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RESUMO

O presente trabalho trata de uma pesquisa indutiva-experimental que busca a
sintese de um modelo biomimético para a enzima catecol oxidase. Vale dizer, um
composto de baixa massa molar que mimetize suas caracteristicas estruturais e
espectroscopicas. Para isso, foram sintetizados dois novos ligantes e dois
complexos binucleares de cobre(ll), inéditos na literatura. Em seguida, esteses
ultimos compostos foram caracterizados por meio de testes de espectroscopia na
regidao do infravermelho e do ultravioleta e visivel, de espectrometria de massas, de
eletroquimica e de condutividade molar. Por fim, os complexos foram testados como
catalisadores da reacdo de oxidagdo do 3,5-di-tercbutilcatecol, os quais
demonstraram tratar-se de modelos funcionais para a catecol oxidase, ja que ambos
mostraram-se ativos frente ao substrato.

Palavras-chave: Quimica Bionorganica; Modelos biomiméticos; Cobre;
Metaloenzimas.



ABSTRACT

This work aims to synthetize a biomimetic model for the catechol oxidase
enzyme, which refers to a compound with low molecular weight that mimics it's
structural and spectroscopic characteristics. Therefore, two ligands and two new
binuclear complexes of copper (Il) were synthetized. Thereafter, these compounds
were characterized by tests of infrared spectroscopy, of UV-Vis spectroscopy, of
mass spectrometry, of nuclear magnetic resonance, of electrochemistry and of molar
conductivity. At last, the complexes were submitted to kinetic tests of oxidation, which
showed they could be considered functional models for the catechol oxidase
enzyme, since both of them were active towards of the 3,5-di-terc-butilcatechol
substrate.

Key-words: Biochemisty; Biometic Model; Copper; Catechol Oxidase;

Metaloenzymes.
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INTRODUGAO

Este trabalho esta inserido no projeto de pesquisa desenvolvido pela
Professora Doutora Rosely Aparecida Peralta, intitulado “Sintese e caracterizagao
de biomiméticos de cobre de relevancia bioinorganica”, o qual foi realizado entre
agosto de 2016 e o presente momento, no ambito do Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia (LABINC) do Departamento de Quimica da UFSC. O projeto, em geral,
tratou de criar um modelo biomimético para a enzima catecol oxidase por meio da
sintese de dois complexos binucleares de cobre, com vistas a comparagao entre
ambos.

Apos revisdo da literatura especifica disponivel, a qual se encontra
consubstanciada no primeiro capitulo deste trabalho, foi levantada a hipétese de que
um novo complexo binuclear de cobre(ll), sintetizado a partir de um ligante nao
simétrico multidentado de conhecimento do grupo LABINC, poderia fornecer um
modelo biomimético para a enzima catecol oxidase. Isso porque um dos modelos de
ligantes atualmente explorados pelo grupo LABINC apresenta um grupamento
aldeido em sua extremidade, o qual favorece reacdes de substituicdo de grupo
funcional.

Desse modo, tal modelo de ligante, doravante determinado H,BPPAMF, foi
sintetizado. Na sequéncia, este foi funcionalizado por meio de uma reagao de
aminagado redutiva, o que forneceu um novo ligante, doravante denominado de
H.BPPAMFFEt. Cada um desses ligantes foi posteriormente utilizado para a sintese
de um respectivo complexo bioinspirado de cobre(ll). A rota de sintese desses
complexos e ligantes estda pormenorizada no terceiro capitulo deste trabalho
monografico, enquanto que a lista detalhada de materiais e métodos utilizados
encontra-se no quarto capitulo.

Ambos os complexos foram submetidos a testes de caracterizacéo, os quais
buscavam confirmar as hipéteses levantadas para a pesquisa, bem como fornecer
informacdes sobre as propriedades fisico-quimicas e estruturais. Foram realizados
os testes de espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio ("H-NMR), espectroscopia na regido do ultravioleta visivel,
espectrometria de massas, medida eletroquimica, condutividade molar e cinética de

oxidacdo. Os resultados e discussdes desses testes estdo reunidos no quinto



15

capitulo deste trabalho, ao passo que os detalhes de instrumentacdo estéo
disponiveis no quarto capitulo.

De forma geral, a analise comparativa entre os testes de caracterizagao e de
reatividade de ambos os complexos permitiu a elaboragdes de conclusdes acerca de
suas capacidades para funcionarem como modelos biomiméticos para a enzima
catecol oxidase, assim como forneceu indicativos a respeito da influéncia do grupo

etilenodiamina na segunda esfera de coordenagao.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Modelos biomiméticos

Modelos biomiméticos sado compostos bioinspirados com baixa massa
molecular que simulam a maioria das caracteristicas espectroscopicas, estruturais e
de reatividade de sistemas bioinorganicos, dentre os quais se destacam
metaloenzimas, compostos indispensaveis aos sistemas biolégicos cujo mecanismo
de agdo os quimicos inorganicos e bioquimicos buscam elucidar através de
modelagens sintéticas envolvendo estudos biomiméticos™#>.

O desenvolvimento de um modelo biomimético envolve, em linhas gerais, a
representacdo das propriedades fisicas basicas do composto em analise e a
simulacdo qualitativa de sua reatividade no sistema natural. Ocorre que os modelos
sintéticos formulados costumam exibir apenas reatividade nao catalitica em face do
substrato natural®> e apresentam taxas de eficiéncia inferiores as das enzimas
naturais®.

Analisando a reacéo de ativagdo do oxigénio molecular, Mukherjee® comenta
que existiriam determinadas limitagdes naturais, ou contrapesos, que garantiriam as
enzimas originais taxas altas de eficiéncia. Em condigbes laboratoriais controladas,
no entanto, essas restricdes nao existiriam, o que poderia contribuir para a
dificuldade experimentada pelos pesquisadores em obter modelos sintéticos com
taxas de eficiéncia semelhantes aos dos complexos naturais.

Essa situagcdo € bastante evidenciada nas reacgdes de ativagdo do oxigénio

molecular catalisadas por metaloenzimas, as quais serao analisadas a seguir.

1.2 Metaloenzimas e ativagao do oxigénio molecular

Enzimas s&do macromoléculas que atuam como catalisadores biologicos de
uma reacao quimica, tendo, geralmente, comportamento catalitico especifico, tanto
em face das reagdes quimicas, quanto em face dos substratos*. E comum que uma
enzima catalise apenas um tipo de reagdo quimica, ou uma pequena gama de

reacdes correlatas. Ademais, a formacao de bioprodutos dispensaveis € rara nesse
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tipo de reacgao, ao contrario do que ocorre naquelas catalisadas por catalisadores
quimicos.

Para Berg1, as enzimas sdo moléculas complexas que operam em diversas
reacbes essenciais para a manutengcdo dos organismos vivos e mediam a
transformacdo de energia quimica. O autor afirma que praticamente todas as
enzimas conhecidas s&o proteinas, cujas caracteristicas s&o a rapidez, a
especificidade e a eficiéncia em realizar certas fungdes cataliticas®. Tais reagdes
acontecem em um local particular da enzima, chamado sitio ativo, onde este ultimo
se liga ao substrato por meio de forgas intermoleculares ou mesmo de ligagcéo
quimica.

A capacidade catalitica que as enzimas possuem consiste no processo de
diminui¢ao seletiva da energia do estado de transi¢cao das reagdes, o qual determina
quais das varias reag¢des quimicas em potencial irdo efetivamente ocorrer. Segundo
Berg1, considerando que a maior parte das reagbes nos sistemas biolégicos nao
ocorre em taxas observaveis na auséncia das enzimas, conclui-se que estas podem
acelerar reagdes por fatores de até um bilhdo ou mais.

As metaloenzimas, ou complexos metal-enzima, por sua vez, sdo enzimas
que contém um ou mais ions metalicos essenciais para a fungédo biolégica que
desempenham?®. De acordo com Glusker®, no que se refere a funcéo bioldgica das
metaloenzimas, os ions metalicos poderiam modificar o fluxo de elétrons em
determinado substrato ou enzima, o que representaria uma forma eficaz de controlar
as reacOes catalisadas. Tratar-se-ia de atomos ou grupos de atomos que estariam
ligados ao centro metalico, geralmente de maneira eletrostatica.

Um dos metais mais vezes encontrado e estudado, nos centros metalicos das
metaloenzimas, é o cobre. O cobre € um elemento essencial nos organismos vivos,
cuja taxa de concentracédo € na ordem de partes por milhdo. A principal fungdo que
este metal desempenha é de “cofator” essencial nas metaloenzimas, sendo que atua
em diversas reagdes bioldgicas de oxirredugéo.

Com base em suas caracteristicas espectroscopicas e eletrbnicas, o cobre foi
inicialmente dividido em trés classes distintas, chamadas de “tipo um”, ou cobre azul,
“tipo dois”, ou cobre normal; e “tipo trés”, ou centros de cobre binucleares acoplados,
como mostra a Tabela 1 representada a seguir. Desde tal classificagcéo inicial, no
entanto, quatro novos centros foram adicionados a lista, incluindo ai os conjuntos de

cobre “tipo quatro”, Cua , Cuze Cug.
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Tabela 1 - Caracteristicas e classificagao inicial dos centros de cobre classicos em proteinas

de cobre

Tipo 1

Tipo 2

Tipo 3

Fungao

Exemplos

Ligantes

Comuns

Espectro Uv-

vis

Espectro
EPR

Estrutura

Geometria do

sitio ativo

Transferéncia
reversivel de

elétron Cu" + e & CU'

Azurina,
Plastocianina,
Stelacianina, Nitrito
redutase

His, Cys, (Met)

Forte absorgdo eem
600 nm (em algumas
proteinas, 450nm)

4 linhas (A1 <80 x 10
4 Cm-'])

Fortemente distorcida,
(3 + 1) absorgéo de
coordenacio da
forma cobre(ll) a
cerca de 600 nm,
coeficiente de
extingdo molar €>
2000 M em™,
transicdo LMCT
S(Cis) > Cu'
EPR da forma
oxidada: pequeno
acoplamento hiperfino
de Cu e anisotropia g,
interagao da rotacao
eletrbnica com -S-
CH2-; Cu" > S (Cis)
deslocalizagao do
spin

Tetraédrico distorcido

Ativacao de O, do
estado de Cu'em
cooperagao com

coenzimas organicas

Superoéxido dismutase,
Galactose oxidase,
Amina oxidase, Nitrito
redutase

His, Cys, (Tir)

Fraca absor¢édo em 700
nm

4 linhas (A, ~ (130-180)
x 10 cm™)

Essencialmente planar
com fraca coordenagao
adicional (efeito Jahn-
Teller para Cu"),
absorgdes tipicamente
fracas de Cu', €<1000
M cm™, transigdes de
campo ligante(d—>d)
EPR normal de Cu"

Tetragonal distorcido

Absorgao de O, do
estado Cu'-Cu'

Hemocianina,
Tirosinase, Catecol
oxidase, Lacase

Hist, (Tir)

Fraca absor¢cdo em 700
nm

Nao detectavel

Dimero (ponte),
distancia de Cu-Cu a
360 pm apos absorgao
de O,, absorcdes
intensas em torno de
350e 600 nm, € =
20000 e 1000 M" cm™,
transicdes LMCT O,*--
>CU”

EPR inativo Cu"
(antiferromagneticament
e acoplado centros d°)

Tetragonal
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Adaptada de McCLEVERTY’, e KAIM?, 2012 (tradugéo livre).
Como ensina Solomon®, essas definicdes espectroscopicas sao baseadas no

estado oxidado (cuprico) do metal, o qual possui uma camada de valéncia nao
preenchida com configuragao o®, suscetivel a diversas das analises supracitadas. As
reagoes catalisadas por metaloenzimas contendo cobre incluem transferéncias de
elétrons, transporte de oxigénio (O3), oxigenacgao e oxidacao do substrato, e redugéo
de oxidos de nitrogénio.

Uma das classes mais importantes de enzimas que contém cobre em seu
sitio-ativo sd0 as oxirredutases, as quais catalisam reacdes de oxirreducdo®. Neste
grupo estdo compreendidas as enzimas lacase, tirosinase, catecol oxidase, entre
outras. Por razdes ambientais e econbmicas, as industrias quimicas buscam,
predominantemente, desenvolver métodos oxidativos que utilizem o oxigénio
molecular como oxidante primario®. Isso porque o oxigénio molecular é o oxidante
ideal em razdo de sua alta disponibilidade, o que o torna barato e ambientalmente
benigno. Em contrapartida, métodos classicos de oxidagado utilizam oxidantes
inorganicos que se mostraram altamente téxicos e prejudiciais ao meio ambiente.

No entanto, a despeito da significativa vantagem que as oxidagdes de
ativacao do oxigénio molecular proporcionam, a natureza cinética inerte deste ultimo
coloca um grande obstaculo para sua utilizagdo, uma vez que a reagdo com o
oxigénio & proibida por spin, de forma que reagbes com substratos organicos néo
ocorrerdo em condicdes ambientais®. Dai resulta que a reacdo com oxigénio so se
torna permitida por spin quando o substrato organico for convertido em radical.
Segundo Martins®, a sobreposicdo orbital do oxigénio com ion metalico adequado
pode auxiliar na ativacao através da transferéncia de elétrons a partir do metal.

De acordo com Solomon', a natureza utiliza varias metaloenzimas para
catalisar a oxidacdo controlada e seletiva de compostos organicos. Para este
processo, € necessario provocar a ativagdo do oxigénio molecular nos sitios
metalicos da metaloenzima, o que requer a disponibilidade de diferentes estados
redox, os quais devem corresponder tanto a estrutura eletrbnica e a geometria da
molécula, quanto a sua fungao.

A eficacia das metaloproteinas que contém cobre para ligar e ativar de
maneira reversivel o dioxigénio figura como vetor de grande importancia na catélise
biolégica, o que tem sido fonte constante de interesse no campo da Quimica

Bioinorganica. Nesse sentido, foi descoberto que as proteinas binucleares de cobre
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hemocianina, tirosinase e catecol oxidase contém um centro metalico dinuclear de
cobre do tipo IlI'". Para Klabunde', tal centro seria responsavel por se conectar ao

dioxigénio e promover sua ativagao.

1.3 Catecol Oxidase

A catecol oxidase € uma metaloenzima binuclear de cobre pertencente a
classe das oxirredutases, as quais se notabilizam pela catalise da reagcdo de
transferéncia de dois elétrons, durante a oxidagdo de uma gama de substratos
ortodifendis para suas ortoquinonas correspondentes. Nesse processo, as
oxirredutases reduzem o oxigénio molecular a agua, em um processo conhecido
como atividade de catecolase'. Por meio da polimerizacdo das quinonas, a catecol
oxidase desempenha um papel central nos dispositivos de defesa das plantas,
auxiliando-as a protegerem-se contra doengas bacterianas e fungicas. Uma

representacdo genérica de ambas as reagdes € mostrada no Esquema 1:

Esquema 1 - Reacdo de oxidagao catalisada pela catecol oxidase

catecol oxidase
+ 0,5 02 > + HZO

OH O

A catecol oxidase pertence a classe de proteinas de cobre do tipo Ill, assim
como a tirosinase e a hemocianina. Na natureza, as enzimas de cobre do tipo Il
contém sitios-ativos de cobre binucleares similares, sendo responsaveis pela
ativagao do oxigénio molecular (Catecol Oxidase e Tirosinase), pela oxidagao de
catecol a o-quinonas (atividade de catecolase) e pelo transporte de oxigénio
(atividade de hemocianina). Pela Optica estrutural e espectroscopica, trés
classificagdes de centros de cobre biolégicos podem ser distinguidos em proteinas,

como mostra a tabela a seguir:
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O trabalho de Klabunde'", descreveu a estrutura cristalina da catecol oxidase,
e revelou que seu sitio ativo consiste em um centro binuclear de cobre (II) em uma
ponte hidroxido, sendo que cada centro de cobre (ll) estd coordenado por trés
atomos de nitrogénio da histidina e adota um ambiente quase trigonal-piramidal, cuja
estrutura é conhecida como a forma met da enzima. A estrutura cristalina da catecol
oxidase apresentaria, portanto, trés estados cataliticos distintos: o estado nativo met
(cu'cu"), a forma reduzida deséxi (Cu'Cu') e o estado de complexacdo com o
inibidor feniltioureia. Analogamente o dioxigénio produz a forma oxi, o qual é atacada
pela segunda molécula de difenol. A oxidagdo para a quinona correspondente
conduz a forma met novamente, fechando o ciclo catalitico. Esse processo pode ser
descrito na figura apresentada a seguir:

Esquema 2 - Mecanismo Proposto por Eicken e Colaboradores, Adaptador por Koval e
Colaboradores

H,O + Q Nris / msN
NHIS \ / HISN HO OH
rusN risN
forma met
H+
e Be
(@)
N N \
HIS \ / \ HIS NH|S ” / HISN
CUA
Nhis | \ / risN Nhis \ / rsN
risN (0] risN
H
forma oxi
H,O + H* & OH,
Nris / HisN
>CUA+ +CUB/
Oz + Nris | risN
risN risN
HO OH (0] (@)

forma desoxi

Extraido de: KOVAL, 2006 (traducdo livre)'.
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A natureza otimizou a catecol oxidase para ligar o fon Cu" na geometria
determinada e com potencial redox o6timo para oxidar o catecol através dessa
mudanca do estado de oxidagdo Cu" e Cu' com a estabilidade requerida. Eicken e
colaboradores™ sugeriram um mecanismo para o funcionamento catalitico da
metaloenzima com base em uma combinacdo de dados bioquimicos,
espectroscopicos e estruturais. Estudando tais pesquisas, Everton da Silva e

colaboradores™ sintetizaram:

O ciclo inicia-se com a forma met da enzima, uma vez que essa é a forma
nativa. Através do estudo de inibicdo com a feniltiouréia foi proposta uma
ligagdo monodentada do substrato ao centro de CuB. A forma met reage
com um mol de catecol e gera um mol da quinona correspondente. O centro
de Cu?* — Cu*" sofre reduc&o para a forma desoxi Cu* — Cu* possuindo uma
molécula de solvente no CuA. Esta etapa é justificada pela formagao de
quantidades estequiométricas de quinona formadas na auséncia de O,. Em
seguida a forma desoxi se liga simultaneamente ao oxigénio e a uma
molécula de catecol. Quando o oxigénio se liga aos ions Cu®, é formada a
ponte do tipo u—r12:r12 e ocorre a oxidagdo dos ions cuprosos a cupricos
(forma oxi). No complexo CO-0,” -catecol, dois elétrons sao transferidos do
substrato para o peroxido, seguido da quebra da ligagdo O-O, com a perda
de agua e a geragao da (}uinona. Com isso, a forma met é restabelecida e o
ciclo pode ser reiniciado ™.

1.4 Segunda esfera de coordenagao

A funcionalidade das metaloenzimas depende das propriedades dos centros
metalicos estabelecidos pelas cadeias de aminoacidos residuais provenientes da
estrutura proteica. As interacdes provenientes desses fragmentos residuais tém a
capacidade de cooperar em etapas do processo catalitico. Para Zhao', os
aminoacidos que nao estado diretamente ligados na coordenagédo do metal, mas sao
indispensaveis a eficiéncia e seletividade das enzimas, sdo conhecidos como a
segunda esfera de coordenacgao, a qual é representada pela figura 1, representada a

sequir:
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Figura 1 - Uma descrigdo esquematica da primeira (azul) e segunda esfera (amarela) de
coordenagao para uma espécie octaédrica ML6

J—— Sequnda esfera de coordenacao

Frimeira esfera de coordenacao

Adaptado de BEAUCHAMP, 2002

A coordenacao de segunda esfera é entendida, nos dias de hoje, em termos
de ligacbes nédo covalentes das unidades quimicas que possui. Vale dizer, os
ligantes da primeira esfera de coordenagédo geram os de segunda esfera, por meio
de inumeras interagdes nao covalentes, como ligacdes de hidrogénio, interagdes de
van der Waals e transferéncias de cargas'®.

Os estudos realizados na ultima década acerca dos efeitos da segunda esfera
de coordenagao demonstraram que ela desempenha papel basilar na atividade
catalitica, j4 que melhora significativamente a taxa de ocorréncia de uma reacéo’’.
Segundo o autor Bernardo Souza, muito embora os complexos-modelo sintetizados
geralmente apresentem caracteristicas espectroscépicas semelhantes as de suas
enzimas, suas atividades diferem consideravelmente devido a falta de efeitos de
segunda esfera de coordenacéo’’.

Nesse contexto, os pesquisadores da area passaram a investigar grupos
adicionais com o intuito de simular as fungbes da segunda esfera de coordenacéo,
da onde se destacou a pesquisa realizada sobre as aminas, cuja relativa facilidade
de sintese transformou-as em modelos biomiméticos de grande utilidade, sendo

adotadas, inclusive, como objeto de investigacao especifico deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Demonstrar de que maneira dois novos ligantes e dois novos complexos
binucleares de cobre(ll) comportam-se frente a atividade enzimatica, utilizando o

método comparativo em relagdo a um complexo analogo.

2.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar os ligantes (1) N-benzil-N-2-piridiimetilamina (BPA); (2) 2-(N-
benzil-N-2-piridiimetilamina)-4-metil-6-formilfenol(BPAMFF);  (3) 2-[(N-benzil-N-2-
piridilmetilamina)]-4metil6[N(2piridiimetil)Jaminometil)]fenol(BPAPyFF);  (4)  2-[(N-
benzil-N-2-piridilmetilamina)]-4-metil-6-[N(2piridiimetil)Jaminometil)])4-metil-6
formilfenol (H.BPPAMFF); (5) H.BPPAMFFEH;

2. Sintetizar o complexo binuclear de cobre Cux(BPPAMFF);

3. Sintetizar o complexo binuclear de cobre Cuy(BPPAMFFEY);

4. Caracterizar os ligantes por analises de infravermelho e ressonéncia
magnética nuclear;

5. Caracterizar os complexos binucleares de cobre(ll) por meio de

analises elementares, espectroscopicas e estruturais, quando possivel.
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3 SINTESE DOS COMPOSTOS

3.1 Sintese dos ligantes

Na sintese de compostos biomiméticos, € importante utilizar ligantes que se
assemelhem aos residuos de aminoacidos presentes nas metaloenzimas. Nesse
sentido, a experiéncia do Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia da
Universidade Federal de Santa Catarina (LABINC) demonstrou que os ligantes
elaborados pelo grupo, incluindo o trabalho de Piovezan®, sdo capazes de fornecer
um modelo vantajoso, uma vez que o grupo funcional aldeido, presente na
extremidade do referido ligante, favorece reag¢des de substituicdo de grupo funcional,
para estudos de segunda esfera de coordenacéo.

A funcionalizagdo é um procedimento por meio do qual o quimico pode
exercer maior controle sobre os compostos, porquanto aquela primeira desempenha
um papel decisivo na reatividade dos complexos. Por esse motivo € que o ligante
sintetizado por Piovezan foi escolhido para os fins a que se destina esta pesquisa,
especificamente para a sintese dos complexos bioinspirados de cobre(ll). A seguir,
apresenta-se a rota sintética proposta pelo autor®® para a sintese do referido ligante,
incluindo os precursores, e, em seguida, a rota dos novos ligantes a partir deste

modelo.
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3.1.1 Sintese do ligante H.BPPAMFF

Esquema 3- Sintese do ligante H,BPPAMFF

Q Q CH@H/NaBH, C N
NH
Y

A

: ) CHZCIZ
NH + Cl A A°

N\ OH

F

g
AN N
| CH3OH/ NaBH,
N O N ——————> N NH
N o
N 0°C N
| A OH NH, | AN OH
G FZ
7

@ J@ﬁ oo CH L

H,bppamff

Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.
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3.1.1.A. Sintese do precursor 2-clorometil-4-metil-6-formifenol — cmff

Esquema 4 - Rota sintética do precursor cmff

CHj CHs CHj
NaOH HCHO
+ CHCI; Me-r . —a 0
z HCI
OH OH 0°C OH

Inicialmente preparou-se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (HMB) através de
uma reacéo de formilagdo do p-cresol*'. Em um baldo de 3 bocas de 5000 mL,
equipado com um agitador mecéanico e um condensador, adicionou-se o p-cresol
(21,6 g, 200 mmol, 108,14 g.mol™) em 1,5 L de cloroférmio. A solugdo foi mantida
sob agitagdo com temperatura controlada entre 56 — 60 °C com um banho. Iniciou-se
entado a adicao de NaOH (60 g, 1,5 mmol, 40,00 g.mol'1), solubilizado em 100 mL de
agua destilada, em pequenas por¢des durante 3 horas. A reacdo foi mantida por
mais uma hora e entdo deixou-se o sistema resfriar a temperatura ambiente.
Adicionou-se aproximadamente 500 mL de agua destilada e, sob agitacao,
acidificou-se com HCI concentrado até pH = 2. A fase organica foi separada, lavada
com agua destilada, seca com NaySO4 anidro e o solvente foi retirado a pressao
reduzida. O produto foi entdo destilado a pressao reduzida. Obteve-se o0 HMB como
um sélido branco. O sdlido foi solubilizado em um minimo de diclorometano e
purificado com coluna cromatografica em silica, utilizando diclorometado como
eluente e analisado por placa de CCD, obtendo um fator de retencdo de 0,86. O
solvente foi retirado a pressao reduzida e obteve-se um sélido cristalino. A segunda
etapa, de sintese do cmff, foi realizada da seguinte forma: Em um baldo de 500 mL
adicionou-se o HMB (6,4 g, 47 mmol, 136,15 g.mol™ ), formaldeido 37% (3,81 g, 94
mmol) e acido cloridrico concentrado (25 mL). O sistema foi mantido sob refluxo e
agitacao por 30 minutos e, na sequéncia, resfriado a 0 °C, formando um precipitado
compacto no fundo do baldo, que foi triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado a
quente em diclorometano. Obteve-se um solido branco, que foi deixado no
dessecador com silica sob vacuo para secar, com rendimento de 85% (7,4 g, 40
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mmol, 184,62 g mol-1) em relagdo ao HMB. Por fim, o cmff foi caracterizado por "H-

NMR, como mostra a figura 2.

Figura 2 - Espectro de "H-NMR do precursor cmff

I | ) JLJL .

1.00 1.02 214 2.06 317
H El —l Hl =

Chemical Shift (ppm)

"H-NMR &y (200 MHz; CDCl3) em ppm: 11,25 (s, 1 H, OHieno); 9,86 (s, 1 H, aldeido);
7,46 (s, 1 H, Cuar); 7,35 (s, 1 H, Ar): 4,67 (s, 2 H, CH,); 2,35 (s, 3 H, CHs).

3.1.1.B. Sintese do precursor N-benzil-N-2-piridilmetilamina — BPA

Esquema 5 - Rota sintética do BPA

3 MEDH | MNaB H4 i

ZL__NH, ,,o —o0°C .

'““-w .

=

N

Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.
Em um baldo de 125 mL contendo 20 mL de alcool metilico foi adicionado

2-(aminometil)piridina (0,52mL, 5mmol), mantendo-se a solugado a 0°C. Em seguida,
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mantendo-se o banho de gelo, foi adicionada uma solucdo metandlica de
benzaldeido (0,62mL em 25mL de metanol) por meio de um funil de adigdo. Apods
essa adigao manteve-se o sistema sob agitacdo e temperatura ambiente por vinte e
quatro horas, sem acompanhamento da reagao por placa de CCD. Apds esse
periodo, foi adicionado borohidreto de sodio (0,38g, 10mmol) em pequenas porgdes
aquela solugéo, durante o periodo de 1 (uma) hora, mantendo-se o sistema a 0°C.
Retirado o banho de gelo, o sistema ficou em temperatura ambiente por quatro
horas. O solvente foi retirado por pressdo reduzida em rotaevaporador e, em
seguida, foi adicionado 20 mL de HCI 2,0 mol L. Na sequéncia, a fase aquosa foi
extraida por meio de cinco lavagens de CHCIs; para a remog¢do do excesso de
benzaldeido. Apds, a fase aquosa foi alcalinizada com solugao saturada de Na,COg3
(pH 10) e extraida por meio de 3 (trés) lavagens de 20 mL de CHCIs. A fase organica
formada foi recolhida e seca com sulfato de sédio anidro, enquanto o solvente foi
retirado com rotaevaporador. Foram obtidos 1,67 g do produto na forma de um dleo
amarelo, o qual apresentou um rendimento de 84,34% com relagdo ao 2-
(aminometil)piridina. Por fim, o BPA foi caracterizado por espectroscopia no IR e 'H-

NMR, como mostram as figuras 3 e 4, respectivamente.

Figura 3 - Espectro de Infravermelho (médulo ATR) do precursor BPA.
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IR, em cm™: v (N-H) 3260; v (C-Har € C-Hair) 3136-2757; v (C=N e C=C) 1596-1429;
5 (C-Har) 790-730.
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Figura 4 - Espectro de 'H-NMR do precursor BPA
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"H-NMR &y (200 MHz; CDCls) em ppm: 8,5 [d, 1H, Py]; 7,6-7,1 [8H, Ar]; 3,83 [s, 2H,
CHaJ; 3,92 [2H, CH,]; 2,5 [1H, NH — troca com D,0].

3.1.1.C. Sintese do precursor 2-(N-benzil-N-2-piridilmetilamina)-4-metil-6-
formilfenol - BPAMFF

Esquema 6 - Rota sintética do BPAMFF

CH, CH;
A CHgCl, / Et3N N 0
cl =0 0°C
NS AN OH
| OH |
e e

Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.
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Em um baldo de 125 mL, foi adicionado o ligante BPA (1,67 g; 8,42mmol) e
15 mL de diclorometano, este sob gelo e agitagdo, bem como trietilamina(2,34mL,
16,84mmol). Mantendo-se o gelo e a agitacéo, foi adicionado o ligante cmff (1,55g,
8,42mmol) a mais 15 mL de CH)Cl,, utilizando-se, para isso, o funil de adicao.
Retirado o banho de gelo, a solugéo ficou sob agitacéo, a temperatura ambiente, por
24 (vinte e quatro horas), sem acompanhamento da reacéo por placa de CCD. Apds,
a solucéo reacional foi lavada por meio de 8 (oito) lavagens de 20mL de NayCOssay.
A fase organica foi, entdo, seca com Na,SO, e, depois, concentrada sob pressao
reduzida. O produto final foi obtido na forma de um éleo amarelo, o qual apresentou
um rendimento de 88,01% com relagdo ao BPA. Por fim, o BPAMFF foi
caracterizado por espectroscopia na regido do IR e '"H-NMR, como mostram as

figuras 5 e 6, respectivamente.

Figura 5 - Espectro de IR (médulo ATR) do precursor BPAMFF
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Figura 6 - Espectro de "H-NMR do precursor BPAMFF
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"H-NMR 84 (200 MHz; CDCI3) em ppm: 10,3 [s, 1H, aldeido — n&o troca com D,0],
8,6 [d,1H, Py]; 7,7-7,1 [m, 10H, Ar]; 3,82 [d, 4H, CH]; 3,73 [s, 2H, CH,]; 2,2 [s, 3H,
CHs).

3.1.1. D. Sintese do precursor 2-[(N-benzil-N-2-piridilmetilamina)]-4-metil-6-[N-
(2-piridilmetillaminometil)Jfenol — BPAPyFF

Esquema 7 - Rota sintética do BPAPyFF

Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.
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Em um baldo de 125mL contendo BPAMFF (4,50g, 13mmol em 20mL de
metanol) foi adicionado, através de funil de adicdo e em banho de gelo, 2-
(aminometil)piridina (1,35mL, 13mmol em 20 mL de metanol). Apéds, a solugao ficou
sob agitacao, a temperatura ambiente, por 4 (quatro) horas, sem acompanhamento
da reacgao por placa de CCD. Na sequéncia, foi adicionado borohidreto de s6dio sob
banho de gelo e agitagdo por mais quatro horas. O solvente foi retirado com o uso
do rotaevaporador e, entso, foi adicionado 25 mL de HCI 2,16 mol L™. A fase aquosa
foi lavada por meio de 5 (cinco) lavagens de 10 mL de CH.Cl,, a fim de remover
algum resquicio de BPAMFF. A fase aquosa foi alcalinizada com NazCOssat) (pH 10).
Apos, a fase aquosa foi extraida por meio de 4 (quatro) lavagens de 10mL CHCl,. A
fase organica foi seca com Na,SO, e, entdo, o solvente foi retirado sob pressao
reduzida. O produto foi obtido com um rendimento de 94,5% com relagédo ao
BPAMFF. Por fim, o BPAPyFF foi caracterizado por espectroscopia no IR e "H-NMR,

como mostram as figuras 7 e 8, respectivamente.

Figura 7- Espectro de IR (médulo ATR) do precursor BPAPyFF
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Figura 8 - Espectro de "H-NMR do precursor BPAPyFF
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"H-NMR 8 (200 MHz; CDCI3) em ppm: 8,5 [d, 2H, Pyl; 7,12-7,72 [m, 11Ha]; 6,9 [d,
2H.; 3,9-3,6 [m, 10H, CH2], 2,2 [s, 3H, CH3].

3.1.1. E. Sintese do ligante 2-[(N-benzil-N-2-piridilmetilamina)]-4-metil-6-[N-(2-
piridilmetil)Jaminometil)])-4-metil-6-formilfenol — H,BPPAMFF

Esquema 8 - Rota sintética do H,.BPPAMFF
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Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.
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Em um baldo de 250mL contendo o ligante BPAPyFF (5,38g, 12,3mmol em
12mL de CH,Cl,), foi adicionado EtsN (1,7mL, 12,3mmol), adicionado sob agitacéo e
banho de gelo. Apéds, foi adicionado cmff (2,27g, 12,3mmol) em 20mL de
diclorometano utilizando-se o funil de adicédo, deixando-se o sistema sob agitacéo,
em temperatura ambiente, por vinte e quatro horas. Em seguida, foi adicionado
15mL de CH,Cl,. A solugao foi lavada seis vezes com 15mL de NaHCOj; e, entédo, a
fase organica foi seca com Na,SO,4. A solucéo foi concentrada no rotaevaporador.
Obteve-se o produto como um soélido amarelo claro. O H,BPPAMFF foi caracterizado
por espectroscopia no IR e 'H-NMR como mostram as figuras 9 e 10,

respectivamente.

Figura 9 - Espectro de IR (médulo ATR) do ligante H,BPPAMFF
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Figura 10 - Espectro de 'H-NMR do ligante H,BPPAMFF
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'H-NMR &4 (200 MHz; CDCI3) em ppm: 10,2 [s, 1H, aldeido— n3do troca com D,OJ;
8,5 [d, 2H, Py]; 7,55-7,70 [q, 2 Hal; 7,12-7,40 [m, 11 Hy]; 6,82-6,92 [d, 2H,]; 3,8-3,6
[m, 12H, CH3], 2,2 [s, 6H, CHj3].

3.1.2 Sintese do ligante 2-[(N-benzil-N-2-piridilmetilamina)]-4-metil-6-[N-(2-
piridilmetil)Jaminometil)])-6((2-aminoetil)amino)-metilfenol — H,.BPPAMFFEt

Esquema 9 - Rota sintética do H,BPPAMFFEt

= | =
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N N N N~ NH2 _EtOH N N
X OH

NaBH,

P 0°C s OH
HO
= HO

NH,
Adaptado de PIOVEZAN, 2010%.

Em um baldo de 500mL contendo solug&o de etilenodiamina (4mL, 60mmol)
em 150mL de EtOH/CH.CI, (2:1) e banho de gelo, foi adicionado, com funil de
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adicdo, H,BPPAMFF (3,52g, 5,9mmol em 50mL de EtOH). A solu¢cdo permaneceu
sob agitacdo em temperatura ambiente overnight. Apds, o sistema foi colocado em
banho de gelo e foi adicionado borohidreto de sédio (2,72g, 72mmol) em pequenas
porcoes, pelo periodo de 1 (uma) hora. Em seguida, este ficou sob agitacado por trés
horas. Adicionou-se HCI 6 mol L™ até que o pH da mistura se igualasse a 5, para,
entdo, concentra-lo a baixa pressao. Apés, foi inserido 30mL de CHCI3 e o produto
foi lavado: uma vez com 25mL NaHCO3; duas vezes com 25 mL NaClsa), trés vezes
com NaHCO3; e, por fim, mais uma vez com 25 mL NaClsa), tomando-se cuidado
com a formagédo de emulsdes. A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e o
solvente foi retirado com o uso do rotaevaporador. Obteve-se um sélido rosa claro
como produto, com um rendimento de 87,5% em relagdo ao BPAPyFF. Por fim, o
H,BPPAMFFEt foi caracterizado por espectroscopia no IR e "H-NMR, como mostram

as figuras 11 e 12, respectivamente.

Figura 11 - Espectro de IR (médulo ATR) do ligante H,.BPPAMFFEt
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Figura 12 - Espectro de "H-NMR do ligante H,BPPAMFFEt
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"H-NMR &y (200 MHz; CDCI3) em ppm: 8,5 [d, 2H, Py]; 7,7-7,59 [td, 2Ha; 7,48-7,12
[M, 9Ha]; 6,95-6,78 [dd, 4Hal; 3,8-3,6 [m, 14H, CH,], 2,7-2,6 [dd, 4H, CH,J; 2,2[s, 6H,
CHs].

3.2 Sintese dos Complexos

Neste trabalho foram sintetizados dois complexos de cobre(ll) como
potenciais modelos biomiméticos para a enzima catecol oxidase. O primeiro deles
utilizou apenas o ligante obtido por meio da metodologia de Clovis Piovezan?
(H.BPPAMFF), e pode ser descrito pela formula Cuy(BPPAMFF). Ja o segundo
utilizou um novo ligante, obtido por meio da reagdo de aminacdo redutiva
(H.BPPAMFFELt), e pode ser descrito pela formula Cux(BPPAMFFEt). A seguir, sera

apresentada a rota de sintese de ambos os complexos.
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3.2.1 Sintese do complexo Cu,(BPPAMFF)

Esquema 10- Rota sintética do complexo Cu,(BPPAMFF)

=
= | = %:‘j‘\ | s
N MeOH RN N =
+ CU(OAC).HoO /

N N 30°C N u/ox N Cl04-

Em um béquer de 50mL, foi adicionado cerca de 15 mL de metanol ao ligante
H.BPPAMFF (0,299, 0,5mmol), deixando-se o sistema a 30°C e sob agitagao
constante, para solubilizacdo. Uma pequena quantidade de metanol também foi
adicionada ao acetato de cobre (0,14g, 1mmol), agitando-se por meio de uma barra
magnética, para sua solubilizagdo. Apods a solubilizagao, este foi adicionado gota a
gota ao ligante H,BPPAMFF e permaneceu na chapa de aquecimento e sob
agitacdo. A solugdo apresentou uma coloragao verde escura. Entdo, o perclorato de
sédio (0,12g, 0,5mmol) foi adicionado a solugdo. Apdés uma semana, obteve-se um

solido verde escuro como produto.

Figura 13 - Espectro de IR (médulo ATR) do complexo Cu,(BPPAMFF)
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IR, em cm™ v (H20) 3348-3558; v (C-H,,- € C'Halif) 3136-2757; v (C=0aigeido) 1650;
v (OACassimetrico) 1609; v (C=N e C=C) 1540; v (OACsimstrico) 1448; v (C-Orena1)1260; v
(ClO4) 1080; & (C-Har) 747.

3.2.2. Sintese do complexo Cu(BPPAMFFEL)
Esquema 11 - Rota sintética do complexo Cu,(BPPAMFFELt)
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_
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NH Y
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Um béquer de 100mL contendo uma solugdo metandlica de perclorato de
cobre hexahidratado (0,37g, 1mmol) foi deixado a 30° C e sob agitacao constante,
para solubilizagdo. Na sequéncia, o ligante H,BPPAMFFELt (0,32g, 0,5mmol em 2:1
MeOH/ACN) foi adicionado gota a gota, com agitagdo manual para solubilizagao.
Ap0s inseriu-se acetato de sodio (0,14g, 1mmol). A solugéo ficou verde escura. Apos

uma semana, obteve-se um solido verde escuro como produto.
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Figura 14- Espectro de IR (médulo ATR) do complexo Cu,(BPPAMFFELY)
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4 MATERIAIS E METODOS DE INSTRUMENTA(;AO
4.1 Materiais

Os reagentes e seus solventes subsequentes, empregados nas sinteses e
nas analises, foram adquiridos de fontes comerciais.

Foram utilizados sem purificagado prévia: p-cresol, hidréxido de sédio, acido
cloridrico 37%, sulfato de sddio anidro, hidroxido de potassio, dietilenotriamina, 2-
hidroxibenzaldeido, agua destilada, bicarbonato de sdédio, carbonato de sadio,
borohidreto de sodio, acetonitrila p.a., UV/HPLC e LC/MS, metanol p.a. UV/HPLC e
LC/MS, diclorometano UV/HPLC, acido sulfurico 98%, fenol, brometo de potassio
grau espectroscopico, tampdes biolégicos MES e TRIS, acetato de sddio
trinidratado, perclorato de cobre(ll) hexahidratado, perclorato de soédio, ferroceno,
argdnio (grau analitico 5.0), nitrogénio 2.0, gas O2 (grau analitico 2.8), cloroférmio
deuterado, cloroférmio p.a., diclorometano p.a., tetrahidrofurano p.a., etanol absoluto
e UV/HPLC, acetona p.a.

Foram utilizados apds purificagdo prévia: 2-(2-aminometil)piridina (destilada a
pressdao reduzida), trietlamina (destilada a pressdo reduzida) e 3,5-di-terc-

butilcatecol (3,5- DTBC), recristalizado em hexano.

4.2. Métodos de instrumentagao

A caracterizagdo e aplicagdo dos compostos foi feita utilizando os seguintes

equipamentos e técnicas:
4.2.1 Espectroscopia no infravermelho - IR

Os espectros das amostras foram adquiridos na regido do infravermelho em
um espectrofotdmetro com Transformada de Fourier e com acessorio de Refletancia
Total Atenuada Horizontal (FTIR — ATR) da Perkin-Elmer Spectrophotometer
Spectrum 100, realizados no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia (LABINC),
Departamento de Quimica da UFSC. As amostras solidas foram colocadas
diretamente no aparelho sobre o cristal por refletédncia total atenuada, no intervalo
4000 - 500 cm™. As medidas das amostras foram corrigidas pelo espectro do branco
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que foi registrado somente com o background feito com ar ambiente, ou seja, sem
nada sobre o cristal e posteriormente subtraido do espectro da amostra. A

temperatura ambiente da sala encontrava-se em torno de 25 °C.
4.2.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - '"H NMR

Os espectros de 'H-NMR foram efetuados em um espectrofotdmetro Bruker-
AC 200 MHz na Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio (8) foram registrados em ppm utilizando
como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm) e CDCIl; como

solvente.
4.2.3 Espectroscopia na regiao do ultravioleta visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos na regido do ultravioleta, visivel e infravermelho
préoximo, foram obtidos em um espectrofotometro Perkin-Elmer modelo Lambda-750,
no Laboratério de Bioinorgénica e Cristalografia do Departamento de Quimica da
UFSC.

As leituras foram efetuadas em cubetas de quartzo com capacidade para 1
mL e caminho Optico de 1 cm, sempre utilizando-se solventes de grau
espectroscopico.

Experimentos de reflectancia difusa - estado sdlido - foram realizados no
mesmo equipamento por meio do modulo acoplavel, onde as amostras foram

dispersas em pastilha de KBr espectroscopico.
4.2.4 Espectrometria de massas

Os ligantes e os complexos foram estudados via espectrometria de massas
com ionizagéo via electrospray (ESI-MS). Os espectros de massa dos complexos
foram obtidos no equipamento Amazon - lonsTrap MS do Centro de Biologia
Molecular Estrutural — UFSC. As analises foram realizadas em solugcbes de CH3;CN
e/ou MeOH de grau MS, a partir de solu¢gdes dos complexos com concentracédo de
500 ppb com fluxo de 180 pL min™". A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e

200 °C e a voltagem do capilar entre -400 e -500 V.
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4.2.5 Medida Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por voltametria ciclica
e de onda quadrada em um potenciostato/galvanostato da Princeton Applied
Research (PAR) - modelo 273 -, realizado no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia (LABINC) do Departamento de Quimica da UFSC. Os experimentos
foram feitos com solu¢gdes metandlicas dos complexos sob atmosfera de argbnio,
com concentragdo de 1,0 x 10™ mol L™ e utilizando o NaClO, (0,2 mol L) como
eletrolito de suporte. Foi utilizado uma célula eletrolitica contendo um eletrodo de
referéncia de Ag/Ag”, um eletrodo de trabalho de carbono vitreo, um eletrodo auxiliar
de platina e como padréo interno o composto ferroceno (par Fc*/Fc) para corregéo

do eletrodo de referéncia.
4.2.6 Condutividade molar

As medidas condutivimétricas dos complexos foram realizadas no aparelho
Metrohm 856, do Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia (LABINC) do
Departamento de Quimica da UFSC. Os compostos de coordenagdo foram
dissolvidos em CHsCN, com concentragdo de 1,0 x 10™ mol L™. O aparelho foi
calibrado com uma solucéo padrdo de KCI 1,0 x 10 mol L™ cuja condutividade é de
100 uS cm™' em agua a 25°C%.

4.2.7 Cinética de Oxidagao

As atividades cataliticas dos complexos foram avaliadas através da reacao
de oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC). Os experimentos
cinéticos foram realizados sob condigbes de excesso de substrato em um
espectrometro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado
(25°C), no Laboratdrio de Bioinorgéanica e Cristalografia (LABINC), do departamento
de Quimica — UFSC. Monitorou-se espectrofotometricamente a variacdo de
absorbancia ocorrida em 400 nm (¢ = 1645 L mol™ cm™), devido a formagéo da 3,5-
di-terc-butilquinona (3,5- DTBQ)*?,

Estudos em fungdo do pH (5,0-9,0) para a atividade de catecolase do
complexo foram realizados em triplicata e com concentracdo fixa de substrato.

Utilizaram-se cubetas de vidro optico com capacidade para 4000 yL e caminho
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optico de 1,0 cm, fechadas com tampa de teflon, onde foram adicionados nesta
ordem, 50 pL de solugdo aquosa ([T]sna = 3,34 x 10 mol L") dos tampdes: (MES pH
4,0 a6,5e TRIS pH 7,0 a 9,0), 1000uL de metanol saturado com oxigénio, 400 uL
de uma solugdo metandlica do substrato ([Slsinai = 5,40 x 10° mol L™") e 50 pL de
solucdo do complexo ([Clina = 6,0 x 10 mol L™") . A reacao foi monitorada durante
15 minutos. Em todos os experimentos, o volume final da mistura reacional na
cubeta foi de 1,5 mL. Corre¢des da oxidacdo espontanea do substrato 3,5 — DTBC
foram realizadas sob condi¢des idénticas, sem a adigao do complexo.

Os experimentos cinéticos em condicbes de excesso de substrato foram
realizados em triplicata e com variagdo da concentragdo de substrato (1,34 x 10 —
9,34 x 10° mol L), adicdo de 50 pL de solugdo aquosa de tampao TRIS, pH 8,50
([Tlinat = 3,34 x 10 mol L™, 50 uL de uma solucdo metandlica de complexo ([Clina =
6,0 x 10° mol L) e variou-se a adicdo de metanol saturado com oxigénio, de
maneira que o volume final da cubeta foi de 1,5 mL em todas as medidas. Correcdes
da oxidagao esponténea do substrato 3,5 — DTBC foram realizadas sob condigdes
idénticas, sem a adicdo do complexo. As velocidades iniciais foram obtidas da
inclinagdo da curva da absorbancia versus o tempo nos primeiros minutos da
reacao, pelo método das velocidades iniciais.

A formagao de perdxido de hidrogénio nas reagdes de oxidagédo do 3,5-dtbc
catalisadas pelos complexos foi detectada por uma modificagdo do método da
iodometria®.

Uma mistura reacional foi preparada da mesma forma que nos experimentos
cinéticos, ou seja: concentracdo de complexo ([Clina = 6,0 x 10° mol L),
concentracdo de tamp&o ([Tlina = 3,34 x 10 mol L"), pH = 8,5, e concentracdo de
substrato ([Slina = 5,40 x 10™ mol L™). Apds uma hora de reacéo, igual volume de
agua foi adicionado e a quinona foi extraida com diclorometano. A camada aquosa
foi acidificada com acido sulfarico concentrado a pH = 2, para interromper a reagao
de oxidagao e 1 mL de solugédo aquosa de iodeto de potassio ([iodeto] = 0,3 moI'L'1).
Na presenca de peroxido de hidrogénio ocorre a seguinte reagdo: H,O, + 21" + 2H"—
2 HyO + I, e, e em excesso de iodeto ocorre a formagéo do ion triiodeto: lpaq) + I'—
Is". Esta reacdo geralmente é lenta, mas em meio acido torna-se praticamente
instantanea. A formacédo do 13 pode ser monitorada espectrofotometricamente
devido ao surgimento de uma banda caracteristica em 353 nm (¢ = 26000 L-mol”

cm™).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo seréo relatadas as caracterizagdes e discussodes relativas as
sinteses dos ligantes e dos complexos, bem como dos estudos de reatividade

destes ultimos.

5.1 Estudo e caracterizagcao dos ligantes

Neste trabalho foram sintetizados dois ligantes n&do simétricos inéditos na
literatura, doravante denominados H,BPPAMFF e o H,BPPAMFFEt e representados

a segquir:

Esquema 12 - Representagao dos ligantes sintetizados neste trabalho: (a) H.BPPAMFF; (b)

H,BPPAMFFEt
L g L g
< <
N N
N N N N
| NS OH | NS OH
= HO 7 HO
S0 NH
(a) (b)

NH,

Tais ligantes foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e por espectrometria de massas. A
sintese do ligante H.BPPAMFF ocorreu por meio de uma adigcédo nucleofilica entre o
ligante BPAPYFF e o cmff, a qual utiliza a Ets3N como base para a formagao do sal
hidrocloreto de trietilamina e, assim, remove o cloreto de hidrogénio da mistura
reacional. O ligante H,BPPAMFFELt, por sua vez, foi sintetizado por meio de uma
reacdo de aminacdo redutiva entre o ligante H.BPPAMFF e uma solugdo de
etilenodiamina, a qual empregou o acido cloridrico como catalisador acido. Os dois
ligantes apresentaram rendimentos e grau de pureza adequada para a realizagao

das sinteses dos complexos.
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5.1.1 Espectroscopia no infravermelho — IR

Todos os ligantes, assim como seus precursores, foram caracterizados por
espectroscopia na regiao do infravermelho, com a conseguinte atribuicdo de suas
principais bandas, o que fornece um instrumento util para acompanhar a formagéao
dos compostos em cada etapa da reacdo. Os valores encontrados sao apresentados

na seguinte tabela:

Tabela 2 - Principais bandas e atribuicdes26 dos espectros no infravermelho para os
compostos H2BPPAMFF e H2BPPAMFFEt

Atribuigdes (cm™) H,BPPAMFF H,BPPAMFFEt
v (C-H, C-Hapi) 3087-2825 2926-2825
v (C=N e C=C) 1596-1475 1473-1427
v (C=0 aldeido) 1677 -
v (C-O fenol) 1225 1231
0 OHgenol 1370 1366
0 (C-Hy) 755 741

A espectroscopia na regiao do infravermelho trata da analise da interacao
entre a radiacao infravermelha e uma molécula organica ou inorganica, por meio da
medicdo das vibragcbes das ligacbes interatbmicas irradiadas. As radiagcbes de
infravermelho configuram a parte do espectro eletromagnético entre as regides do
visivel e das micro-ondas?®. A porcao que vai de 10.000 cm™ a 100 cm™ costuma ser
absorvida e convertida por uma molécula orgédnica em energia de vibracao
molecular, também chamada de transicao vibracional®. A frequéncia e a intensidade
com que determinadas ligagdes quimicas absorverdo a radiagao infravermelha
podem ser correlacionadas com os grupos funcionais presentes na molécula
submetida a teste.

Conforme se verifica da tabela apresentada, em ambos os espectros de
infravermelho foi possivel notar a presenca de banda referente ao estiramento axial
C-Orenol € banda de deformagao angular OHseno €m regides similares. Destaca-se

que os valores foram compativeis com aqueles descritos pela literatura, ja que as
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bandas de estiramento axial C-Osno frequentemente absorvem em 1260-1180 cm’™
% ¢ as banda de deformacdo angular OHieno em 1390-1330 cm™, enquanto que
neste trabalho o composto contendo o aldeido foi caracterizado em 1225 e 1370 cm”
'eo composto com a etilenodiamina em 1231 e 1366 cm™.

Com efeito, ambos os ligantes apresentaram bandas em regides
semelhantes, provavelmente devido a sua similaridade estrutural. No entanto, o
composto H,BPPAMFF apresentou banda caracteristica do grupamento aldeido, o
que nao ocorreu com o composto H,BPPAMFFEt. De fato, a auséncia do
estiramento C=0 referente ao aldeido, comumente observado entre a regido de
1740-1720 cm™ %, e verificada no H,BPPAMFF em 1677 cm™, é a principal
evidéncia da formagao do ligante contendo a etilenodiamina.

Por outro lado, no que se refere a presenca de bandas de estiramento das
aminas primarias e secundarias compativeis com a presenga do grupo
etilenodiamina, essas nado foram visualizadas na regido caracteristicas do espectro
(entre 3300-3500 cm™ %), que apenas demonstra uma faixa alargada na regido de
3300 cm™'. Supde-se que tal fendmeno pode ter ocorrido devido a sobreposigdo de
uma banda de deformacdo axial O-H de uma molécula de agua, nos termos
enunciados por Miessler’® sobre a possibilidade de haver reducdo do nimero de
bandas observadas em relacdo as bandas tedricas devido a sobreposicdo entre
elas.

Ademais, importante ressaltar-se que nem sempre a auséncia de absorcéo
nos espectros esperados para os diferentes grupos funcionais deve ser tomada
como evidéncia da auséncia de tais grupos na molécula®®. Desse modo, a fim de
elucidar a caracterizacdo dos ligantes e fornecer mais seguranca para as analises,
esses foram submetidos ao teste de espectrometria de massas, inclusive porque um
tratamento preciso das vibragdes de uma molécula complexa nao é factivel, mas

deve ser interpretado em conjunto com outras comparagdes empiricas?.
5.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio — 'H- NMR

A espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H- NMR)
foi outra ferramenta utilizada na caracterizagao dos ligantes. A integracdo dos picos
observados no espectro € usualmente proporcional ao numero de atomos de

hidrogénio presente no composto. Além disso, o espectro de "H-NMR pode fornecer
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informagdes estruturais muito uUteis acerca deste ultimo, tal como a distingdo dos
atomos de hidrogénio em ambientes diferentes?®, a qual é baseado em propriedades
de blindagem eletrénica relacionadas a cada atomo de hidrogénio do composto.

Os valores de deslocamento quimico (&4 em ppm), o numero de atomos de
hidrogénio correspondentes e as atribuicdes dos sinais?®® obtidos para os ligantes
H.BPPAMFF e H,BPPAMFFEt sdo demonstrados na tabela a seguir:

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos, em ppm, observados nos espectros de 1H NMR para
os compostos H2BPPAMFF e H2BPPAMFFEt

Atribuigdes H,BPPAMFF H,BPPAMFF* H,BPPAMFFEt
CH;, 2,2 (s, 6H) 2,2 (6H) 2,2 (s, 6H)
CH, - 2,7-2,6 (dd, 4H)
C-Har 7,55-7,70 (q, 2H) 6,8-7,6 (15H) 7,7-7,59 (td, 2H)

7,12-7,40 (m, 11H) 7,48-7,1 (m, 9H)
6,82-6,92 (d, 2H) 6,95-6,78 (dd, 4H)
8,5 (d, 2H,) 8,5 (2H,,) 8,5 (d, 2H,,)
Ar-CH,-N 3,8-3,6 (m, 12H) 3,8-3,6 (12H) 3,8-3,6 (m, 14H)
C-Hageico 10,2 (s, 1H) 10,2 (1H) -

* Valores de referéncia obtidos por PIOVEZAN®, pagina 50.

Conforme se observa da tabela, ambos os ligantes apresentaram bandas em
regides semelhantes, devido a sua similaridade estrutural. Ambos os ligantes
apresentaram um singleto em 2,2 ppm, referente aos 6 (seis) atomos de hidrogénio
de suas metilas. A regido aromatica dos dois compostos € rica em elétrons e, por
esse motivo, o deslocamento quimico € maior do que os atomos de hidrogénio
alifaticos, apresentando picos entre 6,78 e 8,5 ppm, sendo este ultimo pico similar
nos dois espectros, relativo aos 2 (dois) atomos de hidrogénio vizinhos ao nitrogénio
das piridinas. Além disso, os picos entre 3,6 e 3,8 ppm dos atomos de hidrogénio
vizinhos aos anéis aromaticos e ao nitrogénio também sao analogos nos dois
ligantes, com a integragéo dos sinais mostrando 12 (doze) atomos de hidrogénio na
molécula H,BPPAMFF e 14 (quatorze) atomos de hidrogénio na molécula

H,BPPAMFFEt, em consonancia com as estruturas esperadas.
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No entanto, o composto H,BPPAMFF apresentou um singleto na regiéo
caracteristica do hidrogénio do aldeido, o que ndo ocorreu com o0 composto
H.BPPAMFFEt. De fato, a auséncia do pico referente ao hidrogénio do aldeido,
comumente observado em regides mais deslocadas do espectr026’ e verificada no
H.BPPAMFF em 10,2 ppm ¢é a principal evidéncia da formagéo do ligante contendo a
etilenodiamina. Ademais, o aparecimento de um sinal em 2,7-2,6 ppm neste ultimo
composto pode ser referente aos 4 (quatro) atomos de hidrogénio provenientes dos

carbonos da etilenodiamina, em conformidade com as estruturas propostas.
5.1.3 Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray — ESI-MS

A espectrometria de massas (ESI-MS) é uma técnica analitica na qual as
moléculas de interesse séo ionizadas com base na relagdo entre massa e carga, o
que resulta na representacao de cada “unidade” dessa relagdo como um espectro.
Tal numero pode fornecer informagdes qualitativas e quantitativas sobre o composto
em estudo®.

Na presente pesquisa, uma vez que os testes de infravermelho e NMR néo
foram absolutamente conclusivos com relagao aos ligantes, procedeu-se ao teste de
espectrometria de massas, o qual forneceu seguranga para as conclusdes do
trabalho, porquanto confirmou tratar-se dos ligantes planejados, especialmente no
que se refere a presenca dos grupos funcionais aldeido e etilenodiamina.

O evento mais simples que ocorre em um espectro de massas € a remocao
de um elétron da molécula isolada, formando o ion molecular como pico de maior
intensidade. No ion molecular pode-se imaginar a carga deslocalizada ou localizada
em heteroatomos. O espectro de massas obtido para o ligante H,BPPAMFF
apresentou um grupo de picos em razdo massa/carga 587,30, enquanto que o
ligante H.BPPAMFFEt apresentou um grupo de picos em razao massa/carga
631,45, também atribuida a uma espécie monovalente. Tais espectros de massas e
espécies sugeridas sdo apresentados nas figuras a seguir, bem como seus
respectivos espectros simulados, cujos picos foram coincidentes com a distribui¢ao

isotopica.



Figura 15 - Espectro de massas experimental para o ligante H.BPPAMFF em CH3;CN
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Figura 16 - Simulag&o da distribuigdo isotopica do ligante [H,.BPPAMFF+ H*] sobreposta
ao espectro experimental massa/carga 587,30
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Figura 17 - Espectro de massas experimental para o ligante H.BPPAMFFEt em CH;CN
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Figura 18 - Simulacgio da distribuigdo isotopica do ligante [H,BPPAMFFEt + H'] sobreposta
ao espectro experimental massa/carga 631,45
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5.2 Estudo e caracterizagcao dos complexos

Neste trabalho foram sintetizados dois complexos binucleares de cobre
inéditos na literatura, denominados Cux(BPPAMFF) e Cu(BPPAMFFE),

representados a seguir:

Esquema 13 - Representagdo dos complexos sintetizados neste trabalho:
(a)Cuy(BPPAMFF); (b) Cux(BPPAMFFEL)

=

I N - |

N

/ \ N C|O4 CU CI()4
O o o OH>\© 0" o o OH2

NH2
(a) (b)

Tais complexos foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia na regido do UV-Vis, medidas eletroquimicas, condutividade molar,
espectrometria de massas, bem como os estudos de reatividade.

A sintese do complexo Cux(BPPAMFF) ocorreu por meio de uma reagao de
complexacdo entre o ligante polidentado assimétrico H,BPPAMFF, utilizando-se
como sal o perclorato de cobre(ll) hexahidratado. O complexo Cux(BPPAMFFELt), por
sua vez, foi sintetizado por meio de uma reagdo de complexagao entre o ligante
polidentado assimétrico H,BPPAMFFEt, a qual empregou perclorato de cobre(ll)
hexahidratado como sal de partida. Os dois complexos apresentaram rendimentos e
grau de pureza adequada para a realizagdo dos testes de caracterizagdo e de
reatividade.
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5.2.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho - IR

Ambos os complexos foram caracterizados por espectroscopia na regido do
infravermelho, com a conseguinte atribuicdo de suas principais bandas, o que
fornece um instrumento util para a caracterizacao inicial dos complexos. Além disso,
a posicao das bandas e suas intensidades podem indicar a fungéo do ligante, o que

1’6, Além disso, também foram

auxilia na analise do ambiente eletrbnico do meta
atribuidas bandas adicionais para pontes, contra-ions e moléculas de agua,

conforme se verifica da tabela apresentada a seguir.

Tabela 4 - Principais bandas e atribuigdes dos espectros no infravermelho para os
complexos Cu2(BPPAMFF) e Cu2(BPPAMFFEL) e seus respectivos ligantes, para efeito de
comparacao.

Atribuicoes Cu;(BPPAMFF) H,BPPAMFF Cu,(BPPAMFFEt) H,BPPAMFFELt

(cm™)
v (C-Ha C-Hyp) 3136-2757 3087-2825 3100-2849 2926-2825
v (C=Ne C=C) 1540 1596-1475 1562 1473-1427
V (C=0)aigeido 1650 1677 - -
V (C-O)fenol 1260 1225 1272 1231
0 (C-Hy) 747 755 729 741
v (ClOy) 1080 - 1069 -
(OACassimetrico) 1609 - 1610 -
(OACsimstrico) 1448 - 1473 -

Conforme se verifica da tabela apresentada, em ambos os espectros de
infravermelho foi possivel notar o aparecimento de bandas axiais C-Oseno €m regides
similares. Destaca-se que os valores foram compativeis com aqueles descritos pela
literatura, ja que as bandas axiais C-Oreno frequentemente absorvem em 1260-1180
cm’ %, enquanto que neste trabalho o composto contendo o aldeido foi
caracterizado em 1260 e o composto com a etilenodiamina em 1272.

O espectro do complexo Cux(BPPAMFF) aponta bandas em 1609 e 1448 cm”,
atribuidas a presenca do grupo acetato em ponte (AvassVsim de 161 cm'1)27, além do
pico caracteristico do contra-ion perclorato, em 1080 cm™. O espectro do complexo

Cuz(BPPAMFFEL), por sua vez, apresenta as bandas referentes a ponte acetato em
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1610 e 1473 cm™ (AVassVsim de 137 cm™)?’, e seu contra-ion perclorato em
1069 cm™. Tais valores de estiramento simétrico e assimétrico do grupo acetato
confirmam que a ponte exdgena do tipo acetato foi formada.

Com efeito, ambos os complexos apresentaram bandas em regides
semelhantes, provavelmente devido a sua similaridade estrutural. No entanto, o
composto Cuy(BPPAMFF) apresentou banda caracteristica do grupamento aldeido,
0 que nao ocorreu com o composto Cux(BPPAMFFEt). De fato, a auséncia do
estiramento C=0 referente ao aldeido, verificada no Cu,(BPPAMFF) em 1650 cm™,
nao aparece no complexo contendo a etilenodiamina.

Por outro lado, no que se refere a presenca de bandas de estiramento das
aminas primarias e secundarias compativeis com a presenga do grupo
etilenodiamina, essas nao foram visualizadas na regido caracteristicas do espectro
(entre 3300-3500 cm™)?®, que apenas demonstra uma faixa alargada na regido de
3500 cm™'. Supde-se que tal fendmeno pode ter ocorrido devido a sobreposigdo de
uma banda de deformagdo axial O-H de uma molécula de agua, nos termos
enunciados por Miessler?® sobre a possibilidade de haver reducdo do nimero de
bandas observadas em relacdo as bandas tedricas devido a sobreposicdo entre
elas.

No que se refere a comparagao entre os espectros de infravermelho dos
ligantes e dos complexos, as figuras 19 e 20 representam a sobreposi¢cao desses
ultimos com os espectros dos ligantes livres, onde similaridades e diferencas podem

ser observadas e interpretadas.
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Figura 19 - Espectro de infravermelho do complexo Cu,(BPPAMFF) sobreposto ao do seu
respectivo ligante H,.BPPAMFF
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Figura 20 - Espectro de infravermelho do complexo Cu,(BPPAMFFELt) sobreposto ao do seu
respectivo ligante H,BPPAMFFE®.
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Por meio da analise dos graficos de sobreposi¢cao e das atribuigdes da tabela
6, nota-se a similaridade entre os espectros do complexo e o seu respectivo ligante,
com mudancas de deslocamentos e de intensidades nas bandas. Assim, propde-se
um modelo de coordenagdo dos complexos em que os atomos de nitrogénio das

piridinas e das aminas e os atomos da ponte acetato estariam coordenados aos
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centros metalicos. Esses atomos que se ligam ao metal realizariam mais fracamente
suas outras ligagdes e apresentariam um numero de onda menor no espectro de
infravermelho dos complexos do que no espectro dos ligantes livres, como
observado nas ligacbes C=N das piridinas, por exemplo, onde a ligacdo é
enfraquecida quando o nitrogénio se coordena ao metal.

Em ambos os complexos, a auséncia de bandas de média intensidade em
torno da regiao de 1330 cm™, provenientes da deformagao angular fora do plano de
ligacdo OHynol, € presentes nos ligantes livres, sugere a coordenagao do fenol na
forma desprotonada. Além disso, na regido préxima a 1080 cm™ dos espectros dos
complexos, aparece uma banda intensa relativa aos estiramentos das ligagées CI-O
do contra-ion perclorato.

Ademais, importante ressaltar-se que nem sempre a auséncia de absorcéo
nos espectros esperados para os diferentes grupos funcionais deve ser tomada
como evidéncia da auséncia de tais grupos na molécula®®. Desse modo, a fim de
elucidar a caracterizagdo dos complexos e fornecer mais seguranga para as
analises, esses foram submetidos a outros testes neste trabalho, inclusive porque
um tratamento preciso das vibragdes de uma molécula complexa nao é factivel, mas

deve ser interpretado em conjunto com outras comparacdes empiricas?®.
5.2.2 Espectroscopia Eletrénica na regiao do UV-Vis

O comportamento eletrbnico dos complexos Cuy(BPPAMFF) e
Cux(BPPAMFFEt) e dos seus respectivos ligantes foi estudado por meio da
espectroscopia eletrbnica de absor¢cdao UV-Vis, utilizando-se como solvente
diclorometano e metanol. Os resultados estdo compilados na tabela 6.

A espectroscopia eletrbnica UV-Vis € um método fisico utilizado para analisar
a estrutura geométrica e eletrdnica dos sitios de ions metalicos em complexos
inorganicos e metaloproteinas?®®. Esse teste abrange uma grande faixa de energia e
envolve todos os orbitais de valéncia participantes das ligagbes entre o metal e o
ligante, baseando-se na natureza quantizada dos estados de energia e nas
transicoes eletrbnicas que ocorrem nos compostos, tais como: transi¢des internas,
transicbes de transferéncia de carga ligante-metal ou metal-ligante. Entretanto, o
conteudo de informacgdes obtido por meio da espectroscopia de absorcéo eletronica
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nao € direto, e requer uma interpretacao dos espectros através da teoria do campo
ligante®.

O ion cobre(ll) tem nove elétrons distribuidos em orbitais d que, sob influéncia
do campo ligante, apresentam desdobramentos em diferentes niveis de energia e
perdem a degenerescéncia. Esses desdobramentos possibilitam as transi¢coes d-d,
sendo a energia de desdobramento desses orbitais fortemente dependentes da
natureza dos ligantes e de sua proximidade com o metal. Nesse sentido, os
complexos de cobre(ll), na medida em que apresentam uma configuragao eletrdnica
d°, sdo altamente influenciados pela estereoquimica e conhecidos por apresentarem
distorgbes geométricas pronunciadas quando estdo pentacoordenados ou
hexacoordenados pelo efeito Jahn-Teller®,

De fato, complexos de cobre(ll) pentacoordenados podem assumir
geometrias de bipiramide trigonal ou piramidal de base quadrada e geralmente
apresentam um espectro eletrénico com duas bandas distintas, em cada caso. Para
a geometria piramidal de base quadrada, o espectro costuma mostrar uma banda
mais intensa em regides com maior energia € uma banda menos intensa na regiao
com menor energia, ao passo que, para a geometria de bipirdmide trigonal, o
espectro costuma apresentar uma banda menos intensa em regido com maior

energia e uma banda mais intensa na regido com menor energia®'*.

Tabela 5 - Dados de Espectroscopia Eletronica para os complexos Cu2(BPPAMFF) e

Cu2(BPPAMFFELY)
Complexo Sdlido CH.CI, MeOH
Amax(nm) Amax/nm Amax/Nm
(e/mol.L".cm™) (e/mol.L '.cm™)

Cuy(BPPAMFF) 680/402 683(188)/ 692(158)/
364(4076) 379(7337)

Cuy(BPPAMFFEL) 660/443 658(153)/ 648(244)/
416(758) 425(831)

Os espectros eletrénicos do complexo Cuy(BPPAMFF), tanto em

diclorometano quanto em metanol, mostram uma banda alargada na regido de 700

33,34

nm, tipica das transicées internas d-d do ion cobre(ll)™™, com baixo coeficiente de

absorcdo molar, uma vez que é uma transicido proibida por Laporte28. Esses
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espectros mostram, ainda, uma banda de energia mais alta na regido de 360 e 400
nm, com alto coeficiente de absor¢do molar.

Isso porque nessa regiao ocorre o surgimento das bandas de transferéncias
de carga ligante-metal, podendo ser tanto TMOrencato — Cu(ll), quanto Tr(piridina) —
Cu(l)®?*%*. Ja no espectro de reflectancia difusa, o complexo Cuy(BPPAMFF)
apresenta uma banda larga na regido 680 nm, além de uma banda em 402 nm,
sugerindo que, no estado solido, o oxigénio fendlico esteja coordenado de forma
desprotonada ao metal.

Além disso, o espectro eletronico do ligante H2PPAMFF exibiu uma banda de
absorcdo UV em 340 nm e um ombro em 289 nm, possivelmente devido as
transicdbes T—T* intraligantes®. Os espectros eletronicos do complexo
Cux(BPPAMFF) e do seu respectivo ligante estdo apresentados nas figuras 21, 22 e

23 representadas abaixo.

Figura 21 - Espectro eletronico do ligante H,.BPPAMFF
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Figura 22 - Espectro eletronico do complexo Cu,(BPPAMFF)
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Os espectros eletronicos do complexo Cux(BPPAMFFEt) em diclorometano e
metanol, de igual modo, apresentam uma banda alargada centrada na regido de 650
nm, tipica das transigbes d-d do metal, a qual possui baixos coeficientes de
absorgdo molar. Esses espectros possuem uma banda de mais alta energia na
regiao de 420 nm, a qual possui um maior valor de absor¢gdo molar, devido ao
aparecimento das transferéncias de carga ligante-metal, transigbes permitidas pela
regra de Laporte e caracterizadas aqui como uma banda de transferéncia de carga
TOfenolato — Cu(l1)*2%%,

Ja no espectro de reflectancia difusa, esse complexo apresenta uma banda
larga na regido 660 nm, além de uma banda em 443 nm, o que sugere que, no
estado solido, o oxigénio fendlico esta coordenado de forma desprotonada ao metal.
Ademais, o espectro eletrénico do ligante H2PPAMFFEt exibiu uma banda de
absorcdo acentuada em 300 nm, possivelmente devido as transicoes TT—T1T"
intraligantes®. Os espectros eletrénicos do complexo Cux(BPPAMFFEt) e do seu

respectivo ligante sdo apresentados nas figuras 24, 25 e 26 representadas abaixo.

Figura 24 - Espectro eletrénico do ligante H,BPPAMFFEt
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Figura 25 - Espectro eletrénico do complexo Cu,(BPPAMFFELt)
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Figura 26 - Adicao de Et;N ao Cu,(BPPAMFFELt)
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Ambos os complexos Cuy(BPPAMFFEt) e Cux(BPPAMFF) foram submetidos

a estudos espectroscopicos qualitativos, a partir da adicdo da base
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(EtsN 0,02 moI.L'1) a uma solucao de diclorometano preparada para cada complexo.
Buscou-se a desprotonacdo de um possivel fenol presente na solugido, na tentativa
de se observar um aumento na banda de transferéncia de carga ligante > metal na
regido de 360 e 400 nm, como pode ser visto nas figuras 26 e 29.

Comparando-se os espectros eletronicos dos complexos, nota-se que ha um
deslocamento hipsocrémico da banda d-d - em maior energia — do complexo
Cux(BPPAMFFEt) quando comparado ao Cuy(BPPAMFF), o que reflete uma
possivel interferéncia da etilenodiamina, demonstrando o efeito de segunda esfera

de coordenacéo.
5.2.3 Condutimetria

A condutividade é a medida da quantidade de corrente elétrica que uma
solugdo, um metal, ou um gas pode transportar. Ela € uma propriedade intrinseca
dos materiais que pode ser usada na caracterizagao de compostos de coordenagao
por meio do uso de medidas de condutividade em solventes organicos. Com essas
medidas, € possivel obter a propor¢cdo de complexo/contra-ion que existe em
solugao®. Medidas de condutividade molar foram realizadas para os dois complexos
em acetonitrila e em uma concentragdo de 1x10° mol.L™", conforme a tabela a

sequir.

Tabela 6 - Dados de condutividade dos complexos Cu2(BPPAMFF) e Cu2(BPPAMFFEt) em

acetonitrila
Complexo Ay (Q" mol”'cm?)
Cu,(BPPAMFF) 118,21
Cu,(BPPAMFFEY) 191,09

Ambos os valores®® obtidos por meio dos testes de condutividade indicam a
presenca de 1 (um) equivalente de ion positivo por molécula de complexo, ou seja,
uma maior proporcao de eletrolitos 1:1. Tais valores demonstram a presencga de 1
(um) contra-ion perclorato e reiteram que a espécie predominante em solugdo é o

ligante na forma fenolato.
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5.2.4 Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray — ESI-MS

A espectrometria de massas (ESI-MS) é uma técnica analitica na qual as
moléculas de interesse sdo ionizadas com base na relagdo entre massa e carga, o
que resulta na representacdo de cada “unidade” dessa relacdo como um espectro.
Tal numero pode fornecer informagdes qualitativas e quantitativas sobre o composto
em estudo?®®.

O espectro de massas obtido para o complexo Cux(BPPAMFF) apresentou
um grupo de picos em razdo massal/carga de valor 769,15, atribuido ao ion do
complexo [CagHssCu,'N4Os]*. Isso indica que o ligante permaneceu intacto ao se
coordenar aos atomos de cobre em conjunto com a ponte acetato.

Para o complexo Cuy(BPPAMFFELt), o espectro de massas apresentou um
grupo de picos em razao massal/carga de valor 913,15, o qual foi atribuido a espécie
[C41H4gNsO4CuU,"]" e & presenca de um anion perclorato e de uma amina protonada.

Ambos o0s espectros de massas e as especies sugeridas sao apresentados
nas figuras a seguir, bem como seus respectivos espectros simulados, cujos picos

foram coincidentes com a distribui¢ao isotépica.
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Figura 27 - Espectro de massas experimental para o complexo Cu,(BPPAMFF) em CH;CN
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Figura 28 - Simulagao da distribuicao isotépica do complexo Cu,(BPPAMFF) sobreposta ao
espectro experimental massa/carga 769,15.
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Figura 29 - Espectro de massas experimental para o complexo Cu,(BPPAMFFEt) em
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Figura 30 - Simulagao da distribuigao isotépica do complexo Cu,(BPPAMFFEt) sobreposta
ao espectro experimental massa/carga 913,15.

Abundéancia Relativa %

30 +
7
| i
N N
N o b -
\/Cu/ \gu/N Clo,
© o, .0
20 - \T/
'\\:
10- \Vkm/
0'|'|'|'|'|'|'|'|'||"\1J\'\'/\|/\\'
911 912 913 914 915 916 917 918 919 920 921 922 923

m/z



67

5.2.5 Eletroquimica

A eletroquimica é uma ferramenta que analisa as reacbes envolvendo
transferéncias de elétrons e relaciona seus fluxos com mudancas quimicas37. Esses
processos de transferéncias de elétrons estdo no centro da reatividade de
complexos inorganicos, uma vez que a maioria dessas mudangas quimicas advém
da oxidagcdo ou da reducdo e afeta diretamente a atividade catalitica de um
complexo metalico®®. Nesse sentido, a redugdo de cobre(ll) pelo substrato e sua
sequente oxidagao pelo oxigénio sédo etapas relevantes para o ciclo catalitico™°.

O comportamento eletroquimico dos dois complexos foi investigado por
voltametria ciclica e por voltametria de onda quadrada em solugdo metandlica,
utilizando o NaClO4 como eletrélito de suporte e sob argbnio, com a finalidade de
eliminar possiveis processos decorrentes da presenca de oxigénio.

Os potenciais de redugao foram referenciados ao eletrodo normal de
hidrogénio (NHE) pelo uso do eletrodo de referéncia comercial Ag/AgCl (BASI). Os
potencias catodicos (Epc) estdo sumarizados e sdo apresentados na tabela 8, a

seqguir.

Tabela 7 - Dados de eletroquimica para os complexos Cu2(BPPAMFF) e Cu2(BPPAMFFEt)

Complexo E,.1 V vs NHE E,., V vs NHE
Cu,(BPPAMFF) -0,526 -0,691
Cu,(BPPAMFFETY) -0,586 -0,742

Ambos os complexos apresentaram processos irreversiveis de reducdo na
regido negativa, o que configura uma propensao observada para complexos de
cobre com ligantes fendlicos e pontes alcoxo, devido a sua dureza e
eletronegatividade®. Ademais, os processos irreversiveis estdo relacionados com a
estereoquimica e a forma mais estavel de cada estado de oxidacdo do cobre. A
reversibilidade do par redox Cu"" & um reflexo da capacidade do ligante de suportar

diferentes geometrias de coordenacgéao.
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Para o complexo Cuy(BPPAMFF), pode-se observar uma onda de redugao
irreversivel a -0,586 V vs NHE, atribuida ao processo redox Cu''Cu'/ Cu"Cu', e outra
onda de reducgao irreversivel em -0,742 V vs NHE, atribuida ao processo redox
cu''cu’ cu'cu'. Os voltamogramas ciclico e de onda quadrada do complexo

Cux(BPPAMFF) estdo apresentados nas figuras 31 e 32, representadas abaixo.

Figura 31- Voltamograma ciclico para o complexo Cu,(BPPAMFF) em MeOH. Eletrodo de
trabalho: Carbono Vitreo; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Platina. Eletrélito de suporte:
NaClO,4 0,1 mol.L"
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Figura 32 - Voltamograma de onda quadrada para o complexo Cu,(BPPAMFF) em MeOH
(pulso — 25 mV, frequéncia — 30 Hz)

10

i(uA)

0 T T T T T T T T T T T
0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2

E(V) vs ENH

Para o complexo Cuy(BPPAMFFELt), pode-se observar uma onda de redugao
irreversivel em -0,526 V vs ENH, atribuida ao processo redox Cu'Cu'/ Cu'Cu', e
outra onda de reducéo irreversivel em -0,691 V vs ENH, atribuida ao processo redox
cu'cu'cu'cd'.

Uma analise comparativa entre os voltamogramas obtidos para os dois
complexos revela um pequeno deslocamento catdédico dos processos
cu'cu'/cu''cu' e cu'cul/cu'cu' do complexo Cuy(BPPAMFFEt), possivelmente
influenciado pelo aumento da densidade eletrbnica na segunda esfera de
coordenacgao ocasionado pela presenga do grupo etilenodiamina, o que dificulta a
reducao dos centros de cobre. Os voltamogramas ciclico e de onda quadrada do
complexo Cu(BPPAMFFEL) estdo apresentados nas figuras 33 e 34, representadas

abaixo.
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Figura 33 - Voltamograma ciclico para o complexo Cu,(BPPAMFFEt) em MeOH. Eletrodo
de trabalho: Carbono Vitreo; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Platina. Eletrélito de suporte:
NaClO,4 0,1 mol.L"
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Figura 34 - Voltamograma de onda quadrada para o complexo Cu,(BPPAMFFEt) em MeOH
(pulso — 25 mV, frequéncia — 30 Hz)
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5.2.6 Cinética de oxidagao do 3,5-DTBC

Cinética é o estudo de taxas nas quais reagdes quimicas ocorrem. Um dos
maiores propositos de tais estudos € proporcionar entendimento acerca do
mecanismo de uma reagao, quer dizer, produzir uma descricdo detalhada dos
processos de uma reacao e da sequéncia nas quais eles ocorrem.

Através de estudos cinéticos, pode-se determinar a afinidade de ligagao de
substratos e inibidores em relagédo a uma enzima, assim como se pode estabelecer
a taxa catalitica maxima de uma determinada enzima®®. Nesse sentido, a atividade
oxidativa desempenhada por complexos de cobre, como sistemas modelo, tem sido
determinada por meio de testes de oxidacdo catalitica de 3,5-di-terc-butilcatecol
(3,5-DTBC)*.

Os estudos cinéticos da oxidacédo do 3,5-DTBC, catalisada pelos complexos
Cux(BPPAMFF) e Cuy(BPPAMFFELt), foram realizados em metanol, monitorando-se
o aumento da concentragdo de 3,5—di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ) na banda
caracteristica de 400 nm (¢ = 1645 L mol'ecm™)**%. A cada experimento, o solvente
foi saturado com O,, uma vez que o oxigénio participa diretamente do ciclo catalitico
e oxidar as espécies de cobre(l) formadas®. Assim, percebeu-se que a absorbancia
do 3,5-DTBQ aumentou na linha 400 nm e que a regra de Lambert-Beer foi valida
para as diversas concentragdes dos complexos.

Partindo-se do estudo cinético sobre a variagao de pH, € possivel determinar
0 pK, cinético de uma dada reagado e conhecer mais detalhadamente a espécie
responsavel pela reacido de oxidacdo do substrato 3,5-DTBC. Essa atividade de
oxidagao foi investigada para os dois complexos em uma faixa de pH entre 5,0 e 9,0,
no qual observa-se duas regides onde a velocidade da reagao € independente do pH
e uma faixa intermediaria em que a velocidade é influenciada com o aumento do pH.
As figuras 35 e 36 apresentam os graficos de velocidade inicial (vo) em fungéo do pH
obtido para os complexos Cux(BPPAMFF) e Cuy(BPPAMFFEL), respectivamente.
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Figura 35 - Dependéncia da velocidade de reacao de oxidagéo do 3,5-DTBC com o pH para
o complexo Cu,(BPPAMFF). Condicdes: [C] = 6,0 x 10° mol L™; [3,5-DTBC] = 5,40 x 10
mol L™; [Tampdes] = 3,34 x 10° mol L™ (MES pH 4,0 a 6,5 e TRIS pH 7,0 a 9,0) solucéo

MeOH a 25°C.
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Figura 36 - Dependéncia da velocidade de reagao de oxidagao do 3,5-DTBC com o pH para
o complexo Cu,(BPPAMFFEt). Condigdes: [C] = 6,0 x 10° mol L™"; [3,5-DTBC] = 5,40 x 10
mol L™"; [Tampdes] = 3,34 x 10 mol L' (MES pH 4,0 a 6,5 e TRIS pH 7,0 a 9,0) solugéo
MeOH a 25°C.
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Os graficos foram construidos a partir do método das velocidades iniciais e,
por apresentarem um perfil sigmoidal, o estudo da influéncia de pH foi ajustado pelo
modelo de Boltzman, no qual a inflexdo da curva forneceu os valores de pKj cinético.
Os valores encontrados de pH 6timo e os valores de pK, sdo representados na

tabela a seguir.

Tabela 8 - Valores de pKa cinético encontrados para os complexos Cu2(BPPAMFF) e

Cu2(BPPAMFFELY)
Complexo pH étimo pK,cinético
Cu,(BPPAMFF) 28,5 7,64+0,2
Cuy(BPPAMFFELY) 28,5 7,47+ 0,2

A similaridade observavel dos valores de pK, cinético referentes aos dois
complexos sao atribuiveis a desprotonacdo do préprio substrato 3,5-DTBC,
conforme se verifica dos valores obtidos na literatura®, ja que o pK, do substrato
pode mascarar o pKj cinético.

Uma vez que a velocidade da reacdo de oxidacdao do 3,5-DTBC pelos
complexos mostrou-se dependente do pH, foram realizados estudos do efeito da
concentracdo do substrato, buscando-se a determinacdo dos parametros cinéticos.
Tais analises foram feitas em pH 8,5 por ser este o pH de maior atividade catalitica.
As figuras 37 e 38 representadas abaixo apresentam os graficos das constantes
observadas (Kqps) em fungdo da concentragéo do 3,5-DTBC. Pelo comportamento da
curva de saturacdo, os dados cinéticos puderam ser tratados de acordo com o
modelo de Michaelis-Menten, cujos parametros estdo apresentados na Tabela 10.



74

Figura 37 - Dependéncia da velocidade de reagéo do 3,5-DTBC com a concentragao de
substrato para o complexo Cu,(BPPAMFF). Condicdes: [C] = 6,0 x 10° mol L™; [3,5-DTBC] =
5,40 x 10° mol L™"; [Tampao] = 3,34 x 10 mol L™ (TRIS, pH 8,5); solucdo MeOH a 25°C
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Figura 38 - Dependéncia da velocidade de reagao do 3,5-DTBC com a concentragéo de
substrato para o complexo Cu,(BPPAMFFEt). Condigdes: [C] = 6,0 x 10 mol L; [3,5-
DTBC] = 5,40 x 10 mol L™"; [Tampao] = 3,34 x 10° mol L™ (TRIS, pH 8,5); solucdo MeOH a
25°C
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Tabela 9 - Comparacao dos parametros cinéticos

Com ostos Voméx X 107 KM X 10-3 kcatx 10-3 Kass E=kcat/KM
P (mol.L.s™) (mol.L™") (s") (L.mol™) (L.mol”'s")
Catecol 5
. 48 - 25 22930,0 400 9,17 x 10
Oxidase
406,5
Cu,(BPPAMFF) 2,41+ 0,120 2,4+ 0,30 4,0+ 0,1 4030 1,65+0,050
i ’

Cuy(BPPAMFFEt) 3,35+0,080 5,91+0,150 5,568+0,050 169,2+353  0,95+0,10

De acordo com a tabela 10, o complexo que apresenta o aldeido terminal
Cux(BPPAMFF) é o mais efetivo na conversdo do substrato 3,5-DTBC a
correspondente o-quinona, se comparado ao complexo Cuy(BPPAMFFEL). Isso
indica que a presenga do grupo substituinte etilenodiamina ndo aumentou a
atividade catalitica do complexo.

De fato, foi possivel observar que o complexo que contém o grupo
etilenodiamina possui valor inferior de Kss, 0 que significa que tal complexo dificulta
a chegada do substrato e sua consequente oxidagdo, conforme ja indicavam os
valores apresentados nos testes eletroquimicos, nos quais este ultimo complexo
apresentou valores de redug¢ao mais negativos.

Os dois complexos apresentaram valores de eficiéncia catalitica proximos
daqueles encontrados na literatura para complexos binucleares de cobre(ll) com
ligantes N,O doadores®. Esses valores estéo de acordo com o que foi reportado por
Neves®® e que pode ser sumarizada da seguinte maneira: quanto menor a diferenca
de potencial dos dois processos redox do catalisador (AE4,2), maior sera sua
atividade catalitica.

A fim de esclarecer o mecanismo desempenhado pelos complexos em
estudo, investigou-se a formacgao de peroxido de hidrogénio durante a evolugao da
reacdo de oxidacdo. Esse teste foi preparado por meio de uma modificagdo do

método de iodometria®® e mostrou-se positivo para a presenca de H,O,, o que foi
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confirmado pela reagcdo com iodeto, a qual gerou |3, de forma que a oxidagédo de
ambos os complexos ocorreu seguindo a estequiometria 3,5-DTBC + O, > 3,5-
DTBQ + H0s.

Por fim, concluiu-se que ambos os complexos sintetizados mostraram-se
ativos para a oxidagcdo do substrato 3,5-DTBC. No entanto, com relacdo a
elucidacdo do mecanismo cinético desses complexos, o conjunto de dados obtidos
pelos testes de cinética de pH e substrato foram insuficientes para permitir uma
proposi¢cao cientificamente fidedigna, o que dependeria, ainda, da reiteragdo de

testes de cinética, ou da realizacio de testes posteriores, como o EPR.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foram sintetizados dois ligantes polidentados, um inédito denominado
H.BPPAMFFEt e outro ja descrito na literatura e denominado H,BPPAMFF, bem
como seus precursores BPA, BPAMFF e BPAPyFF. Ambos os ligantes foram
caracterizados por IR, '"H-NMR e ESI-MS e demonstraram pureza adequada e
rendimento satisfatorio para dar sequéncia as sinteses dos complexos.

Foram sintetizados dois novos complexos binucleares de cobre(ll), um
empregando o ligante inédito H,BPPAMFFEt, e o outro empregando o ligante
H.BPPAMFF. Nao foi possivel a obtencdo dos cristais dos complexos e, portanto,
nao houve a determinacao estrutural de raios X. Entretanto, ambos os complexos
foram caracterizados por métodos espectroscopicos e eletroquimicos, além de terem
suas atividades cataliticas testadas frente a oxidacdo do substrato modelo 3,5-
DTBC.

Pela técnica de IR, foi possivel observar indicios da coordenagao dos ligantes
aos centros metalicos, o que permitiu identificar suas bandas caracteristicas e de
seus contra-ions. A espectroscopia na regidao do UV-Vis demonstrou a presenga de
bandas d-d caracteristicas de sistemas de Cu(ll) em ambos os complexos, além da
presenca de uma banda de transferéncia de carga fenolato > Cu'" na regido de
maior energia.

A espectrometria de massas, tanto dos complexos quanto dos ligantes,
apresentou picos coerentes com as estruturas propostas. Os potenciais redox dos
complexos foram obtidos por meio de estudos eletroquimicos, os quais
demonstraram que a adicdo do grupo etilenodiamina na segunda esfera de
coordenagao do complexo Cuy(BPPAMFFELt), causa um deslocamento catédico
quando comparado ao Cuy(BPPAMFF), ou seja, para potenciais mais negativos.

Em relacdo as perspectivas deste trabalho, conclui-se que ainda seriam
necessarios mais testes para elucidar com acuidade as estruturas dos complexos,
suas atividades cataliticas, bem como os efeitos do grupo substituinte etilenodiamina
na segunda esfera de coordenagado. Tais como: obtencao das estruturas cristalinas
dos complexos; estudo dos efeitos das concentracbes dos complexos sobre o
substrato 3,5-DTBC; estudos cinéticos na auséncia de oxigénio e em diferentes
temperaturas; testes de titulacdo potenciométrica e espectrofotométrica, além dos

estudos de reatividade dos complexos frente ao DNA.
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Por fim, os testes de reatividade demonstraram que ambos os complexos
mostraram-se ativos frente a oxidagao do substrato 3,5-DTBC. Desse modo, eles
podem ser considerados como modelos funcionais para as catecol oxidases. Por
outro lado, a comparagao entre os dois complexos sintetizados mostra que o

Cuz(BPPAMFF) é mais efetivo na conversédo dos produtos.
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