S “ZH €= 4 ‘HV) GL°L (ON ‘w) 8z€£L (1oueso) ap 0D SIeIsLI)) 5o
(“HD) 9‘sz1 (AD-‘9 ‘ZH 8‘2=r 1 ‘M) 862 | (ON ) Gopl d 1S or ] g
(*"HD) §pz) ("D ‘zH €°8=" ‘P ‘HD) L¥*L | ("D 9) 9761 ot (ie9 0 ¥1E-TLE) N
(*“"H3) 0‘P) ("HD ‘zH 8°L=r ‘P ‘HT) 01", 660€-€60€ DY
(**"HI) 1071 (HD-0 ‘s ‘H1) 989 S s Nie}
(**"HI) €p11 (*HO*HDN ‘ZH 0°8=r" ‘b “H¥) ¥L ¥
(**"HI) 911 (™D ‘s ‘HE) £T'T
mfw.s 8c8 (*HI'HON ‘ZH ¥*€=r 1 ‘H9) 6€°)
(HO'HDON) Tty
(HO'HIN) LT
(**HD) £‘0z
(*HI*HON) 571
(*HI*HON) LT}
(euyje3stid
(’p-oswa) (’p-oswa) xew (93U3Aj0S)
(wdd wa Q) NWY s, (zH wa r ‘wdd wa Q) NWY H, (w2) o (wu) *y AM:“L%VQ Gt prsedued oN

G eulued0J3iu ep sod1dgdso.3dadss S SOdIsly SOpep 0JUSWILPUSY - £°7 elagel




2.3.2- Aminocianinas

As aminocianinas foram obtidas por dois métodos diferentes, através da reducao da
nitrocianina formada e por reducao do sal tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazol-3-io 7,
sendo posteriormente efectuada a condensacdo com o tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazol-

3-io0 8, usando a piridina, sendo os sais de amonio quaternarios sintetizados individualmente.
2.3.2.1- Reducao da nitrocianina

Apos obtencéo e purificacdo da nitrocianina, procedeu-se, entao, a sua reducao, usando
agentes redutores diferentes:

No primeiro, a reducao foi efectuada com ferro/acido cloridrico, em metanol e
recorrendo a ultra-sons “2 43 (esquema 2.2), no segundo caso, utilizou-se hidrato de hidrazina
como agente redutor e niquel Raney como catalisador, sendo a reaccao efectuada sob refluxo

em etanol ou etilenoglicol, “Y (esquema 2.3).

02N S S
+/>\;’<
o
|
CH2Tos ?Hz

|

1°) Fe,HCL, Metanol, )))

2°) KI (14%)

+ >\¢<
T

| -

e

CH CHj
° 6

Esquema 2.2- Sintese da aminocianina 6, pela reducdo da nitrocianina com ferro/acido cloridrico em
metanol

H,N

Constatou-se que, usando o primeiro método “? “) é possivel reduzir a nitrocianina
a aminocianina, no entanto, obtém-se rendimentos muito baixos (1-3%). Este método foi
adaptado de um utilizado para reduzir o 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2. Para este composto
esta reaccao demora 40 min com um rendimento de 92%. Contudo, quando se tenta adaptar
para a reducao de nitrocianinas o tempo aumenta e o rendimento decresce consideravelmente.
Foram efectuadas varias reaccoes onde se fez variar a quantidade de ferro, de acido e o uso ou

nao dos ultra-sons, de maneira a tentar optimizar o processo (tabela 2.4).
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Tabela 2.4- Diferentes condicoes usadas na reducao das nitrocianinas

Reaccéao 1 Reaccdo 2 | Reaccdao3 | Reaccdo 4 | Reaccdo 5

Nitrocianina (mmol) 1 1 1 1 1

HCl (mL) 0,2 0,2 0,4 0,4 0,4
Ferro (g) 0,34 0,63 1,35 1,03 0,7
Ultra-sons t (h) 5 5,5 5 13

Sob agitacdo t (h) 86
Observacgdes (reducéo) 4 4 v 4 x
Rendimento (%) ~1 ~1 ~3 =3

Concluiu-se que, para as diferentes condicbées usadas, o

rendimento permanece

inalterado e nalguns casos, nem se da a reducao.
A reducdo das nitrocianinas pelo segundo método “¥ foi realizada usando hidrato
de hidrazina/niquel Raney e, como solventes, etanol ou etilenoglicol, como ja foi referido

(esquema 2.3).

O2N S S
+ >\4<
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CH, CH; 5
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2°) KI1(14%)
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CHj CHs;
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Esquema 2.3- Sintese da aminocianina 6, pela reducdo da nitrocianina

As reaccoes onde foi usado etanol como solvente, deram origem a um produto impuro
que foi separado por cromatografia em coluna (diclorometano/metanol), tendo-se verificado
por analise espectroscopica ("H RMN) que os compostos separados nao eram o produto desejado.
A utilizacao deste solvente, de menor ponto de ebulicao, facilitaria a precipitacao do produto
formado, ja que a aminocianina € muito mais sollvel que a analoga com o grupo nitro.

Nas reaccoes onde foi usado o etilenoglicol, obteve-se um sélido que, numa primeira
analise, por 'H RMN, se veio a verificar ser a aminocianina 6 desejada. Este resultado foi

posteriormente confirmado por outras técnicas tais como IV e *C RMN.
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Assim, para a sintese da aminocianina 6 por este segundo processo, com rendimentos
aceitaveis, constatou-se serem essenciais os seguintes factores:

» Uso, como precursor, da nitrocianina 5, com o contra-iao tosilato, e nao da correspondente
na forma de iodeto, visto se ter verificado ndo se conseguir dissolver esta Ultima em
quantidades razoaveis em qualquer um dos varios solventes experimentados;

 Uso do etilenoglicol adequado para solubilizar quase totalmente a nitrocianina 5, numa
proporcao minima de 20 mL de solvente para 1 mmol de composto;

» Necessidade de proceder a troca do contra-iao tosilato por iodeto de modo a conseguir-

se isolar a aminocianina.

Tendo em consideracao todos estes pontos, obteve-se a aminocianina 6 com um
rendimento de 23%, na forma de cristais castanhos. Na tabela 2.5 encontram-se descritos o
rendimento, os dados fisicos e espectroscopicos obtidos na caracterizacao deste corante.

O espectro de '"H RMN da aminocianina 6 apresenta, tal como os seus precursores,
um acoplamento a quatro ligacdes para os protdes 5 e 7. Assim, observa-se um dupleto para
o protao 7 a 7,22 ppm, com uma constante de acoplamento de 2,0 Hz e um duplo dupleto a
7,08 ppm, para o protao 5, com constantes de acoplamento de 9,0 e 2,0 Hz. A presenca do
grupo amino, de modo semelhante ao que se passa com o grupo nitro, desblinda estes protoes,
desviando o desvio quimico para valores mais altos.

Pode ainda referir-se que a troca do contra-iao foi totalmente efectuada, pois nao se
observa nem duplicacdo de sinais nem picos atribuidos ao tosilato.

0 espectro de IV apresenta as bandas tipicas de uma amina a 3441, 3218 e 1603 cm™'.

No espectro de UV/Vis observa-se, para esta cianina, A_, =431 nm.

Em relacao ao ponto de fusao, o seu valor foi determinado e é de 261,2-263,8 °C, este
valor difere significativamente do valor das referéncias, 203-204 °C ) ¢%, Dada esta discrepancia
de valores e visto ainda haver alguma desta cianina, sintetizada por outros elementos deste grupo

de investigacao, foi também determinado para ela o seu ponto de fusao, sendo 258,5-259 °C.
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2.3.2.2- Reducao de sais quaternarios de aménio

Asintese de aminocianinas pela reducao do grupo nitro da nitrocianina ja formada, tem
como principal vantagem a diminuicdo do nimero de passos, uma vez que, o grupo nhitro ao nao
sofrer qualquer tipo de alquilacao, apenas necessita de ser reduzido ao grupo amino, no final
da sintese.

Pela via dos sais quaternarios de amoénio isolados pretendeu-se obter uma aminocianina
por um método diferente. Este método consiste na reducado do tosilato de 3-etil-2-metil-6-
nitrobenzotiazole 7, para o efeito, sao usados etanol, HCl, ferro, recorrendo-se a ultra-sons “?

#) (esquema 2.4).

02N S
+ )—CHs
N -
| Tos
7 (I;HZ
Fe, HCL, CHjy
EtOH, )))
HoN S S
+ )—CHa + HC—5— ,
N _ - N
| Tos Tos |
o o
9 CHj; CH; g
1°) Piridina
2°) KI
+>\%<
N \
I
?Hz CIJHz
6 CHj CH3

Esquema 2.4- Sintese da aminocianina 6, por reducao de sais quaternarios de amonio

Com este método nao se conseguiu isolar a aminocianina, apesar de se observar a sua
formacéao por c.c.f., juntamente com uma panoplia de produtos secundarios. Este método, ja
ensaiado anteriormente, como referido no ponto anterior, para a reducao da aminocianina,
revela-se apenas eficaz para compostos analogos aos descritos na literatura, ou seja, para
compostos heterociclicos como o grupo nitro. A reducao do 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2 ja
deveria conduzir a bons resultados, contudo o composto obtido nao serve para o objectivo
deste trabalho, ja que, ao possuir um grupo amina, este seria também sujeito a alquilacao

aquando da formacao do sal de amédnio quaternario.
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2.4- Sintese de Mondlitos

2.4.1- Sintese dos monolitos poli(GMA-co-EDMA)

As caracteristicas de porosidade e fluxo dos mondlitos, ou seja, o tamanho dos seus
poros, podem ser controladas durante a sua preparacdo e dependem de variaveis como a
temperatura, a composicdo da mistura de solventes porogénicos, proporcdo de monomero
“cross-linking” (ligacdes cruzadas) na mistura de monoémeros e o tipo de iniciador usado, como
ja foi referido anteriormente (Introducao) G ©3) G4 (5),

Assim, de seguida, ir-se-a proceder a analise e discussao dos resultados obtidos nas
varias tentativas de sintese do monolito poli(GMA-co-EDMA), obtidos por polimerizacao do GMA
e EDMA. A reaccdo, bem como a estrutura do monolito sintetizado, apresentam-se no esquema
2.5.

GMA EDMA
0
/>\(O\/W + o |
| o 4 | ~ "N N
0
o

Esquema 2.5- Estrutura do monolito sintetizado poli(GMA-co-EDMA) ©¢2)

A opcao por este tipo de polimero esta relacionada com a posterior aplicacao destes
como fase estacionaria para cromatografia de afinidade para purificacdo de biomoléculas
terapéuticas, usando aminocianinas como ligandos. O grupo epdxido do GMA possibilita a ligacao

ao ligando, neste caso uma aminocianina, através do grupo amino deste (esquema 2.6).
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Esquema 2.6 - Ligacdo da aminocianina (ligando) ao grupo epdxido do mondlito 2dptado 37)

2.4.1.1- Pré-tratamento da coluna

Este trabalho surge no seguimento do trabalho iniciado no ambito do Projecto de
Licenciatura em Quimica Industrial “®, onde foram iniciados estudos de sintese de monélitos em
diferentes condicdes e proporcdes de reagentes. Estes monolitos foram sintetizados em colunas
descartaveis de plastico. Um dos problemas que se verificou na altura foi a nao aderéncia do
monolito as paredes da coluna. Assim, ao utilizar estas fases estacionarias para ensaios de
cromatografia, tanto na imobilizacao do ligando como na passagem da mistura a separar e
do eluente criar-se-iam caminhos preferenciais para a passagem destes, que falseariam os
resultados obtidos.

De modo a colmatar este problema, neste trabalho foram utilizadas colunas de vidro
que foram sujeitas a um pré-tratamento com um agente silanizante, o hexametildissilano e,
posteriormente, o 3-(trimetoxissilil)propilmetacrilato, com o objectivo de aumentar a aderéncia
do monolito formado as paredes da coluna na qual foi sintetizado.

Este pré-tratamento inicia-se com a lavagem da coluna com uma base forte (NaOH),
em refluxo, durante 30 min, seguida de uma lavagem com acido (HCl), igualmente em refluxo,
durante o mesmo tempo. Estas lavagens permitem que os grupos siloxanos da superficie interna
da coluna sejam hidrolisados, aumentando a densidade de grupos silanois, que, por sua vez,
servirdo como “ancoras” para reaccoes subsequentes. Posteriormente faz-se passar o agente
silanizante bifuncional, o hexametildissilano ou o 3-(trimetoxissilil)propil metacrilato, em
acetona (50% v/v), em refluxo, durante 12h. Os residuos sao removidos por lavagem da coluna
com metanol, em refluxo (30 min). Devido a este tratamento, ligacdes do tipo =Si-0-Si-C= sao
formadas entre as paredes da coluna, ficando os grupos metacriloila reactivos disponiveis para
posterior fixacdo da matriz monolitica a parede da coluna, durante a reaccdo de polimerizacao
(esquema 2.7) @0 @8),

Apos a realizacao deste pré-tratamento da coluna, da-se, entdo, inicio a sintese dos

monolitos.
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Esquema 2.7- Esquema da reaccao de modificacao das paredes da coluna “®

2.4.1.2- Polimerizacdo do GMA com EDMA com formacdo do monoélito poli(GMA-co-
EDMA)

Os iniciadores radicalares usados nas reaccoes de polimerizacao foram o peroxido de
benzoilo (BPO) e o azobisisobutironitrilo (AIBN), numa proporcao de 1% do peso dos mondémeros.
Normalmente, o iniciador usado é o AIBN, contudo, o uso deste para temperaturas acima dos 50
°C conduz a uma reaccao fortemente exotérmica, aumentando substancialmente a temperatura
da reaccao, acelerando a polimerizacdo e causando uma rapida decomposicao do iniciador,
acompanhada de uma libertacao violenta de azoto, conduzindo a monélitos com uma estrutura
irregular. Quando se usam volumes maiores, acima de 10 mL, a utilizacao do AIBN conduz a
polimeros com uma estrutura irregular, nao se conseguindo produzir um material homogéneo.
A utilizacao do BPO apresenta vantagens ja que este se decompde a temperaturas mais altas e
produz menos quantidades de produtos laterais gasosos “9).

Aconcentracao de iniciador também é um factor a ter em conta na sintese de monolitos,
uma vez que o aumento da concentracao de iniciador aumenta a taxa de polimerizacao,
resultando na separacdo de fases tardia. Este fenomeno conduz a nlcleos de pequena
dimensao e, portanto, a formacao de globulos resultando na diminuicao do tamanho dos poros.
Um aumento do teor de iniciador de 0,5% para 1,5% em peso de mondémeros, resulta numa
diminuicao do tamanho dos poros ©3).

No presente trabalho, a quantidade de iniciador usada, tanto para o AIBN, como para o

BPO, foi de 1% do peso de monémeros. O volume total de reagentes usados para a preparacao
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dos monolitos foi de 2-5 mL, pelo que se esperaria obter sempre polimeros homogéneos,
independentemente do iniciador usado. Por analise da tabela 2.6, verifica-se que o tipo de
iniciador nao alterou a estrutura do mondlito obtido.

As misturas reaccionais, apos a adicdo da mistura de mondmeros, mistura de solventes
e iniciador, foram colocados durante 20 min nos ultra-sons, de modo a torna-las homogéneas.

Em seguida, estas misturas foram desarejadas de modo a retirar o oxigénio, ja que
este actua como supressor dos radicais livres. O processo de desarejamento consistiu em fazer
passar azoto gasoso, durante 15 a 20 min, dentro da coluna onde se processou a reaccao,
mantendo posteriormente, durante todo o tempo da reaccao, um baldao de borracha cheio de
azoto sempre em comunicacao com esta.

Como controlo, experimentou-se fazer a reaccao sem proceder a este desarejamento
e, como seria de esperar, nao se verificou polimerizacao. O mesmo se observou quando,
acidentalmente, este baldo rebentava durante o estagio inicial da reaccao, ou seja as primeiras
3a4h.

A temperatura utilizada para a polimerizacao foi de 50 °C, com excepcao das primeiras
duas reaccoes, em que nao houve um controlo eficaz e esta subiu para valores maiores. A
relacdo monémero/solvente (40/60) foi também mantida constante. A manutencao destas duas
condicoes fixas deveu-se ao facto de estas ja terem sido optimizadas em estudos anteriores
“6, E também importante salientar que o tempo de reaccdo usado inicialmente foi de 48 h,
tendo, igualmente em conta os resultados obtidos quando se usaram as colunas descartaveis de
plastico “¢). Em ensaios posteriores, experimentou-se reduzir o tempo para metade desse valor,
obtendo-se resultados semelhantes, pelo que se podera dizer que a reaccao de polimerizacao
se completa nas 24 h.

Na tabela 2.6 resumem-se as condicoes usadas em cada uma das reaccoes efectuadas
para a obtencao do monolito poli(GMA-co-EDMA).

Todas as proporcoes apresentadas sdo volumétricas.
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Todas as reaccdes foram efectuadas num banho termostatizado a 50 °C com a excepcao
das duas primeiras (mondlito 1 e 2). A primeira foi efectuada num banho de dleo com um
termémetro acoplado, contudo, verificou-se que o controlo da temperatura nao foi eficaz na
primeira reaccao e esta subiu até cerca de 85 °C, o que se traduziu num polimero bastante
compacto e pouco poroso. Ja a segunda reaccao foi efectuada num banho termostatizado a 70
°C, originando também um polimero compacto e pouco poroso. Este facto verificou-se aquando
da lavagem com etanol, para remover restos de mondémero nao reagido e de solvente, pois,
mesmo aplicando pressao, este solvente nao atravessava o polimero. Como ja foi referido
anteriormente, temperaturas de reaccao maiores levam a formacao de um grande nimero de
radicais livres, e estes a um grande nimero de nlcleos em crescimento e, consequentemente,
de globulos, o que origina que estes sejam pequenos e, portanto, os espacos entre eles, ou
seja, os poros, também sejam pequenos.

Assim, estas sinteses foram repetidas usando as mesmas proporcoes de reagentes e
solventes, mas usando um banho termostatizado a 50 °C, obtendo-se um polimero muito mais
poroso, como seria de esperar.

Nas restantes sinteses efectuadas em que se utilizou uma proporcao volumétrica de
mondmero/solvente de 40/60, fez-se variar a constituicao da mistura de solventes porogénicos,
ou seja, a proporcao ciclohexanol/dodecanol de 100/0 até 50/50.

Confirmando o que se previa teoricamente, monolitos em que se usa uma proporcao
maior de solvente mais pobre, neste caso o dodecanol, apresentam poros maiores, visto que a
separacao de fases ocorre mais cedo, pois o limite de solubilidade nestes solventes mais pobres
¢ atingido mais cedo.

Assim, o polimero separa-se da solucdo e aglomera-se numa rede porosa homogénea.
Como os monoémeros sao termodinamicamente muito melhores solventes para o polimero que
o solvente porogénico, ocorre um inchamento devido a concentracédo local destes nesta rede
porosa. A reaccao de polimerizacao ocorre, entdo, preferencialmente nestes nlcleos. Assim, os
globulos formados sdo maiores e, consequentemente, os espacos entre eles, os poros, também
serao maiores.

Da andlise da tabela 2.6, observa-se que, para uma concentracdo de dodecanol de 0%
na mistura de solventes porogénicos, o mondlito ndo é permeavel a passagem do solvente de
lavagem (etanol), mesmo com aplicacao de pressao, enquanto que, aumentando a concentracao
deste solvente para 20%, ja é permeavel quando se aplica pressao. Um aumento para 40%,
torna-o permeavel a passagem do etanol mesmo na auséncia de pressdo. Assim, pode dizer-se
que, para uma determinada temperatura, a proporcao dos constituintes da mistura de solventes
porogénicos € critica para a obtencao de um determinado tamanho de poro.

Como ja foi referido anteriormente, um facto interessante que se verificou neste
trabalho foi que, em estudos anteriores quando se utilizaram colunas descartaveis de plastico,
os monolitos ndo se formavam completamente apos 24 h de reaccao, motivo pelo qual se optou

pelas 48 h quando se iniciou o estudo com as colunas de vidro. Posteriormente, sintetizaram-
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se monodlitos mantendo todas as outras condicdes (mondlitos 4, 6, 8 e 10), mas reduzindo o
tempo de reaccao para 24 h, tendo-se verificado que as caracteristicas destes mondlitos eram
idénticas as dos seus homologos obtidos passadas 48 h.

Ao sintetizar monolitos exactamente nas mesmas condicdes, mas apenas mudando
o iniciador radicalar, pretendeu-se comparar a porosidade dos monolitos sintetizados com
o BPO e com o AIBN. Verifica-se que, aquando das lavagens, ambos tinham praticamente o
mesmo comportamento. Esta semelhanca de resultados pode dever-se ao valor de temperatura
usado, uma vez que para temperaturas superiores a 50 °C a decomposicao do AIBN ocorre mais

rapidamente dando origem a monoélitos com caracteristicas menos porosas 3.

2.4.1.3- Lavagem dos mondlitos obtidos

As lavagens dos monolitos para remover restos de mondémeros que nao reagiram e
solventes, foram realizadas com etanol, recorrendo a uma bomba peristaltica para baixas
pressoes. Nos casos em que se verificou que o monélito era poroso, o etanol percorria a coluna
sem dificuldade, quando era muito pouco poroso, este solvente comecava a verter pelos
vedantes que serviam de apoio a coluna.

Para o tratamento das colunas foram usados dois agentes silanizantes, o
hexametildissilano e o 3-(trimetoxisilil)propilmetacrilato, no caso dos monélitos 11 e 12. Nas
colunas onde foi usado o primeiro agente verificou-se que, quando se procedeu a lavagem dos
monolitos com aplicacao de pressao, estes nao aderiram de uma forma muito eficaz as paredes
da coluna, observando-se uma deslocalizacao destes.

Autilizacao de monolitos poli(GMA-co-EDMA), sintetizados e comerciais, esta ja bastante
difundida para a purificacdo de biomoléculas, contudo, o uso de cianinas como ligandos esta
numa fase inicial. Assim, com este trabalho pretendeu-se optimizar as condices de sintese
deste mondlito, de modo a comparar o seu desempenho relativamente a mondlitos comerciais
para purificacdo de biomoléculas, usando aminocianinas como ligandos. Esta optimizacao
das condicbes reaccionais serviria igualmente de base para uma nova abordagem em que a
aminocianina se ligaria inicialmente a um dos co-mondmeros (metacrilato de glicidilo), sendo

apenas posteriormente, efectuada a polimerizacao com o dimetacrilato de etileno.
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2.5- Conclusoes

As principais conclusées que podemos retirar dos resultados obtidos e discutidos ao
longo deste trabalho sao as seguintes:

» Na sintese de monometinocianinas, a utilizacdo do método do tioalquilo € bastante
eficaz, permitindo a sintese das nitrocianinas com bons rendimentos;

» De todos os métodos utilizados para a obtencdao de aminocianinas, apenas no método
onde foram usados etilenoglicol, hidrato de hidrazina, e niquel Raney, foi possivel isolar
a aminocianina pretendida, com um rendimento de 23%. Assim, este método afigura-se
como sendo o método a utilizar na obtencdo de aminocianinas, cujo grupo amina vai
permitir uma imobilizacdo directa aos mondlitos;

 Na sintese dos mondlitos, verifica-se que para uma temperatura de 50 °C e composicao
de monomeros (GMA 60% e EDMA 40%), a porosidade destes aumenta, com o aumento da
percentagem de dodecanol;

« Verifica-se que, para as diferentes condicoes usadas, a permeabilidade dos monolitos é
praticamente igual, quer se use AIBN, ou BPO como iniciadores radicalares;

» Embora o objectivo inicial deste trabalho, nomeadamente a comparacao do desempenho
dos monolitos sintetizados com os comerciais para a purificacao de biomoléculas, usando
cianinascomoligandos, nao tivesse sido plenamentealcancado, atingiu-seumdosobjectivos
propostos que foi a optimizacao das condicdes reaccionais para a obtencao do monolito.

A obtencdo da aminocianina com um grau de pureza satisfatorio,
e em quantidade que permita iniciar os ensaios de imobilizacdo veio
revelar-se uma das principais dificuldades deste trabalho.

Nesta altura, estamos em condicoes de iniciar os estudos de imobilizacao da
aminocianina, quer na imobilizacdo desta depois de formados os mondlitos, quer no
seu uso ligada ao GMA, funcionando como co-monémero, dando-se posteriormente a
polimerizacao. Assim tanto por uma abordagem, como pela outra, aquando dos ensaios
cromatograficos, seriam utilizados os monoélitos onde se obteve o melhor desempenho,

ou seja, os monolitos 9-12 (40 e 50% de dodecanol).
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2.6- Perspectivas futuras

0 trabalho apresentado, devido a limitacdes de tempo e a condicdes alheias a vontade
do autor apresenta algumas lacunas. Assim, sao apresentadas as seguintes propostas de trabalho
futuro:

» No que respeita a obtencdo de aminocianinas, tentar optimizar o método onde se obteve
éxito, de maneira a aumentar o seu rendimento;

« Em relacdo aos monolitos sintetizados pela polimerizacao entre o0 GMA e o EDMA,
ambiciona-se determinar o tamanho dos seus poros, recorrendo a um porosimetro de
intrusao de mercurio, uma vez que este permite quantificar o tamanho dos poros, e deste
modo avaliar com maior rigor a porosidade dos mondlitos sintetizados;

o Comparar o desempenho destes mondlitos relativamente a monoélitos comerciais para
purificacao de biomoléculas, usando a aminocianina sintetizada ou outras como ligandos;

o Efectuar a abordagem prevista em que a aminocianina se ligaria inicialmente a um dos
co-mondmeros, GMA, sendo apenas posteriormente, efectuada a polimerizagdao com o
EDMA.
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Capitulo 3 - Parte Experimental




3.1- Reagentes e Equipamento

Todos os reagentes e solventes utilizados no trabalho eram analiticamente puros e
foram, sempre que necessario, secos e purificados por métodos padronizados ©% 1,

A evolucao das reaccoes foi acompanhada por c.c.f. usando placas de silica Merck
Kieselgel GF,,, com 0,2 mm de espessura. O eluente usado foi o diclorometano, ou uma mistura
deste com diferentes percentagens de metanol.

Apos eluicao das placas, os compostos separados foram visualizados a luz ultravioleta,
de comprimento de onda de 254, 312 e 365 nm, e revelados em camaras de iodo e/ou por
pulverizacao com uma solucao adequada ao tipo de composto em estudo. Na tabela 3.1
encontra-se indicado a composicao das solu¢des reveladoras, a coloracao desenvolvida e o tipo
de composto a que se aplica.

Os p.f. foram determinados num aparelho de determinacao por capilar Buchi 540.

Os espectros de UV/Vis foram realizados em espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda
6, utilizando cubas de 1 cm de espessura e etanol, etanol/etilenoglicol (1%), como solventes.

Os espectros de IV foram registados num espectrofotometro Thermo Scientific Nicolet™
iS10™ FT-IR. Sao indicadas apenas as bandas mais intensas e/ou caracteristicas. Na descricao
dos compostos, os dados obtidos sdo indicados pela seguinte ordem: frequéncia do maximo
de uma banda de absorcdo (v_, em cm); tipo de banda [F (forte), m (média), f (fraca)] e
atribuicdo a um grupo de atomos na molécula.

Os espectros de 'H RMN e *C RMN foram efectuados num espectrometro Briiker AC-
250-P (250,13 e 62,90 MHz, respectivamente), usando como referéncia interna tetrametilsilano
(TMS) e como solvente dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-d,).

Os dados de 'H RMN sao indicados referindo-se o solvente usado, o desvio quimico (em
ppm), o numero de protdes a que corresponde o sinal, a multiplicidade do sinal [singuleto
(s), singuleto largo (sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), quarteto (q)], valor da
constante de acoplamento (J, em Hz) e finalmente a atribuicdo do sinal ao protao ou protoes
na molécula. Os dados de *C RMN sao indicados referindo-se o solvente usado, o desvio quimico

(em ppm) e a atribuicao do carbono na molécula.

Tabela 3.1 Solucdes reveladoras utilizadas nas pulverizacoes

Tipo de composto
a identificar

Coloragao

Solucao .
¢ Desenvolvida

1°- Solucao de nitrito de sodio
1%, em acido Cloridrico 1N
Aminas primarias aromaticas Castanho claro
2°- Solucao de 1-Naftol 0,2 %,
em hidroxido de potassio 1N

Vapores

de iodo Amarela

Geral
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3.2- Sintese de materiais de partida

3.2.1- Precursores de sais quaternarios de amoénio

2-Metil-6-nitrobenzotiazole (2)

A uma mistura de 2-metilbenzotiazole (1) (1,3 O-N
mL; 10 mmol) em acido sulfirico concentrado (5,9 mL; 60 : S
)—CHs

mmol), arrefecida em banho de gelo, adicionou-se, gota a

gota, com agitacdo, acido nitrico (1,2 mL; 30 mmol) em

acido sulfurico (1,0 mL; 10 mmol). Deixou-se a mistura

reaccional em agitacao, a 2-3 °C, durante 30 min e, de seguida, a temperatura ambiente (t.a.),
durante 2,5 h. Seguiu-se a evolucao da reaccao por c.c.f. (silica; diclorometano/metanol 5 %),
tendo as aliquotas sido neutralizadas com NaHCO, 5 % e extraidas com diclorometano. Finda
a reaccao, verteu-se a mistura sobre gelo e deixou-se no frigorifico 24 h. Filtrou-se o produto
obtido e recristalizou-se com metanol, obtendo-se o 2-metil-6-nitrobenzotiazole na forma de
agulhas amarelo palido, com um rendimento de 71 %; p.f. 164-165°C (164,5-165 °C 1) 39); |V
em cm™) 1573 (m, C-C, ), 1514, 1334 (F, NO,) cm”; 'H RMN & (DMSO-d,) 2,87 (3H, s,
CH,), 8,06 (1H, d, J=9,0 Hz, 4-CH), 8,29 (1H, dd, J=6,8; 2,3 Hz, 5-CH), 9,09 (1H, d, J=2,3 Hz,
7-CH) ppm; "*C RMN 6 (DMSO-d,) 19,9 (CH3), 118,8 (CH, ), 121,0 (CH, ), 121,9 (CH, ), 136,0

— Arom — Arom
(C,0) 143,1(C,..), 155,8 (C,.), 173,7 (C,..) ppm.

( max

— Arom

—Arom —Arom

3.2.2- Sintese de sais quaternarios de amoénio isolados

Tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiaz6l-3-io (7)

Num baldao previamente tarado, fundiu-se a 140 O,N S
°C, uma mistura de 2-metil-6-nitrobenzotiazole (2) (1,94 +/>—CH3
g 10 mmol) e p-toluenossulfonato de etilo (4) (5,0 g; 25
mmol), durante 21 h, verificando-se a formacao do sal |
como um o6leo. Seguiu-se a evolucdo da reaccéo por c.c.f. g:z
3

(silica; diclorometano/metanol 5 %). Recristalizou-se este

oleo com acetonitrilo para remover as impurezas e material
de partida, obtendo-se assim o tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazol-3-io na forma de
cristais violetas, com um rendimento de 71 %; p.f. 223,8-225,3°C; IV (v_, em cm™) 1573 (m,
NO,), 1510 (f, NO,), 1170 (F), 2922 (f) cm™; "H RMN & (DMSO-d,) 1,45 (3H, t, J=7,3 Hz,NCH,CH,),
2,27 (3H,s, CH,. ), 3,27 (3H, s, CH,), 4,80 (2H, q, J=7,3 Hz, NCH,CH,), 7,10 (2H, d, J=8,0 Hz,
CH,.), 7,46 (2H, d, J=8,0 Hz, CH, ), 8,63 (1H, d, J=9,0 Hz, 4-CH), 8,67 (2H, dd, J=7,0; 2,5 Hz,
5-CH), 9,42 (1H, d, J=2,5 Hz, 7-CH) ppm; "C RMN 6 (DMSO-d,) 13,0 (NCH,CH,), 17,3 (CH
20,7 (CH,), 45,4 (NCH,CH,), 117,9 (CH, ), 121,3 (C 124,2 (CH, ), 125,4 (CH

~="Y"Arom — "Arom
(CH,), 130,2 (C, ), 135,9 (C 137,9 (C. ), 145,2 (C. ), 156,8 (C

—Tos Tos) ’ —=Arom ) ’

3Tos) ’

os)s 128,71
174,6 (C, ), ppm.

—=Arom/?

- Arom)’

Tos) ’ —=Arom )
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Tosilato de 3-etil-2-(metiltio)benzotiazol-3-io (8)

Num balao, fundiu-se a 120 °C, uma mistura de
2-(metiltio)benzotiazol-3-io (3) (1,8128 g; 10 mmol) e S
p-toluenossulfonato de etilo (4) (5,0 g; 25 mmol), durante H3C_S_<\ *
17 h, verificando-se a formacao do sal como um 6leo. Seguiu- Tos ™ ITI
se a evolucdo da reaccao por c.c.f. (silica; diclorometano/ CH2

I
metanol 5 %). Dissolveu-se o produto formado em acetato CH3

de etilo e adicionou-se éter etilico, precipitando o produto
sob a forma de um sélido branco, com um rendimento de 78 %; p.f. 142,1-146,3°C; IV (v,
em cm™) 1168 (F) , 1117 (m), 1009 (m), 2917 (f), 2986 (f); '"H RMN 6 (DMSO-d,) 1,42 (3H, t,
J=7,0 Hz,NCH,CH,), 2,28 (3H,s, CH,, ), 3,12 (3H, s, CH,), 4,65 (2H, q, J=7,0 Hz, NCH,CH,), 7,10
(2H, d, J=8,0 Hz, CH, ), 7,47 (2H, d, J=8,0 Hz, CH, ), 7,72 (1H, t, J=7,3 Hz, 6-CH), 7,84 (1H,
t, J=7,5 Hz, 5-CH), 8,24 (1H, d, J=8,5 Hz, 7-CH) , 8,40 (1H, d, J=8,3 Hz, 4-CH) ppm; "*C RMN
6 (DMSO-d,), 11,8 (NCH,CH,), 17,7 (CH,, ), 20,5 (CH,), 45,0 (NCH,CH,), 113,9 (CH, ), 115,9
(CH,...), 123,6 (CH, ), 124,1 (CH 125,2 (CH, ), 126,8 (CH,, ), 127,1 (CH, ), 128,7 (C,),
130,6 (C,.,..), 135,5(C, ), ppm.

2Tos) ’ 2Arom

Tosilato de 6- amino-3-etil-2-metilbenzotiazél-3-io (9)

Dissolveu-se 4,514 g (11,44 mmol) de tosilato de
3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazoélio (7) em etanol (50 mL), HoN S
transferiu-se esta mistura para um baldo de plastico, +/>—CH3
adicionou-se 2,55 g (45,76 mmol) de ferro e 1,55 mL 'Tl Tos™
(18,64 mmol) de HCl, colocou-se esta reaccao nos ultra- C|3H2
sons durante 5-10 horas (h). Num filtro de pregas filtrou- CH,

se a quente a mistura, para remover os oxidos de ferro,
posteriormente adicionou-se éter etilico ao filtrado, precipitando o produto sob a forma de

solido. Pela analise de 'H RMN nao é possivel identificar o composto sintetizado.
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3.3- Sintese de monometinocianinas funcionalizadas

3.3.1- Sintese de Nitrocianinas
3.3.1.1- Preparacao dos sais quaternarios

O 2-metilbenzotiazole 1, o 2-(metiltio)benzotiazole 3 e o p-toluenossulfonato de etilo
4 foram adquiridos comercialmente, ndo tendo sido necessaria qualquer purificacao prévia.
0 2-metil-6-nitrobenzotiazole 2 foi sintetizado e purificado conforme a sintese descrita

em pontos anteriores.
Processo geral

0 método utilizado para a sintese destas monometinocianinas foi o método do tioalquilo,
amplamente descrito na literatura “" (2 e usado em trabalhos anteriores para sintetizar
compostos analogos. Assim, aqueceu-se a 140 °C uma mistura do 2-metil-6-nitrobenzoazole 2
(10 mmol), 2-(metiltio)benzotiazole 3 (10 mmol) e p-toluenossulfonato de etilo 4 (40 mmol).
Seguiu-se a evolucao da reaccdo por c.c.f. (silica, diclorometano/metanol 10 %), tendo-se
completado num periodo de 5 a 15 h. Obtiveram-se, deste modo, em mistura, os seguintes
sais quaternarios: tosilato de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazol-3-io 7 e o tosilato de 3-etil-2-
(metiltio)benzotiazol-3-io 8, que nao foram isolados, sendo usados imediatamente no passo

seguinte:
3.3.1.2- Condensacao dos sais quaternarios

Refluxaram-se as misturas dos sais quaternarios de tosilato 7 e 8, referidas no ponto
anterior em piridina (10 mL/g sal esperado). Seguiu-se a evolucédo da reaccao por c.c.f. (silica,
diclorometano/metanol 10 %), tendo-se completado num periodo de 2 a 5 h. Seguiu-se a
evolucao da reaccao por c.c.f. (silica, diclorometano/metanol 10 %). O produto foi isolado por
filtracdo, lavagem do filtrado com éter etilico e recristalizacao de metanol.

Deste modo, obteve-se a seguinte nitrocianina:

Tosilato de 3,3’-dietil-6-nitrotiacianina ou tosilato de [3-etil-6-nitrobenzotiazole-(2)]-[3

metilbenzotiazole-(2)]Jmetinocianina) (5)

Obtido a partir dos sais quaternarios de tosilato | o,N s s
de 3-etil-2-metil-6-nitrobenzotiazél-3-io 7 e de 3-etil- \©[+N/>\/< D

2-(metiltio)benzotiazol-3-io 8, por refluxo durante 4 h, ! I

recristalizada de metanol com um rendimento de 51 %; CHj CHj
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cristais laranja; p.f. 309,3-309,9 °C (312-314 °C © %); UV/Vis [EtOH/EG (1 %)] A_, =439 nm;
IV (v, emcm”) 1526 (F, C-C, ), 1465 (F, NO,), 1328 (m, NO,) cm™; 'H RMN & (DMSO-d,) 1,39
(6H, t, J=3,4 Hz, NCH,CH,), 2,27 (3H, s, CH,, ), 4,74 (4H, q, J=8,0 Hz, N-CH,CH,), 6,86 (1H, s,
a-CH), 7,10 (2H, d, J=7,8 Hz, CH, ), 7,47 (2H, d, J=8,3 Hz, CH, ), 7,58 (1H, t, J=7,8 Hz, 6’-CH),
7,75 (1H, t, J=7,3 Hz, 5’-CH), 8,01 (1H, d, J=6,0 Hz, 4’-CH), 8,03 (1H, d, J=2,3 Hz, 7’-CH), 8,33
(1H, d, J=8,0 Hz, 4-CH), 8,49 (1H, dd, J=6,5; 2,3 Hz, 5-CH), 9,21 (1H, d, J=2,5 Hz, 7-CH) ppm;
C RMN 6 (DMSO-d,) 12,1 (N-CH,CH,), 12,5 (N-CH,CH,), 20,7 (CH,_ ), 42,1 (N-CH,CH,), 42,2

(N-CH,CH,), 83,8 (a-CH), 113,6 (CH, ), 114,3 (CH, ), 120,1 (CH, ), 124,0 (CH, ), 124,5
(CH, o> 125,6 (CHy,)), 125,7 (CH,.), 126,2 (C,.), 128,1 (CH,,), 129,1 (CH,,), 137,7 (C,,.),
139,8 (Cpom)s 143,5 (C,)s 144,7 (C,), 145,7 (€, ), 162,6 (C, ), 162,8 (C, ) pPm.

3.3.2- Sintese de aminocianinas

As aminocianinas foram sintetizadas por dois métodos diferentes, através da reducao
da nitrocianina formada (Método A) e por reducdo do sal tosilato de 3-etil-2-metil-6-
nitrobenzotiazol-3-io (7), sendo posteriormente efectuada a condensacao com o tosilato de
3-etil-2-(metiltio)benzotiazol-3-io (8), usando a piridina, sendo os sais de amoénio quaternarios

sintetizados individualmente (Método B).

3.3.2.1- Reducao de nitrocianinas

Método A

Processo Geral

Dissolveu-se a nitrocianina 5 (1 mmol) em 15 mL de metanol, adicionou-se acido
cloridrico (0,2-0,4 mL) e ferro (0,34-1,35 g). Colocou-se esta mistura nos ultra-sons ou placa
sob agitacao durante respectivamente, 5-13 h e 86 h. A evolucao foi seguida por c.c.f. (silica,
diclorometano/metanol 10 %, pulverizacdo para aminas). Filtrou-se para remover os dxidos de
ferro, adicionou-se posteriormente éter etilico para precipitar o produto desejado. Por este
método obtém-se a aminocianina 6 com um rendimento 1-3 %, passivel de baixar ainda mais,

visto que, por analise 'H RMN se verifica que o produto nao esta puro.
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Método B

1) Processo Geral

Dissolveu-se a nitrocianina 5 (1 mmol) em 30-40 mL de etanol, adicionou-se hidrato
de hidrazina (1 mL) e refluxou-se alguns minutos. Apos este tempo, juntaram-se algumas
gotas de niquel Raney, refluxando-se, novamente. A evolucao da reaccao foi seguida por c.c.f.
(silica, diclorometano/metanol 15 %, pulverizacao para aminas), apos diluicdo das aliquotas
em diclorometano, tendo-se completado num periodo de 7 h. Finda a reaccao, filtrou-se a
suspensdo a quente para retirar o niquel, concentrou-se e posteriormente tentou-se isolar o
produto pretendido com varios solventes. Usando uma mistura de diclorometano/éter precipitou
um solido, que pela analise em c.c.f verificou-se conter duas manchas com diferentes r.f.
(factor de retardacdo). Para separar estes dois componentes do sélido, recorreu-se a uma
coluna cromatografica (diclorometano/metanol 0-30 %). Depois de separado fez-se uma analise
'H RMN, para cada um dos compostos separados, onde se verificaram nao serem o produto

desejado, ou seja, a aminocianina 6.

2) Processo Geral

Dissolveu-se a nitrocianina 5 (1 mmol) em 20 mL de etilenoglicol, adicionou-se hidrato
de hidrazina (0,20 mL) e refluxou-se alguns minutos. Apos este tempo, juntaram-se algumas
gotas de niquel Raney, refluxando-se, novamente. A evolucao da reaccao foi seguida por c.c.f.
(silica, diclorometano/metanol 15 %, pulverizacao para aminas), apos diluicdo das aliquotas
em diclorometano, tendo-se completado num periodo de 6 h. Finda a reaccao, filtrou-se a
suspensdo a quente para retirar o niquel, deixou-se arrefecer, adicionou-se uma solucao de KI
14 %, filtrou-se o solido resultante e recristalizou-se de metanol.

Obteve-se, assim a seguinte aminocianina:

lodeto de 6-amino-3,3’-dietiltiacianina ou iodeto de [6-amino-3-etilbenzotiazole-(2)]-[3-

metilbenzotiazole-(2)]Jmetinocianina (6)

Obtida na forma de cristais castanhos, em
quantidades vestigiais pelo método A e pelo método B HZN\©:S>\/<S:©
(etilenoglicol), com um rendimento de 23 %; p.f. 261,2- +N 7N
263,8 °C (203-204 °C™-6%); UV/Vis [EtOH/EG (1 %)] A_, =431 |
nm; IV (v . em cm™) 3441, 3218 (m, NH,), 1603 (f, NH,),
1526 (F, C-C, ), 1264 (m, NH,) cm™; 'H RMN & (DMSO-d,) 1,34 (6H, t, J=5,8 Hz, N-CH,CH,), 3,95

(2H, s, NH,) 4,60 (4H, q, J=4,8 Hz, N-CH,CH,), 6,59 (1H, s, a-CH), 7,08 (1H, dd, J=9,0; 2,0 Hz,
5-CH), 7,22 (1H, d, J=2,0 Hz, 7-CH), 7,64 (1H, t, J=8,2 Hz, 6-CH, ), 7,69 (1H, d, J=9,3 Hz,
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4-CH), 7,76 (1H, t, J=8,0 Hz, 5-CH,_ ), 7,81 (1H, d, J=8,5 Hz, 4-CH, ), 8,14 (1H, d, J=7,8 Hz,
7-CH, ) ppm; C RMN & (DMSO-d,) 12,1 (N-CH,CH,), 12,6 (N-CH,CH,), 41,2 (N-CH,CH,), 41,7
(N-CH,CH,), 81,1 (a-CH), 105,6 (CH, ), 113,0 (CH, ), 114,5 (CH,_), 115,7 (CH, ), 123,3
(CH,.), 124,4 (CH, ), 124,6 (C, ), 126,7 (C,.. ), 128,4 (CH), 130,2 (C,..), 139,9 (C,,..), 147,4

—=Arom
(Cpom)» 138,6 (C, ), 159,2 (C, ) PPM.

3.4- Sintese de Monolitos
3.4.1- Pré-tratamento da coluna

Este pré-tratamento inicia-se com a lavagem da coluna com uma base forte (NaOH),
em refluxo, durante 30 min, seguida de uma lavagem com acido (HCL), igualmente em refluxo,
durante o mesmo tempo. Estas lavagens permitem que os grupos siloxanos da superficie interna
da coluna sejam hidrolisados, aumentando a densidade de grupos silandis, que, por sua vez,
servirdo como “ancoras” para reaccoes subsequentes. Posteriormente faz-se passar o agente
silanizante bifuncional, o hexametildissilano ou o 3-(trimetoxissill)propil metacrilato, em
acetona (50 % v/v), em refluxo, durante 12 h. Os residuos sdao removidos por lavagem da coluna
com metanol, em refluxo (30 min). Devido a este tratamento, ligacdes do tipo =Si-0-Si-C= sao
formadas entre as paredes da coluna, ficando os grupos metacriloila reactivos disponiveis para
posterior fixacdo da matriz monolitica a parede da coluna, durante a reaccédo de polimerizacao

(47) (48)

3.4.2- Reaccao de polimerizacdao do poli(GMA-co-EDMA)
Processo Geral

Numa coluna de vidro previamente tratada, introduziu-se a mistura de monomeros,
constituida por 60 % de GMA e 40 % de EDMA, a mistura de solventes, constituida por 50-100 %
de ciclohexanol e 0-50% de dodecanol e BPO e AIBN (1 % do peso dos monomeros).

Esta solucdo foi colocada nos ultra-sons, a t.a., durante 20 min, para homogeneizar.

Purgou-se esta mistura com azoto, durante 20 min, de modo a desarejar e deixou-se
sob atmosfera de azoto, selando a outra extremidade.

Colocou-se num banho termostatizado, a 50 e 70 °C, durante 24 e 48 h, de modo a
ocorrer a reaccao de polimerizacdo. Alternativamente, colocou-se num banho de 6leo a 85 °C.

Apos este tempo, abriram-se as duas extremidades da coluna e lavou-se o monolito com
etanol, usando uma bomba peristaltica para caudais baixos, para remover restos de solvente e

monomero nao reagido.

Obtiveram-se por este método, os seguintes monolitos:
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3.4.2.1- Monélito 1

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-80 % e dodecanol-20 %) e BPO, a uma temperatura de 85
°C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho de 6leo, abertas as duas
extremidades, fez-se passar sob pressao etanol, de modo a remover material nao reagido e

solventes, contudo, o monolito obtido revelou-se impermeavel a passagem deste.

3.4.2.2- Monélito 2

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-80 % e dodecanol-20 %) e BPO (1 % do peso dos monémeros),
a uma temperatura de 70 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar sob pressao etanol, de modo a
remover material nao reagido e solventes, contudo, o mondlito obtido revelou-se impermeavel

a passagem deste.

3.4.2.3- Monolito 3

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monomeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-100 % e dodecanol-0 %) e AIBN (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do
banho termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar sob pressao etanol, de
modo a remover material nao reagido e solventes, no entanto, o monolito obtido revelou-se

impermeavel a passagem deste.

3.4.2.4- Monolito 4

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-100 % e dodecanol-0 %) e BPO (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 24-48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do
banho termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar sob pressao etanol, de
modo a remover material nao reagido e solventes, no entanto, o monolito obtido revelou-se

impermeavel a passagem deste.
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3.4.2.5- Monélito 5

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monoémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-80 % e dodecanol-20 %) e AIBN (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol para remover material nao
reagido e solventes, no entanto, apenas so sob pressao é que foi possivel a passagem deste.

3.4.2.6- Monolito 6

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monomeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-80 % e dodecanol-20 %) e BPO (1 % do peso dos mondmeros), a
uma temperatura de 50 °C, durante 24-48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
termostatizado, abertas as duas extremidades e fez-se passar etanol para remover material nao

reagido e solventes, no entanto, apenas s6 sob pressao é que foi possivel a passagem deste.

3.4.2.7- Monélito 7

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-70 % e dodecanol-30 %) e AIBN (1 % do peso dos monémeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol para remover material ndao

reagido e solventes, no entanto, apenas so sob pressao é que foi possivel a passagem deste.

3.4.2.8- Monolito 8

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monomeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-70 % e dodecanol-30 %) e BPO (1 % do peso dos mondmeros), a
uma temperatura de 50 °C, durante 24-48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol para remover material nao

reagido e solventes, no entanto, apenas so sob pressao é que foi possivel a passagem deste.

3.4.2.9- Monolito 9

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monomeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-60 % e dodecanol-40 %) e AIBN (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do
banho termostatizado, abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol de modo a remover

material ndo reagido e solventes, neste mondlito passou etanol sem aplicacao de pressao.
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3.4.2.10- Monélito 10

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-60 % e dodecanol-40 %) e BPO (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 24-48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do
banho e abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol de modo a remover material nao

reagido e solventes, neste monolito passou etanol sem aplicacao de pressao.

3.4.2.11- Mondlito 11

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-50 % e dodecanol-50 %) e AIBN (1 % do peso dos monoémeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
e abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol de modo a remover material nao reagido

e solventes, neste monolito passou etanol sem aplicacao de pressao.

3.4.2.12- Mondlito 12

Obtido a partir de 40 % de uma mistura de monémeros (GMA e EDMA), 60 % de uma
mistura de solventes (ciclohexanol-50 % e dodecanol-50 %) e BPO (1 % do peso dos monomeros),
a uma temperatura de 50 °C, durante 48 h. Passado este tempo, a coluna foi retirada do banho
e abertas as duas extremidades, fez-se passar etanol de modo a remover material nao reagido

e solventes, para este monolito passou etanol sem aplicacdo de pressao.
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