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RESUMO

Neste trabalho apresenta-se a sintese de dois complexos binucleares de
cobre(ll), [LE'Cu"(1~OH),Cu"].(ClO4), (1), publicado recentemente
(Massoud, Louka et al., 2011) e [HL®"Cu"(x-OH),Cu"(H,0),].(ClO4)s
(2), inédito, como modelos estruturais e funcionais da enzima catecol
oxidase. Os complexos foram caracterizados por diversas técnicas
como: difratometria de raios X, espectroscopia vibracional no IV e UV-
Vis, EPR e eletroquimica. O complexo 1 também foi caracterizado por
potenciometria e espectrometria de massas (ESI-MS). A capacidade
catalitica dos dois complexos foi avaliada frente a oxidacéo do substrato
3,5-ditercbutil catecol, observando-se uma eficiéncia catalitica de 312,5
L mol™® s para 1 e 607,0 L mol™* s para 2. Os complexos foram
imobilizados em silica gel fisicamente (1-SiO;) e covalentemente (2-
SiO,) e caracterizados por espectroscopia vibracional IV e UV-Vis, EPR
e MEV. Os dois catalisadores hibridos, 1-SiO, e 2-SiO,, foram
submetidos a testes de oxidacdo do substrato ativado 3,5-dtbc, avaliacdo
de reutilizacdo e lixiviagdo. O complexo 1 ainda mostrou-se ativo na
catalise de polimerizacdo da poli(dopamina), sendo possivel a
caracterizacdo desta por ESI-MS, IV, TGA e MEV. O complexo 1
também foi testado como catalisador para o recobrimento de
nanoparticulas de ferro “nuas” com poli(dopamina) in situ, nas mesmas
condi¢es testadas na oxidacdo do 3,5-dtbc. As nanoparticulas de ferro
recobertas com polidopamina, Fe;O,@poli(dopamina), foram
caracterizadas por MEV e IV.

Palavras-chave: Oxidacdo de catecois. Catélise. Complexos de
cobre(ll).






ABSTRACT

This work presents the synthesis of two dinuclear complexes of copper
(1), [L”'Cu"(1~OH),Cu"].(Cl104), (1), published recently by Massoud et
al. (Massoud Louka et al,2011) and [HL*Cu"(x-OH),Cu"
(H20).].(ClO4)3 (2), unprecedented, as structural and functional models
of the catechol oxidase enzyme. The complexes were characterized by
various techniques such as X-ray diffraction, vibrational spectroscopy
(FTIR) and UV-Vis, EPR and electrochemical measurements. The
complex 1 was also characterized by mass spectrometry (ESI-MS) and
potentiometry. The ability of the two biomimetic complexes wes
evaluated in the oxidation of 3,5-ditert-butil catechol (3,5-dtbc),
observing a catalytic efficiency of 312,5 L mol™ s™ for 1 and 607,0 L
mol™ s™ to 2, respectively. The complexes were immobilized physically
(1-SiO;) and covalently (2-SiO,) on silica gel and characterized by
FTIR, UV-Vis, EPR and SEM. The two hybrid catalysts, 1-SiO, and 2-
SiO, were tested for oxidation of 3,5-dtbc and evaluated for their reuse
and leaching. The complex 1 also was active to catalyse the
polymerizationof poly(dopamine), making possible to characterize it by
ESI-MS, FTIR, TGA and SEM. The complex 1 was also tested as a
catalyst for coating "naked" iron oxide nanoparticles with
poly(dopamine) in situ under the same conditions tested in the oxidation
of 3,5-dtbc. The iron oxide nanoparticles coated with poli(dopamine),
Fe;O,@poly(dopamine), were characterized by SEM and 1V.

Keywords: Catechols oxidation. Catalysis. Copper(Il) complexes.
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1 com magnificacao de 650 e 3500 X, respectivamente
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1- [LYCu" (1-OH),Cu"] (C104),

1-SiO, — complexo 1 imobilizado em silica
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 INTRODUGAO

Tem sido estimado que, em pelo menos um terco das proteinas
estejam presentes um ou mais ions metalicos (Beinert, 2005). Helmut
Beinert, em comemoracdo ao centendrio da Bioguimica e Biologia
Estrutural (1905 — 2005) escreveu: “there is no life without transition
metals” (Beinert, 2005). Beinert estava referindo-se a atuacdo dos
metais principalmente como requisito para um processo fundamental
para a vida, a catalise. De fato os metais estdo presentes em todos 0s
seres vivos atuando de maneiras diversas, mesmo que em percentual
baixissimo. A Quimica Bioinorgéanica tem contribuido desde o inicio do
século XX principalmente elucidando aspectos magnéticos e eletrénicos,
na reatividade e no mecanismo de atuacdo dos centros metalicos
presentes em proteinas e enzimas (Karlin, 1993; Lippard, 2006).

Hoje em dia a Bioinorgénica e Bioguimica contam com técnicas
modernas de caracterizacdo como, por exemplo, XAS, EXAFS, MCD,
TRC e métodos computacionais, todas aplicadas na elucidacdo muito
mais completa dos mecanismos de atuagdo de enzimas, drogas sintéticas
e proteinas (Beinert, 2005). Porém, ha 50 anos a dificuldade de
metodologias de cristalizacdo e purificacdo adequadas, e mesmo a
identificacdo da estrutura primaria de proteinas e enzimas era de
extrema dificuldade. A prépria espectrometria de massas, amplamente
utilizada hoje, teve seu auge apenas em 2002 quando John Fenn, Koichi
Tanaka e Kurt Withrich foram laureados com o premio Nobel de
Quimica pelo desenvolvimento de métodos para a identificacdo e analise
estrutural de macromoléculas bioldgicas (Tanaka, 2003).

A sintese de complexos analogos pdde, desta forma, levar a
descoberta de informag6es importantes como, por exemplo, a correlagédo
entre geometria de coordenacdo e espectroscopia, pela modificacdo
sintética da geometria e basicidade dos ligantes que envolvem os ions
metalicos. O fato da sintese e modificacdo dos ligantes serem alcancadas
de maneira simplificada em comparacdo com enzima de interesse, ainda
¢ uma vantagem atualmente muito utilizada no campo da quimica
bioinorganica e da quimica de coordenacdo (Karlin, 1993).
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A Sitio
ativo

i

Modelos de Metaloproteinas
coordenacao/biomiméticos

T

Estabelece quimica de
coordenacao relevante

MMO l

Cu-ZSM-5

(HO),Si Si(OH);

(HO)3Si P~ u/O\ _Si(OH);
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(HO)sSi HO’?'\O/S\i\OH T Si(OH)3
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Figura 1. A: Relagdo sinérgica entre estudos envolvendo complexos-modelo e
bioquimica de metaloproteinas, proposta por Karlin (Karlin, 1993); B:
Observacdo da relagdo sinergistica proposta por Karlin utilizando como
exemplo a enzima Metano Monooxigenase, MMO, (Himes, 2009) e o modelo
mimético Cu-ZSM-5 desenvolvido por Woertink (Julia S. Woertink, 2009).
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Um diagrama simplificado da contribuicio mdtua (relacdo
sinérgica) entre metaloproteinas e modelos miméticos, organizado por
Karlin (Karlin, 1993), pode ser observada na Figura 1.

Os complexos biomiméticos auxiliam na proposta de um
possivel mecanismo para a enzima de interesse e a descoberta de novas
enzimas auxilia no desenvolvimento de quimica de coordenacdo como
um todo. Um dos exemplos mais conhecidos da aplicacdo desta relacdo
sinérgica € a sintese e caracterizacdo do nucleo Cu,0,, com ponte
u—1:°  peroxo, presente na Hemocianina, antes mesmo da
determinacdo da estrutura de raios X da proteina (Lippard, 2006),
através de um complexo andlogo publicado por Kitajima e
colaboradores (Kitajima, Fujisawa et al., 1989). A determinacdo da
estrutura de raios X, as caracteristicas espectroscopicas, magnéticas e
eletronicas desta proteina, auxiliou de forma significativa na
caracterizacdo de enzimas como a Catecol Oxidase (Krebs., 1998).

Exemplos recentes de andlogos miméticos de enzimas como,
por exemplo, a Metano Monooxigenase (MMO) (Himes, 2009), que
converte metano para metanol, vem sendo alvo de pesquisas cientificas
visando o uso de complexos de forma mais racional e barata para
futuramente serem aplicados como catalisadores no desenvolvimento de
fontes renovaveis de combustiveis e aplicacdo na indUstria petroquimica
(Julia S. Woertink, 2009).

1.2. PROTEINAS DE COBRE

O cobre é considerado um elemento “moderno”, tendo sido
biodisponivel hé cerca de 1,7 bilhdo de anos atrds (Kaim, 1996). Com o
aparecimento de organismos fotossintéticos em uma atmosfera rica em
oxigénio, houve a necessidade por um metal sollvel, biodisponivel e
redox-ativo com potenciais entre 0 e 800 mV (Kaim, 1996).

Metaloenzimas contendo pares redox Cu'/Cu' se encaixam na
necessidade de muitos organismos como ativador de oxigénio,
modificacdo de peptideos, producdo de melanina, oxidacao de catecdis,
transporte de oxigénio, entre outros (Rosenzweig, 2006).

Inicialmente todas as proteinas de cobre foram classificadas
com base nas suas caracteristicas espectroscdpicas em trés classes: Tipo
1, Tipo 2 e Tipo 3. Com o0 avanco dos métodos espectroscopicos e de
cristalizacdo, até o momento, os diversos tipos de enzimas que contem
Cu como integrante de seus sitios ativos podem ser classificados em sete
tipos de classes: Tipo 1, Tipo 2, Tipo 3, Tipo 4, CuA, CuB e Cuz
(Koval, Selmeczi et al., 2006) (Figura 2).



32

8 i s
-). . @ ! \ ‘:‘@ ﬁ
/‘/h N T E gl 7
= Vs ‘\/\%W Y "
Oe 1@ o \ "0 o0 e ¢
‘\‘?L v O 20X Jdo
\ ‘ ""a N Ky et
ey
Type 1 Type 2 Type 3 Type 4 S
Y ,
& A ?is:.\ 3
° 1 A ¥ S
’}ngﬂ.‘j’a‘ xs ?-,, ~0 ao
-y { 5-3('5‘(« i (’{*‘Q
- N = ,x‘."a‘ NN
4 b N
‘ % \;'\ {
CuA CuB [ Cuz

Figura 2. Classificagdo dos varios tipos de sitios de cobre.

De forma muito simplificada os Tipos 1 e 2 sdo mononucleares,
sendo que, no Tipo 1 a caracteristica marcante é a forte coloracdo azul
devido a transferéncia de carga Cu" — Cys (ex.: Azurina). No Tipo 2,
ligantes N,O doadores em geometria tetragonal favorecem a ligagdo com
0 substrato em reacdes de oxidacdo (ex.: Galactose Oxidase). Essas
protefnas sdo conhecidas como protefnas “normais” de Cu", por
posl,lsuirem 0 EPR caracteristico de complexos mononucleares de cobre
Cu.

Os Tipos 3 e CuA apresentam centros binucleares de cobre,
porém as caracteristicas eletrdnicas e espectroscdpicas diferem
enormemente. No Tipo 3, trés residuos de His coordenam cada atomo de
Cu". Nesta classe, 0 EPR silencioso é uma caracteristica marcante
devido ao acoplamento antiferromagnético entre os dois centros de
cobre(ll) (ex.: Catecol Oxidase). Na classe CuA, conhecida como sitio
de valéncia mista, ambos os atomos de cobre possuem carga formal de
+1,5 e geometria tetraédrica, coordenados por dois residuos de His e
dois tiolatos (da Cys) (ex.: Nitro Oxido Redutase).

Nos Tipos 4 e CuZ ha formacdo de clusters. O Tipo 4
normalmente é composto pelos tipos 2 e 3. Em alguns casos € possivel
existir mais do que um sitio do Tipo 2 e sdo responsaveis por uma ampla
gama de reacOes de oxidacdo (ex.: Laccase). O Tipo CuZ é composto
por quatro ions dispostos a formar um tetraedro, contendo uma hidroxila
e um ion enxofre inorganico. Por Gltimo, o Tipo CuB é caracteristica
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pela presenca de um sitio mononuclear de cobre proximo a um centro
de ferro na Citocromo C Oxidase.

Uma descricdo completa de cada um destes tipos pode ser
consultada segundo trabalhos publicados recentemente por Koval
(Koval, Selmeczi et al., 2006) Rosenzweig (Rosenzweig, 2006) e
Solomon (Solomon, Baldwin et al., 1992; Solomon, Sundaram et al.,
1996). Dentre as classes mencionadas acima, as proteinas do Tipo 3
serdo amplamente discutidas neste trabalho.

1.3. PROTEINAS DO TIPO 3: HEMCIANINA, CATECOL OXIDASE E
TIROSINASE

Proteinas do Tipo 3 funcionam na ligacdo e ativacdo do O,
(Solomon, Sundaram et al., 1996). Exemplos deste tipo incluem a
Hemocianina, responsavel pelo transporte de oxigénio em artropodes e
moluscos, a catecol oxidase, que converte o-catecois a 0-quinonas € a
tirosinase, responsavel pela hidroxilagdo de monofentis, como a
tirosina, e a conversdo de catecdis a quinonas (Eicken C.; Krebs, 1999).
Os substratos e as transformac@es realizadas pelas duas enzimas podem
ser acompanhados abaixo (Figura 3).

12 Og 1 02 H0
O~ oL, ~<- U
cresolase activity OH  catecholase activity
{tyrosinase) {tyrosinase and

catechol oxidase)

Figura 3. Transforamagdes quimicas nos substratos pela tirosonase e catecol
oxidase.

Estruturalmente as proteinas do Tipo 3 apresentam dois centros
de Cu", cada um coordenado por trés residuos de histidina (Figura 4).
Na foram oxi existente nas proteinas do Tipo 3, na qual o oxigénio
encontra-se coordenado como ponte - 7: 77 entre os centros de Cu'' néo
apresentam sinal no EPR (EPR silencioso), devido ao forte acoplamento
antiferromagnético (- 2J > 600 cm™ para a ibCO) entre os centros de
cobre. Os dois centros de cobre na forma oxi da ibCO séo separando por
uma distancia aproximada de 3,8 A (determinada por EXAFS), embora
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esse valor possa variar de proteina para proteina (Solomon, Sundaram et
al., 1996; Eicken C.; Krebs, 1999; Koval, Selmeczi et al., 2006).

Mesmo apresentando caracteristicas estruturais semelhantes, a
diferenca na funcédo especifica de cada enzima de deve em grande parte
ao papel que a segunda esfera de coordenacgdo exerce sobre cada sitio
ativo. No caso da hemocianina, a funcdo especifica da proteina é o
transporte de oxigénio. Mas como seria possivel uma proteina ter funcédo
especifica de transporte de oxigénio e ser tdo parecida estruturalmente
com enzimas que realizam um papel téo distinto?

Decker e Krebs mostraram que hemocianinas podem ter papel
catalitico atuando como oxidases (Decker e Tuczek, 2000). Em sua
foram nativa, as hemocianinas ndo apresentam, ou apresentam uma
atividade catalitica muito baixa, como monooxigenase ou catecolase
(Eicken C.; Krebs, 1999).

Na hemocianina extraida de tarantula, Eurypelma californicum,
ha um residuo de fenilalanina (Phe-49) que esta situado a uma distancia
de 3,5 A do sitio ativo, funcionando como um gatilho alostérico,
protegendo o sitio ativo de outros substratos (Decker, 1998). Quando o
residuo é removido por protedlise controlada, niveis consideraveis de
catalise de oxidacdo de catecois sdo observados. A Figura 4-A mostra
em detalhe outro exemplo de hemocianina, extraida do caranguejo-
ferradura, Limulus polyphemus, onde um residuo de tirosina (Thr-351)
atua protegendo o sitio (distancia CuA " Thr-351 = 3,84 A) (Decker e
Tuczek, 2000).

Na catecol oxidase, ibCO, as mudancas estruturais em torno do
sitio ativo utilizando a feniltiuréia (PTU) como inibidor indicaram que o
acesso ao dimero de cobre também é primariamente controlado por uma
fenilalanina, Phe-261. Na tirosinase, a presenca de uma tirosina ou
fenilalanina proxima ao sitio ativo atuam da mesma forma (Figura 4).

Dentre as enzimas citadas acima, apenas a tirosinase
desempenha papel fundamental na biosintese da melanina Pigmento
formado por polifendis presentes em uma enorme variedade de seres
vivos, de bactérias a seres humanos (Solomon, Sundaram et al., 1996), a
melanina desempenha um papel de fotoprotecdo em seres humanos,
absorvendo a radiagdo UV que pode causar danos ao DNA por meio da
formacdo de espécies reativas de oxigénio, ROS (Prota, 2000).

A formacdo da melanila ocorre pela oxidacdo e polimerizacao
do L-DOPA. Inicialmente, a primeira proposta para 0 mecanismo de
formacdo da melanina, foi descrita por Raper-Mason, no inicio do
século XX (Prota, 2000). Embora passados quase cem anos, ndo ha um
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consenso sobre a estrutura da melanina, tdo pouco complexos-modelo

H2671

A
His109 {‘\
-~
B
His259
His263
His296
Phe292
C

Figura 4. Estrutura cristalina das proteinas do Tipo 3 exibindo seus sitios
ativos. A: hemocianina (de caranguejo ferradura, Limulus polyphemus)
(Decker e Tuczek, 2000); B: forma met da catecol oxidase (da batata doce,
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Ipamoea batatas - ibCO) (Koval, Selmeczi et al., 2006); e C: tirosinase (de
cogumelo, Agacirus bisporus) (Ismaya, Rozeboom et al., 2011).

14. CATECOL OXIDASE E TIROSINASE: MECANISMOS E
IMPORTANCIA

Com base na estrutura cristalina das proteinas (ex.: ibCO,
hemocianina) e com o auxilio de técnicas espectroscdpicas (ex.: Rr, UV-
Vis e EPR) técnicas de espalhamento (EXAFS) e célculo teérico (DFT),
diversos estudos tem sido realizados desde o inicio de século XX na
tentativa esclarecer o mecanismo de atua¢édo das proteinas do Tipo 3.

Nessa classe de proteinas, 0 modo de coordenacdo do oxigénio,
a maneira da ligacdo do substrato ao centro ativo e como ocorre a
clivagem da ligacdo O-O e a formacgdo da ligacdo C-O (no caso da
tirosinase) ainda é muito discutido por diversos grupos de pesquisa
(Solomon, Sarangi et al., 2007).

H& um consenso na literatura atual com relacdo as estruturas
eletronicas e geométricas das proteinas do Tipo 3 na forma oxi, [Cuyz+
17:17-0,]*, porém ha diferencas com relagdo ao acesso do substrato na
catecol oxidase e tirosinase (Solomon, Sundaram et al., 1996; Mirica,
2005). A diferenca bésica entre a tirosinase e a catecol oxidase é a
existéncia de uma etapa adicional. Na tirosinase, a etapa de oxidacdo do
substrato fendlico ocorre inicialmente, porém apos a geracéo do catecol,
este € oxidado a o-quinona de maneira semelhante ao que ocorre no
ciclo da catecol oxidase (Mirica, 2005).

O mecanismo catalitico da catecol oxidase foi inicialmente
proposto por Krebs (Krebs., 1998), mas vem sendo refinado até hoje. O
mecanismo porpde a oxidacdo de duas moléculas de catecol por ciclo
catalitico. O ciclo se inicia na forma oxidada met, Cu'"(.~OH)Cu'" (dc.-
cu = 2,87 A) ou oxi (dey-cu = 3,8 A, por EXAFS). O substrato liga-se de
forma bidentada aos centros de cobre, o catecol é oxidado a o-quinona e
0s centros de cobre sdo reduzidos, gerando a forma deoxi (dcycy = 4,4
A). Os centros de Cu' sdo oxidados pelo O,, reduzindo 0 O, a 0,”
retornando a forma oxi e possibilitando a reducdo da segunda molécula
de O,. O mecanismo pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo de atividade de cresolase e catecolase da tirosinase e/ou
da catecol oxidase proposta por Krebs (Gerdemann, Eicken et al., 2002) com
base na proposta desenvolvida por Solomon e colaboradores (Solomon,
Sundaram et al., 1996) e outros resultados recentes da literatura (Eicken C.;
Krebs, 1999; Solomon, Chen et al., 2001).

Quanto a tirosinase, propde-se que o fenolato coordena-se
inicialmente & forma oxi da tirosinase (oxy state — Figura 5). Ha entdo
uma mudangca de geometria para bipirdmide trigonal e o ataque
eletrofilico na posicdo orto a hidroxila do fenol, gerando o catecolato
correspondente e, levando o sitio ativo para a forma deoxi (deoxy state —
Figura 5), possibilitando a ligagdo com outra molécula de oxigénio
seguindo o ciclo ctalitico.

1.5. COMPLEXOS BIOMIMETICOS

Estudos recentes apontam diferentes perspectivas quanto aos
mecanismos propostos, principalmente referente a tirosinase (Solomon,
Sarangi et al., 2007). Estes trabalhos levantaram dlvidas com relagdo a
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geometria e principalmente quanto a espécie que faz o ataque ao
fenolato. A espécie foi inicialmente atribuida a forma oxi, Cu"(u-
7:702)Cu", ou com ponte Bis-x-Oxo, Cu"'(.-0),Cu", proposta
posteriormente por Mirica et al. (Mirica, 2005).

Diversos complexos candidatos a miméticos das enzimas
catecol oxidase e tirosinase foram publicados principalmente depois da
elucidacdo da estrutura da catecol oxidase, ibCO. Entretanto, hd poucos
complexos em que o mecanismo de reducdo do O, para agua ou
peroxido é foi parcialmente esclarecido.

Outra questdo importante é a caracterizacdo dos intermediarios.
No caso da enzima catecol oxidase da batata doce, ibCO, Krebs e
colaboradores conseguiram a resolucédo da estrutura de raios X na forma
oxi da enzima, enquanto que a maioria dos complexos em que é possivel
a caracterizacdo de pontes y~peroxo sO € obtido a temperaturas abaixo
de -70 °C (Mirica, 2005).

A discrepancia das constantes cataliticas, ke, observadas para
0s complexos-modelo em comparagdo com a das enzimas nativas. A
catecol oxidase, ibCO, por exemplo, oxida o o-catecol com Ky = 2293 s
! (Km = 2,5 mM) (Eicken, Zippel et al., 1998), mais de 1600 vezes
maior que 0 ke do complexo mais ativo com o substrato ativado 3,5-
ditercbutil catecol, 1,4 s* (Km = 1,5 mM), (Monzani, Quinti et al.,
1998).

A busca por modelos melhores, estruturalmente e
cataliticamente, tem auxiliado ndo apenas no avan¢o das propostas
mecanisticas, mas também na aplicacdo destes modelos miométicos no
desenvolvimento de biosensores, catalisadores aplicados na sintese de
polimeros, no desenvolvimento de nanomateriais, entre outros. Alguns
exemplos de complexos biomiméticos das enzimas tirosinase e catecol
oxidase sdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Sitio ativo da catecol oxidase e alguns complexos-modelo desta
enzima. Acima, desenho do sitio ativo da Catecol Oxidase da batata doce
(Ipamoea batatas), ibCO, na forma met e os complexos [Cu,L,(x~-OH)]*" A
(Ackermanna, 2007), [Cu,(1-OH)(CHs;s0Ne)** B (Rey, Neves et al., 2006), C
[Cu(NO,-XY-H)(0,)]** (Karlin, Nasir et al., 1994) e P°®*° D (Mirica, 2005).
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1.6. COMPLEXOS BIOMIMETICOS: REUTILIZAGAO DO
CATALISADOR

Numerosos processos industriais sdo facilitados pela catalise
heterogénea. Processos cataliticos como os desenvolvidos por Fischer-
Tropsch e Haber-Bosch, desenvolvidos a partir do inicio do século XX
foram, e ainda sdo, de grande importancia para aplicacdes na industria,
no desenvolvimento de insumos agricolas e em nanotecnologia.

Muitos catalisadores heterogéneos sao solidos finamente
divididos onde os sitios encontram-se na superficie das particulas
(Shriver, 2008), como por exemplo, o catalisador de Adams PtO,-H,0,
utilizado inicialmente para reducdo de vanilina para alcool vanilico
(Voorhees e Adams, 1922). Outros, particularmente da familia das
zedlitas e materiais mesoporosos, possuem sitios ativos situados na
superficie interna, dentro de cristalitos individuais, como na zedlita
ZSM-5 (Haag, Lago et al., 1984).

Catalisadores heterogéneos tradicionais possuem limitagdes
guanto & natureza dos seus sitios ativos, restringindo sua diversidade de
aplicacdo. Por outro lado, os catalisadores homogéneos so responsaveis
por uma alta gama de reagdes quando comparados com os catalisadores
heterogéneos, porém a dificuldade de reutilizacdo e o alto custo de
producdo sdo obstaculos freqlientes para a aplicacdo destes em larga
escala (Wight e Davis, 2002; Piovezan, Jovito et al., 2010).

O ancoramento de diversos catalisadores organicos e
inorganicos em superficies sélidas tem sido uma estratégia conveniente
para associar o que ha de melhor nos dois sistemas: alta seletividade dos
catalisadores homogéneos associada a facilidade de remocdo e
reutilizacdo dos heterogéneos (Wight e Davis, 2002).

No que diz respeito a utilizagdo de complexos biomiméticos
imobilizados em matriz sélida inorgénica, sistemas hibridos
organico/inorganicos, existem poucos exemplos de catalisadores que
mimetizam o sitio ativo de enzimas como a catecol oxidase ou
hidrolases (Leea, 2009; Piovezan, Jovito et al., 2010; Piovezan, Silva et
al., 2012). Nos catalisadores hibridos miméticos para a catecol oxidase,
a maioria funciona como complexos mononucleares dispersos e longe
um do outro no suporte (deu.cy> 7,0 A) que dificulta muito a converséo
do substrato modelo 3,5-dtbc, comumente utilizado (Leea, 2009). A
Figura 7 mostra alguns exemplos de catalisadores hibridos miméticos da
catecol oxidase, recentemente publicados.
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Figura 7. Catalisadores hibridos e seus respectivos suportes utilizados como
modelos miméticos para oxidacédo do 3,5-dthc.
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Tendo em vista 0 que foi exposto acima, neste trabalho dois
complexos binucleares de cobre(ll), contendo ligantes hexadentados,
serdo avaliados na oxidacdo do substrato-modelo 3.5-dtbc.
Posteriormente, estes complexos serdo testados na catélise de oxidacgdo
do mesmo substrato, utilizando-se silica amorfa como matriz para a
imobilizacao destes complexos.

Como podemos observar na Figura 6, ligantes projetados para
aplicacdo em catélise de oxidacdo sdo normalmente baseados em
ligantes ricos em atomos de nitrogénio, pois oferencem mais afinidade
com ions cobre(ll) por serem bases macias de Pearson. Neste trabalho,
noés utilizaremos dois ligantes sintetizados a partir da 2,4,6-tricloro-
1,3,5-triazina por apresentarem um baixo custo e pela vantagem da
substituicdo nucleofilica ser termicamente controlada (Blotny, 2006).
No complexo publicado por Massoud e colaboradores (Massoud, Louka
et al., 2011) nota-se uma vantagem na utilizacdo do cloreto cinaurico
(triazina), j& que o ligante sintetizado pbde coordenar-se aos ions
cobre(ll) de maneira facial.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho dois complexos binucleares de cobre(ll) serdo
testados prioritariamente na oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-
butilcatecol em meio homogéneo e heterogéneo, sendo assim, sdo
objetivos deste trabalho:

« Sintese e caracterizacdo dos ligantes 6-cloro-N%N%N* N
tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina, L%, e N%*(2-
aminoetil)-N*N* N° N°-tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-
triamina, L*";

« Sintese e caracterizacdo de complexos binucleares formados a partir
dos ligantes L' e L*";

* Investigacdo da atividade dos complexos sintetizados na oxidacéo do
substrato 3,5-dthc;

* Imobilizacdo destes complexos em SiO,, caracterizacdo e ensaios de
atividade heterogénea de oxidacdo e reutilizacdo destes catalisadores;

* Anélise dos resultados obtidos e sugestdo de uma proposta mecanistica
em acordo com os dados obtidos;

« Aplicacio do complexo formado a partir do ligante L na oxidacdo da
dopamina e caracterizacao do produto formado;

 Aplicacdo da poli(dopamina), produto de oxidacdo da dopamina, no
recobrimento de nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro para
futuras aplicacdes bioldgicas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS

Todos os materiais e solventes utilizados nas sinteses foram
adquiridos de fontes comerciais. Os reagentes 2-piridinocarboxialdeido,
etilenodiamina e piridin-2-ilmetilamina foram purificados por destilacdo
previamente ao uso. O substrato 3,5-ditercbutil catecol foi purificado em
hexano quente, filtrado e lavado com éter (3x 25 mL) antes de sua
utilizacao.

3.2. METODOS E INSTRUMENTACAO
3.2.1. Analise termogravimétrica

As curvas de TGA foram obtidas utilizando um analisador
termogravimétrico TGA 50 — Shimadzu, sob atmosfera de nitrogénio
com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min em um intervalo de 20 a
900 °C. Para a determinacdo da temperatura, na qual a velocidade de
perda de massa € maxima (T,), foi utilizada a primeira derivada do
termograma (DrTGA).

3.2.2. Espectroscopia Vibracional

As analises foram realizadas no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia no Departamento de Quimica da UFSC. Os espectros no
infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer
FT-IR Spectrofotometer S100, na regido compreendida entre 4000 a 500
cm. As amostras foram preparadas em pastilha de KBr de grau
espectroscépico.

3.2.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e **C (200
MHz) foram obtidos utilizando o aparelho Bruker — AC 200, na Central
de Analises do Departamento de Quimica da UFSC. Os deslocamentos
quimicos estdo expressos em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao
padrdo interno utilizado, TMS (56=0,00 ppm). As amostras dos
compostos organicos foram solubilizadas em cloroférmio deuterado
(CDCly).
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3.2.4. Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica

As andlises de EPR foram realizadas no Laboratorio Regional Sul
de EPR do Departamento de Quimica - UFPR, em um espectrémetro
Bruker Elexsys E500 e Bruker EMX micro operando em banda X (9,5
GHz) pelo Prof. Dr. Ronny Rocha Ribeiro. As medidas foram realizadas
no estado sélido (amostra pulverizada) e os parametros foram obtidos a
partir do préprio equipamento sem tratamento prévio.

3.2.5. Espectrometria de Massas

O complexo [L'Cu"(~OH),Cu"](ClOs), (1) e a reagdo de
polimerizacdo da dopamina, na presenca do complexo 1 como
catalisador foram estudados via espectrometria de massa com ionizagdo
via eletrospray (ESI-MS), utilizando-se o equipamento amaZon lon
Trap MS - Bruker Daltonics no Centro de Biologia Molecular e
Estrutural (CEBIME) — Departamento de Bioquimica da UFSC. Todos
em solucdo de metanol ou metanol/H,O 50:50 v/v, com concentra¢Bes
finais aproximadas de 0,5 mg L™ com fluxo de 180 pL min™. Espectros
de massa do complexo 1 também foram investigados nos pH 3,5, 6,0,
7,0 € 9,0, MeOH/H,0 50:50 v/v, diluindo-se o complexo em solucdes
com os pH previamente ajustados. A reacdo de polimerizacdo da
dopamina foi ralizada em presenca do catalisador (5,0% mol de 1), o pH
da solucdo foi posteriormente ajustado para 6,0 na diluicdo com uma
solucdo de MeOH/H,O 50:50 v/v, pH 6,0. Todas as amostras foram
diluidas utilizando-se MeOH (Sigma-Aldrich padrdo LC-MS) e H,0O
(Millipore Milli-Q). A temperatura do capilar para todas as amostras foi
mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem do capilar entre -400 e -500 V.

3.2.6. Titulacéo Potenciométrica

Os estudos de equilibrio em solucdo foram realizados no
Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de
Quimica — UFSC, utilizando um titulador automatizado da Metrohm,
modelo Titrino Plus 848, acoplado a um eletrodo combinado de vidro
(rel‘eréncia Ag/AgCI) calibrado para leitura direta do pH (pH = —log
[H'D).

O sistema foi calibrado utilizando dados obtidos de uma titulacédo
potenciométrica de um volume conhecido a partir de uma solucao
padrdo de HCI 8,44 x 10 mol L™, solucéo padrdo de KOH 9,56 x 107
mol L™ e forca idnica ajustada com NaNO; 0,1 mol L™ em MeOH/H,0
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50:50 viv. O pK,, da solucdo MeOH/H,O 50:50 v/v contendo
0,1 mol L™ de NaNO; utilizado para os calculos foi 14,3 (previamente
refinado). As medidas foram efetuadas em uma célula termostatizada a
25,00 + 0,05 °C. Os ligantes L% e L*" foram titulados em duplicata, na
concentracdo de 1,0 x 10° mol L™ em 50 mL de MeOH/H,0 50:50 v/v.

Os complexos [Cu"L®(1-OH),Cu"|(ClIO4),(1) e [Cu"HL®(z-
OH),Cu"(CI04); (2) foram titulados a partir de 5,0 x 10° mol de cada
um dos respectivos ligantes e 1,0 x 10 mol de cobre a partir de uma
solucdo de perclorato de cobre(ll), previamente padronizada por
Absorcdo Atdmica com Atomizacdo por Chama. A concentracdo final
dos complexos e cada experimento foi [1lfina = [2]fina = 1,0 X 10°
mol L em 50,0 mL de MeOH/H,O 50:50 v/v, utilizando NaNO; 0,1
mol L™ como forca idnica, sob atmosfera de argonio. Os dados da
titulacdo foram tratados com o programa BEST7 (Martell, 1992) e o
diagrama de espécies obtido com o auxilio do programa SPE (Martell,
1992) em colaboragédo com o Professor Dr. Bruno Szpoganicz.

3.2.7. Eletroquimica

O comportamento eletrogquimico dos complexos foram
investigados em um potenciostato/galvanostato  PGSTAT 128N
AUTOLAB, no Laboratério de Biossensores - Departamento de
Quimica da UFSC. Os voltamogramas dos complexos 1 e 2 foram
obtidos a temperatura ambiente em solugdo MeOH/H,0 50:50 v/v, pH
6,0 e tampdo [MES] = 0,1 mol L™ para o complexo 1 e pH 6,5 e tamp&o
[HEPES] = 0,1 mol L™ para o complexo 2, ambas as soluces contendo
0,1 mol L de NaClO, como eletrolito suporte, sob atmosfera de argonio.
Os eletrodos utilizados foram: carbono vitreo (trabalho), fio de platina
(auxiliar) e Ag/AgCI (referéncia). Para a correcdo do eletrodo de
referéncia utilizou-se o hexacianoferrato de potassio (E* = 358,0 mV vs
NHE) como padréo interno (Lide, 2000).

3.2.8. Espectroscopia eletrénica — UV-VIS

Os espectros eletrdnicos e medidas cinéticas foram obtidos em
um espectrofotdmetro de arranjo de diodos Varian Cary 50Bio UV-Vis
acoplado a um banho termostatizado, nas regides do ultravioleta e
visivel, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia no
Departamento de Quimica da UFSC. As analises foram realizadas em
solventes de grau espectroscdpico com cubetas de quartzo ou vidro com
um centimetro de caminho 6tico.
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3.2.9. Catalise

3.2.9.1 Catalise Homogénea

Os complexos 1 e 2 tiveram sua atividades cataliticas avaliadas
através da reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-
dtbc). Os experimentos cinéticos foram realizados sempre em
duplicatas, sendo cada corrida monitorada sempre em quadruplicata e o
produto  3,5-di-terc-butil-o-benzoquinona foi acompanhado pela
variacéo de absorbancia monitorada em 400 nm (e = 1570 L mol™ cm™
em MeOH/H,0 50:50 v/v). O equipamento, utilizado para cinéticas de
alta performance, foi espectrofotémetro de parada de fluxo da Hi-Tech
KinetAsyst, modelo SF-61DX2, caminho 6ptico de 1,0 cm e utilizando-
se 0 arranjo de diodo (Hi-Tech KnetaScan Diode Array) como detector
principal acoplado a um banho termostatizado. Utilizou-se 50,0 uL de
cada solucdo reacional (complexo/tampdo e substrato/tampéo, ambos em
MeOH/H,O 50:50 v/v) em cada disparo. A pressdo dos disparos foi
ajustada em 0,5 MPa. Para cada corrida cinética foram processados de
200 a 300 leituras de absorvancia até o tempo maximo de 6,0 segundos
de reacdo para o complexo 1 e de até 15 segundos para o0 complexo 2,
dependendo da concentracdo do substrato.

As velocidades iniciais foram obtidas diretamente do grafico da
concentragcdo do produto da oxidacdo em funcdo do tempo. A
dependéncia da velocidade de oxidacdo em funcdo do pH para o
substrato 3,5-dtbc foi realizada em uma faixa de pH entre 3,70 e 8,5,
obtendo-se, conseqientemente, o pH 6timo para a reacdo, medido a 25
°C.

Em dois frascos separados foram preparadas solugbes do
complexo e do substrato, antes da injecdo na seringa no equipamento da
seguinte forma: em um dos francos, 500 L de uma solugdo do
complexo [C] = 2,0 x10 mol L™ em metanol foram misturados a 500
4L de uma solugdo do tampédo, [T] = 0,2 mol L™ dessa forma a
concentragdo do complexo ficou diluida por dois (f = 2). Em outro
frasco, 500 mL da solugdo do substrato foi também misturada com 500
4L de solucdo do tampdo [T] = 0,2 mol L de forma que a
concentragdo do substrato também fique diluido pela metade nesta
primeira etapa.

Para o efeito de pH as concentra¢fes de substrato foram mantidas
constantes, [S]estoque = 24,0 X 108 mol L. A préxima etapa foi transferir
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essas solugbes para duas seringas principais acima do injetor principal.
O sistema foi ajustado previamente para misturar volumes iguais de 50,0
uL das solucdes de complexo e substrato, de cada uma das seringas
injetoras, de modo que o volume da solugdo resultante apds a injecao
fosse de 100 mL, portanto as concentracGes de ambos, substrato e
complexo, foram diluidas por dois novamente.

As concentragoes flnals de complexo, substrato e tampéo foram
de [C]fmal 5,0 x 10 mol L [S]fmal 6,0 x 10 mol L e [T]fmal 0,1
mol L em MeOH/H.,0 50: 50 v/v. Os tampdes utilizados para o efeito
de pH foram MES (pH 3,7 a 6,5), HEPES (7,0 e 7,5) e CHES em pH
8,5. Para o complexo 1 o efeito de substrato, foi feito em pH 6,0 e para o
complexo 2 o efeito de substrato foi feito em pH 6,5, a partir do
resultado obtido no efeito de pH. O efeito de substrato foi realizado de
forma semelhante ao efeito de pH para ambos complexos 1 e 2,
mantendo-se a concentracdo do complexo e tampéo constantes na cela
reamonal iguais a [Clsina = 5,0 X 10”° mol L™ e [T]fina = 6,0 x 10° mol L

! e variando-se a concentracdo do substrato de [S]fina = 0,15 mmol Lt

até [Slfina = 5,0 mmol L. O tratamento matematico utilizado para a
obtencdo dos parametros cinéticos foi o juste ndo-linear da equacdo de
Michaelis-Menten.

3.2.9.2. Catalise Heterogénea

As reacfes em fase heterogéneas foram realizadas nas seguintes
condicdes: 2,00 + 0,05 mg de 2-SiO, ([2-SiO;] = 1,80 x 10* mol g™
foram inseridas tubos para centrifugacdo de 10 mL (Labware
Manufacturing Co.) e suspensas em 5,0 mL de tampdo MES pH 6,0 ([T]
= 0,2 mol L'l). Em seguida 50 mL do substrato 3,5-dtbc nas
concentracBes de 0,5 — 4,0 mmol L foram adicionados ao sistema e
este foi mantido sob agitacdo magnética. Em seguida, aliquotas de 300
mL foram retiradas, a cada 5,0 minutos (por 20 minutos), transferidas
para uma cubeta de vidro, diluidas (f = 10x) com adicdo de MeOH (Vauq
= 1350 pL) e H,0O (Vagg = 1350 ul) e o aparecimento do produto 3,5-
di-terc-butil-o-benzoquinona foi acompanhada em 400 nm (e = 1570 L
mol™ cm® em MeOH/H,O 50:50 v/v) por espectrofotometria UV-
Visivel. Para cada ponto o processo foi repetido por mais uma vez. O
tratamento matematico utilizado para a obtencdo dos parametros
cinéticos foi o mesmo utilizado nas cinéticas homogéneas o0 ajuste ndo-
linear da equacdo de Michaelis-Menten.
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3.2.9.2.1. Catalise Heterogénea — Reutilizacéo do Catalisador

As reacfes em fase heterogéneas foram realizadas nas seguintes
condi¢bes: 10,0 mg de SiO,-gel contendo os complexos 1, ([1-SiO;] =
9,35 x 10° mol g™ e 2, [2-SiO,] = 1,80 x 10™ mol g™) foram inseridas
em tubos para centrifugacdo de 10 mL (Labware Manufacturing Co.) e
suspensas em 5,0 mL de tampdo MES pH 6,0 ([T] = 0,2 mol L'Y). Em
seguida 5,0 mL do substrato 3,5-dtbc ([S] = 4,0 x 10° mol L™ foram
adicionados ao sistema, e este foi mantido sob agitacdo por 20 minutos.
Em seguida, a suspensao foi centrifugada por 2 minutos (5000 r.p.m.) e
a solucdo sobrenadante foi retirada e reservada para analise futura de
cobre. O solido foi lavado e centrifugado da mesma maneira por mais
duas vezes utilizando-se solu¢cdo de MeOH/H,0 50:50 v/v. A solugdo
total resultante (cinética mais lavacao) foi transferida para um baldo de
25,0 mL e analisada por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com
Atomizacdo por Chama, AAAC. O procedimento acima (adicdo do
substrato, acompanhamento da reacdo e lavacdo) foi repetido mais
quatro vezes. O procedimento completo foi realizado em duplicata.

3.2.10. Experimentos de Adsorcéo

Todos os experimentos de equilibrio de adsorcao foram realizados
no Laboratério Biossensores - Departamento de Quimica da UFSC.
Para equilibrio de adsorcdo do complexo 1 em SiO, gel, o experimento
foi utilizado um mini-agitador termostatizado Marconi MA 832, com
temperatura constante de 25,0 °C e constante agitacdo de 50 rpm por
24h.

O experimentos de adsor¢do foram realizados utilizando-se 20,0
mg de SiO, inseridas tubos para centrifugacdo de 10 mL (Labware
Manufacturing Co.), contendo 10,0 mL de CH3CN com 7,5; 15,0; 22,5;
30,0 e 60,0 mg do complexo 1. Apds 24h de agitacdo, o excesso de
complexo na SiO, foi removido e as amostras de 1-SiO, foram lavadas
com CH3CN (3x 10 mL), acetona (2x 10 mL), éter (2x 10 mL) e secas
em estufa. Amostras sélidas (~10 mg) de cada uma das amostras de
silica foram pesadas e analisadas por Absor¢do Atdmica com
Atomizacdo por Chama para a determinacdo da quantidade de complexo
adsorvida.

A abertura das amostras foi feita utilizando-se 0,5 mL de HF
concentrado (%Cu maxima presente no HF < 0,00001%), segundo
protocolo de abertura de amostra descrito por Langmyrh e colaboradores
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(Langmyhr, 1968). Os dados experimentais de adsor¢do do complexo 1
em SiO, gel foram ajustados segundo trés modelos de adsorcao:
Langmuir (Langmuir, 1918), Freudlich e Dubinin-Radushkevich (Unld,
2006).

Isoterma de Langmuir:

q = KLCegm
° 1+ KC,

Onde g é a quantidade adsorvida (mg g*) e C. é a concentracio do
adsorbato em solugdo (mg L™), ambos em equilibrio. K, é a constante
de Langmuir (L mg™) e g é a capacidade maxima de adsorcdo da
monocamada formada no adsorvente (mg g™).

Isoterma de Freundlich:

1
n

qe = KFCe

Onde g é a quantidade adsorvida (mg g*) e C. é a concentracdo do
adsorbato em solucéo (mg L™). Kg é a constante de Freundlich (mg g%
e n é a intensidade de adsor¢do (admensional).

Isoterma de Dubinin-Hadushkevich (D-R):

e = Onm exp( - ng)

Onde . é a quantidade absorvida (mg g™) e g é a capacidade maxima
de adsorcdo da monocamada formada no adsorvente (mg g?), xé a
constante de D-R (mol® kJ?) e ¢ é o potencial de Polanyi (J mol™), que
pode ser calculado como:

1
=RTIn|1 + =
e n( Cj

e
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Onde R é a constante dos gases (J mol™ K™), T é a temperatura absoluta
(K) e C. é a concentrago do adsorbato em solucdo (mg L™).

3.2.11. Absorc¢ao Atdmica

As analises de Absorcdo Atdmica foram realizadas no
Laboratério de Biossensores - Departamento de Quimica da UFSC. A
concentragGes de complexo em cada uma das amostras de SiO,-gel
foram determinadas por Espectrometria de Absor¢do Atbmica com
Atomizacdo por Chama utilizando o espectrémetro Varian SpectrAA 50
equipado com um atomizador de chama ar/acetileno e uma lampada de
catodo oco Hitachi (ioperaczo = 5,0 MA). A lampada foi operada sob
condi¢cbes recomendadas pelo fabricante, bem como o comprimento de
onda, largura da fenda e a altura do queimador. A porcentagem de ganho
da fotomultiplicadora foi ajustada em 22% e a taxa de aspiracdo
utilizada foi de 10 mL min™.

3.2.12. Microscopia
3.2.12.1. Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As andlises de Microscopia Eletrénica de Transmissdo foram
realizadas em colaboracdo com a Prof®. Dr. Liane M. Rossi, Dr.
Fernando Effenberger (Instituto de Quimica - USP) e o Prof. Dr. Pedro
Kiyohara (Instituto de Fisica — USP). As micrografias foram tiradas
utilizando-se um Microscopio Philips CM 200 com filamento de W e
operando a 200 kV. As analises foram preparadas pingando uma ou
duas gotas da suspensdo contendo as nanoparticulas em um grid de
carbono recoberto com Cu. A analise do tamanho das particulas foi
conduzida pela andlise de 150 particulas e a distribuicdo do tamanho foi
determinada a partir do didametro maximo da curva de distribuicdo de
tamanho.

3.2.12.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
foram realizadas pelo aluno de mestrado Deonildo Faggion Junior
(Laboratdrio de Catalise Biomimética — UFSC) no Laboratério Central
de Microscopia Eletrénica da UFSC - LCME. As amostras foram
preparadas de acordo com protocolo pré-estabelecido pelo fabricante. O
equipamento utilizado foi o microscopio JEOL JSM-6390LV, com uma
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voltagem de aceleracdo de 15kV, distancia de trabalho de 15,0 mm e
magnificacdo entre 120 e 4000 X, dependendo da amostra.

3.3. Sinteses
3.3.1. Sintese Organica

O ligante 6-chloro-N%N?N* N*-tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-
triazina-2,4-diamina foi sintetizado em duas etapas. A primeira etapa
consistiu na sintese da amina bis(piridin-2-ilmetil)amina, bpma, ja
descrita previamente (Mireski, 2011). A etapa final foi uma adaptacédo
do procedimento descrito por Massoud e colaboradores (Massoud,
Louka et al., 2011). O ligante L*" foi sintetizado a partir do ligante L
com o acréscimo e uma etapa de sintese a mais. O esquema de sintese
dos dois ligantes pode ser acompanhado na Figura 8.

B N e S
N )Cl\ N N)\N N~
. N DIPEA N)|\N)\N
N
\

2HN | —_—
)\ )\ acetona, 2h
Cl N Cl N N
/ [ [
/ /
ligante L'
13h l HzN\/\NHZ
HoN

=N N)\N N A
|
AL
N N
X X
E/f D
ligante L®"

Figura 8. Esquema da sintese dos ligantes L'e L™
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3.3.1.1. Sintese da amina precursora bis(piridin-2-ilmetil)amina — bpma

Em um baldo de 500 mL, 10,81 g (100,0 mmol, 108,14 g mol'l)
de 2-(aminometil)piridina foram solubilizados em 100 mL de tolueno e
mantidos sob agitacdo em banho de gelo por 1h. A esta solucdo foram
adicionados 10,71 g (100 mol, 107,11 g.mol™) de piridilcarboxialdeido.
Apos a adicdo, retirou-se a reacdo do banho de gelo, permanecendo sob
agitacdo por mais 2 horas. O tolueno foi retirado sob vacuo a
temperatuda de 15 °C. O dleo resultante foi solubilizado em MeOH, e a
esta mistura foram adicionados aproximadamente 30 mg de Pd/C 5%
em um recipiente apropriado para a hidrogenacdo catalitica. Apds 15
horas de agitacdo sob atmosfera de hidrogénio (60 psi), a solucdo foi
retirada filtrada e o solvente foi retirado em rota-evaporador. O produto
foi obtido com rendimento quantitativo >99%. O braco bpma foi
caracterizado por espectroscopia no IV (Figura 9).

IV (KBr) em cm™: v(N-H) 3305; v(C-H, e C-Hgjif) 3055-2825; v(C=N e
C=C) 1590-1435; v(C-N) 1220; 8(C-Hg)775.

100
" _W

80

% T

70

60

50

6ow4H—F— 71—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 9. Espectro na regido do IV do bpma em pastilha de KBr.
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3.3.1.2. Sintese do ligante 6-cloro-N%N?%N* N*-tetraquis(piridin-2-
ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4-diamina - L

7z \ | X cl | A
SN cl N N*N NF
2 Ny 2, B
+
’\I N acetona, 2h N N N

Z 0-ta. N N

Z N cI” ‘N Cl 75% | A | A
\

S 0 O

Em um béquer de 150 mL contendo 40,0 mL de acetona, foram
adicionados 7,96 g de bis(piridin-2-ilmetil)amina (40,0 mmol; 199,0 g
mol™) e 6,98 mL de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (40,0 mmol;
129,24 g mol™; p = 0,742 g mL™). A esta solucéo foram adicionados,
lentamente, 3,86 g de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (20,0 mmol; 184,41g
mol™). A suspensdo de coloracéo avermelhada foi deixada sob agitacéo
em banho de gelo e em seguida por mais uma hora em temperatura
ambiente. O precipitado resultante foi filtrado em funil de placa porosa
(P = 3) e lavado com acetona (2x de 30 mL) e éter (2x 10 mL).

O solido lavado, de coloracdo levemente amarelada, foi entdo
recristalizado em isopropanol quente (60 mL) e resfriado a — 5,0 °C por
12 horas, produzindo cristais brancos. O s6lido branco cristalino foi
seco sob vacuo e posteriormente caracterizado por 1V (Figura 10) e
RMN *H e °C (Figuras 11 e 12, respectivamente). Rendimento: 7,64 g,
74,9 % de rendimento em relacdo ao reagente 2,4,6-tricloro-1,3,5-
triazina. P.F.: > 200 °C.

IV (KBr) em cm™: v(O-H) 3437; v(C-Hy e C-Hyir) 3097-2940; v(C=C)
1577; v(C=N) 1488; v(C-N) 1354; 5(C-H,) 752.
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Figura 10. Espectro na regido do IV do ligante L' em pastilha de KBr.

RMN 'H (200 MHz; CDCl): 8 = 4.83 (s, 4 H, CH,), 5.04 (s, 4 H, CH),),
6.88-6,92 (d, 2 H), 7.03 (t, 2 H), 7.16 (t, 2 H), 7.29-7,37 (m, 4 H), 7,60-
7.63 (t, 2 H), 8.40 (d, 2 H), 8.50 (d, 2 H) ppm.

Zé_LigantetrazinaemCDCI3_150612.001.esp
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Figura 11. Espectro de RMN *H do ligante L' em CDCl.
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RMN C (200 MHz, CDCl5): 3 = 51.92, 121.11, 121.81, 122.26,
136.25, 136.55, 149.15, 157.10, 165.61, 169.72 ppm.

Zé_LigantetrazinaemCDCI3_150612.002.esp

122.26

51.92

157.10
149.15

136.55
136.25
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G
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T m———L

180 160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 12. Espectro de RMN *C do ligante L' em CDCl,.

3.3.1.3. Sintese do  ligante  N-(2-aminoetil)-N* N* N® N°-
tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina - L*"

HZN\k

| X Cl | X | X NH | X

N N N N

4 N|)§)N\ 7 etilenodiamina 7 N|)§)N\ 7

—_ >
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Em um baldo de 125 mL contendo 10,0 mL de etilenodiamina
(147,92 mmol; 60,1 g mol™; p = 0,889 g mL™), foram adicionados 1,27
g de 6-cloro-N? N%N* N*tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4-
diamina (2,5 mmol; 509,99 g mol™). A suspensdo foi deixada sob
agitacdo em banho de gelo por uma hora e em agitacdo a temperatura
ambiente por mais 12h. O 6leo cru foi rotaevaporado para retirar o
excesso de etilenodiamina por 3h. A este 0Oleo resultante foi adicionado
25,0 mL de NaOH 2,0 mol L e extraido exaustivamente com CH,Cl,.
A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o cloreto de metileno foi
rotaevaporado. O dGleo final foi seco em bomba de alto vacuo e
posteriormente caracterizado por IV (Figura 13) RMN 'H e *C (Figuras
14 e 15, respectivamente). Rendimento: 1,20 g, 89,94 % de rendimento
em relacdo ao reagente 6-chloro-N? N? N* N*-tetraquis(piridin-2-ilmetil)-
1,3,5-triazina-2,4-diamina.

3104-2867; v(C=C) 1536; v(C=N) 1492; v(C-N) 1357; w(N-H) 808;
8(C-Hay) 750.
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Figura 13. Espectro na regido do IV do ligante L*" em pastilha de KBr.

RMN *H (200 MHz; CDCls): & = 2.05 (br. s., 2 H), 2.34 (m, 2 H), 2.98
(@, 2 H), 4.73 (s, 4 H), 4.64 (s, 4 H), 5.81 (t, 1 H), 6.76 (m, 6 H), 6.99 (d,
2 H), 7.10 (m, 2 H), 7.28 (d, 2 H), 8.21 (d, 2 H), 8.13 (d, 2 H) ppm.
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Figura 14. Espectro de RMN "H do ligante L*" em CDCl.

RMN *C (200 MHz, CDCls): & = 41.26, 43.11, 51.54, 120.98, 121.22,
121.41, 135.83, 136.07, 148.44, 148.62, 158.21, 165.49, 166.29 ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN **C do ligante L*" em CDCl,.
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3.3.2. Sintese Inorganica

3.3.2.1. Sintese do complexo [LE'Cu" (4-OH),Cu"].(CI04); - 1

Cl 1+

|\ cl I\ >=N
=N )%NN/

N\ =
N
NI 1. MeOH, NaOH N / N /
N)\N/)\N + 2Cu(ClOg).xH,0 —— ; HO\CL/IZ,,\‘/ —
2. acetona/ \\ /2 /NN
ENj) KENj isopropanol 2:1 \ \N/Cltl —OH % \ /
AY
AN /
= = QO\m:O
l

_| cios

A sintese do complexo foi realizada segundo modificacbes no
procedimento descrito por Massoud e colaboradores (Massoud, Louka et
al., 2011). Em um béquer contendo 0,51 g (1,0 mmol; 509,99 g mol™)
do ligante L dissolvidos em 20,0 mL de MeOH foram adicionados sob
agitacdo magnética 0,74 g de Cu(ClO4) x H,O (2,0 mmol; 370,54
g mol™). A esta solucdo, foram adicionados 1,0 mL de NaOH
(1,0 mol LY.

Em poucos minutos houve formacdo de precipitado de coloracédo
verde escura. O precipitado foi filtrado e recristalizado em
acetona/isopropanol 2:1 (v/v). A Figura 16 apresenta o espectro de IV
do complexo 1 com as respectivas atribuicdes de bandas. Rendimento da
sintese: 0,45 g, 51,43% em relacdo ao ligante LS

v(C=C) 1582; v(C=N) 1484; v( CI-O) 1088; 5(C-H4)766; 5(CI-O) 622.
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Figura 16. Espectro na regido do IV do complexo 1 em pastilha de KBr.

3.3.2.2. Sintese do complexo [HL®"Cu" (x-OH),Cu" (H,0),].(ClO4); - 2

SNH2 "N
HN HN
A )§
N 1. MeOH, NaOH />\ >
+ 2CU(CIO)XH,0 —— >_ 3 //
2. NaClo, HO\CU%
\ \
J T S
= QOHZ
| — 2ci0,

Em um béquer contendo 0,53 g (1,0 mmol; 533,63 g mol™) do
ligante L dissolvidos em 20,0 mL de MeOH foram adicionados sob
agitacdo magnética 0,741 g de Cu(ClO4)6H,O (2,0 mmol; 370,54
g mol). Em seguida, uma pequena quantidade de NaClO,,
solubilizados em 5,0 mL de H,O, foi adicionada para auxiliar na
cristalizacdo. Ndo houve formacdo de precipitado e o complexo
cristalizou pela evaporacdo do solvente, duas semanas apds o0
procedimento sintético. A Figura 17 apresenta o espectro de IV do
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complexo 2 com as respectivas atribuices de bandas. Rendimento da
sintese: 0,88 g, 85,41% em relacdo ao ligante LS,
IV (KBr) em cm™: V(O—H)ponte 3544; v(O-H) 3420; v(N-H) 3354 -

3249; v(C-Ha & C-Haif) 3126-2926; v(C=C) 1557; v(C=N) 1490; v(CI-
0) 1082; 5(C-Hy) 768; 5(CI-O) 625.
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Figura 17. Espectro na regido do IV do complexo 2 em pastilha de KBr.
3.3.3. Sintese dos Materiais

3.3.3.1. Imobilizacéo dos Complexos em SiO,

3.3.3.1.1. Imobilizagio do Complexo 1

O complexo 1 foi suportado em silica amorfa (SiO, Gel 60 —
Vetec; tamanho do poro: de 50 até 70 A e area superficial: de 450 até
550 m® g™) de forma eletrostética, sem tratamento prévio. Inicialmente,
em um tubo de centrifugacdo de 10 mL (Labware Manufacturing Co.),
150 mg de SiO, foram suspensas em 10,0 mL de CH;CN e a esta
suspensdo foram adicionados 300,0 mg do complexo 1. O tubo foi
vedado adequadamente e a suspenséo ficou sob agitacdo (50 r.p.m) por
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24h a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o solido
resultante (1-SiO,) foi lavado com CH3CN (3x 10 mL), acetona (2x 10
mL), éter (2x 10 mL) e seco em estufa. Amostra sélida (~10 mg) de
silica contendo o complexo 1 foi pesada e analisada por Absor¢édo
Atdmica com Atomizacdo por Chama (AAAC) para a determinacgdo da
quantidade de complexo adsorvida.

3.3.3.1.2 Imobilizagéo do Complexo 2

Para o complexo 2, também foi utilizado o mesmo suporte (SiO;
Gel 60 — Vetec; tamanho do poro: de 50 até 70 A; area superficial: de
450 até 550 m? g™) porém, neste caso, a silica teve sua superficie
modificada para que a imobilizacdo do complexo 2 fosse realizada de
maneira covalente. A modificacdo da superficie foi feita utilizando-se
SOCl,, segundo modificacBes no procedimento de Kamitori et al.
(Kamitori, Hojo et al., 1986) Inicialmente, 5,0 g de SiO, foram
aquecidas até 150 °C (em uma mufla) por 48h para que o excesso de
agua superficial da silica fosse removido. O material anidro foi
guardado sob atmosfera de N,. A modificacdo da superficie da silica foi
feita da seguinte forma: Em um baldo de 50 mL, 4,0 mg de SiO,
(anidro) foram suspensas em 4,0 mL de CH,Cl, e a esta suspensao
foram adicionados lentamente 4,0 mL de SOCI,. A suspensdo foi
refluxada por 3h e o excesso do solvente e SOCI, foi retirado em
rotaevaporador. A este solido, foram adicionados 15 mL de CH,CI, e
rotaevaporado novamente. Este Gltimo procedimento foi repetido por
mais quatro vezes para remocao completa do cloreto de tionila.

Finalmente, o complexo 2 foi imobilizado a silica modificada de
utilizando-se um procedimento similar ao realizado no primeiro sistema.
Em um tubo de centrifugacdo de 10 mL (Labware Manufacturing Co.)
150 mg de SiO,/SOCI, foram suspensas em 10,0 mL de CH3CN (seca) e
a esta suspensdo foram adicionados 300,0 mg do complexo 2 (0,292
mmol; 1029,12 g mol®) e 550 pL de N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) (0,316 mmol; 129,24 g mol™; p = 0,742 g mL™). O tubo foi
vedado adequadamente e a suspensdo ficou sob agitacdo (50 r.p.m) por
24h a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o solido
resultante (2-SiO,) foi lavado com extrator soxhlet por 18h. Uma
aliquota (~10 mg) dos dois solido foi analisada posteriormente por
Absorcdo Atdmica com Atomizacdo por Chama (AAAC) para a
determinacdo da quantidade de cobre presente na amostra e por
extrapolacdo, a concentracdo de cada complexo (mol de complexo por
grama de SiO,).
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3.3.3.2. Sintese da Poli(dopamina)

HN™
H
HO O N
o P 1 (0,5 mol%) HO %
—> HO  OH
MeOH/H,0 1:1, HN

H
. 0.1 MTris,24h  HO N
NH,CI ta. HO / O

Em um tubo de 50 mL para centrifugacdo, 500,0 mg de
dopamina.HCI (2,64 mmol; 189,64 g mol™) foram solubilizados em 40
mL de uma solugdo MeOH/H,O 50:50 (V/v), [TRIS]sina = 0,1 mol L™
pH 6,0. A esta solugdo foram adicionados 100,0 mg do complexo 1
(0,115 mmol, 870,0 g mol™). Em seguida borbulhou-se oxigénio (fluxo
=0,5 L min™) por 10 min, o sistema ent&o foi vedado e permaneceu sob
agitacdo por 24h. Apds a agitacdo o polimero foi dialisado (Spectra/Por,
MWCO = 2000 Da) em agua por trés dias. A solucdo da dialise foi
acompanhada por condutividade, trocando-se o solvente diariamente.
Ao final do processo, o polimero foi seco em estufa, obtendo-se 50,0 mg
da poli(dopamina).

3.3.3.3. Sintese das Nanoparticulas

3.3.3.3.1. Sintese de nanoparticulas de ferro ““nuas” — Fe;0,

05MNaOH ‘
1FeCl, + 2FeCl;.6H,0

1 min
80°C

As nanoparticulas de ferro foram sintetizadas de acordo com
modificacBes em procedimentos ja descritos (Khalafalla, 1980). Em um
erlenmeyer de 250 mL, inicialmente 1,2 mg de NaOH foram dissolvidos
60 mL de H,O ([NaOH] = 0,5 mol L™) e essa solugdo foi borbulhada
com N2(g) por 10 min (o fluxo de gas deve ser de aproximadamente de
0,5 L min™). O sistema foi fechado e aquecido em banho de glicerina até
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a temperatura de 80 °C (precisamente). A solucdo permaneceu sob
intensa agitacdo. Separadamente, uma solucdo contendo 250,0 mg de
FeCl;6H,0, 58,6 mg de FeCl, e 0,5 mL de HCI 1,0 M foi preparada e
purgada com Ny por 1 min. Em seguida, a solugdo de Fe(ll) e Fe(lll)
foi adicionada instantaneamente & solucdo de base. A coloragdo escura,
caracteristica de nanoparticulas de ferro, apareceu instantaneamente. O
material magnético permaneceu na solugdo basica sob agitagdo por
aproximadamente 1 min. Em seguida, rapidamente, com auxilio de um
ima superparamagnético de Neodimio (Nd,Fei4B), as nanoparticulas
foram separadas da solucdo bésica e lavadas diversas vezes com agua
desionizada até pH ~ 7,0. A massa obtida foi de 140 mg de Fe30,.

3.3.3.3.2. Sintese de nanoparticulas de ferro recobertas -
Fe;0,@poli(dopamina)

dopamina.HClI,

1 (0,5 mol%)

—_—

MeOH/H,0 1:1,

0,1 M Tris, 24h
t.a.

Uma sintese semelhante a descrita acima foi realizada. O material
ainda umido resultante da sintese foi suspenso em agua e armazenado
em baldo de 25,0 mL sob atmosfera inerte de N,. O procedimento de
determinacdo da concentracdo das nanoarticulas foi feito da seguinte
forma: uma aliquota de 500 uL da suspensdo das sementes sintetizadas
acima foi transferida para um frasco de vidro de 3,0 mL. O material foi
seco em estufa, obtendo-se uma massa resultante de 2,8 mg em 500 uL
(~ 5,6 mg mL™).

Em um tudo de centrifugacdo de 50 mL, 20 mL da suspenséo de
nanoparticulas foram adicionados a uma solucdo contendo 112,0 mg de
dopamina.HCI (0,59 mmol; 189,64 g mol™), 26,0 mg do complexo 1
(0,03 mmol; 870 g mol™) e 20,0 mL (0,2 mol L™) de tampdo TRIS
([TTfinas = 0,1 mol L™). Em seguida borbulhou-se oxigénio (fluxo = 0,5 L
min™) por 10 min, o sistema foi vedado e permaneceu sob agitacio por
24h. As nanoparticulas foram separadas magneticamente e lavadas com
agua (5x 30 mL).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese e caracterizacdo dos Ligantes

Para a realizacdo deste trabalho foram sintetizados dois ligantes,
LY e L*", sendo este Gltimo inédito. As rotas sintéticas estdo descritas
nas secoes 3.3.1.2 e 3.3.1.3, respectivamente. Na sintese do ligante L'
foram feitas modificacdes que diminuiram o tempo total da sintese
(incluindo workup) de 26 horas (Massoud, Louka et al., 2011), para
apenas 2h, sem a necessidade da utilizacdo de refluxo e com rendimento
similar. A sintese do ligante L' acorre pela substituicdo nucleofilica de
duas aminas secundarias (bpma) sobre dois dos trés carbonos aromaticos
ligados aos atomos de cloro do anel 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina.

O ligante L*" foi preparado a partir de uma modificagdo do ligante
L com acréscimo de uma etapa a mais, a adicdo de etilenodiamina
como reagente. Neste caso, a etilenodiamina foi adicionada em excesso
para excluir a possibilidade da formacdo de dimeros, que podem ser
obtidos pelo método descrito por Hoog e colaboradores. (Hoog, 2002).

A caracterizacdo por espectroscopia no 1V, ressonancia magnética
nuclear, equilibrio em solugdo (secdo 4.4.2) serdo apresentadas a seguir.

4.1.1. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Todas as etapas referentes a sintese de precursores e dos
ligantes finais foram monitoradas por IV. As bandas de absorcdo dos
grupamentos caracteristicos de cada composto organico em questdo
foram observadas e devidamente atribuidas (Silverstein, 2007). A
seguir, na Figura 18 podem ser observadas as bandas do precursor
(bpma) e dos ligantes L' e L*" e na Tabela 1 as atribuicdes das bandas
relevantes do precursor bpma e dos ligantes finais.
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Figura 18. Comparativo de espectros de infravermelho em KBr dos ligantes L
(vermelho), L*" (azul) e bpma (preto). a) ampliagdo dos espectros de
infravermelho 4000 a 500 cm™; b) na regido compreendida entre
2000 e 500 cm™.
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No espectro de infravermelno do bpma destacam-se
principalmente as bandas de v(N-H), referente a amina primaria, v(C-N)
alifatico 6(C-H,) oriundo dos anéis das piridinas (Tabela 1). No
espectro de infravermelho do ligante L' podemos observar a auséncia
do estiramento axial da ligacdo N-H de amina secundaria, indicando que
0 composto apresenta apenas bandas referentes ao ligante puro. Uma
observacdo interessante foi deslocamento da banda de v(C-N) para
frequiéncias maiores, nos ligantes L' e L*", em relacdo a amina bmpa.

Para aminas primarias, secundarias ou tercidrias alifaticas nao
conjugadas o estiramento axial da ligacdo C-N é observado entre 1250 e
1020 cm™ (Silverstein, 2007), o que esta de acordo com o observado
para o bpma, 1220 cm™.

O ligante L*" apresenta algumas diferencas em relagio ao ligante
L. O aparecimento dos estiramentos axial simétrico e assimétrico das
ligacbes N-H de aminas secundarias, 3360 e 3275 cm?,
respectivamente, e aparecimento da banda ®(N-H) 808 cm™ também
confirmam a substituicdo etilenodiamina. As bandas de v(C=C) e
v(C=N) dos trés compostos aparecem no espectro numa faixa
compreendia entre 1600 e 1450 cm™ e ndo apresentam mudanca
significativa de intensidade entre elas.

Tabela 1. Principais bandas (cm™) e atribuicBes dos espectros na regido do
infravermelho para os ligantes sintetizados e o bpma.

Atribuicdes bpma L" L
v(N-H) 3305 - 3360 - 3275
Vv(C-Hg e C-Hgiif) 3055 - 2825 3097 - 2940 3104-2867
v(C=C, C=N) 1590 - 1435 1577 - 1488 1536 - 1492
v(C-N) 1220 1354 1357
o(N-H) - - 808
8(C-Ha) 775 752 750

4.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear

As espectroscopias de RMN 'H e *C também foram técnicas
bastante (teis para a caracterizagdo dos compostos organicos
sintetizados. Os deslocamentos quimicos e a integracdo dos sinais
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observados nos espectros de RMN *H permitiram determinar o niimero
de hidrogénios presentes em cada composto, sendo de grande
importdncia para o prosseguimento deste trabalho. Os valores de
deslocamento quimico (64 em ppm), o numero de hidrogénios
correspondentes e as atribui¢cdes dos sinais obtidos (Silverstein, 2007)
para os ligantes L' e L* estdo listados a seguir (Tabela 2). Os calculos
referentes as constantes de acoplamento (J) ndo foram efetuados devido

a sobreposicdo de sinais ao longo do espectro.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos, em ppm (multiplicidade e integracéo),
observados nos espectros de RMN de *H para os ligantes L' e L*".

Ligantes

LCI

Len

4,83 (s, 4 H, CHy);
5,04 (s, 4 H, CHy);
6,88-6,92 (d, 2 H);
7,03 (t,2H); 7,16 (1,
2 H); 7,29-7,37 (m, 4
H)*; 7,60-7,63 (t, 2
H); 8,40 (d, 2 H);
8,50 (d, 2 H)

RMN H

51,92; 121,11;
121,81; 122,26;
136,25; 136,55;
149,15; 157,10;
165,61; 169,72

RMN ¥c

2,05 (br.s., 2 H); 2,34
(m, 2 H); 2,98 (q, 2 H);
4,73 (s,4H); 4,64 (s, 4
H); 5,81 (t, 1 H); 6,76
(m, 6 H); 6,99 (d, 2 H);
7,10 (m, 2 H); 7,28 (d, 2
H)*; 8,21 (d, 2 H); 8,13
(d, 2H)

41,26; 43,11; 51,54,
120,98; 121,22; 121,41;
135,83; 136,07; 148,44;
148,62; 158,21; 165,49;

166,29

* Integragdo aproximada.

4.1.3. Analise Termogravimétrica do Ligante L'

Métodos termogravimétricos sdo especialmente aplicados na
investigacdo de processos de dessor¢cdo, decomposicao, desidratacdo,
mecanismos de oxidacdo de diversos tipos de polimeros, Oxidos, sais
inorganicos e materiais hibridos (Skoog D. A. Holler F. J. Nieman,
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2002). Em geral, os métodos termogravimeétricos sao utilizados na
Quimica Inorganica como uma ferramenta Util para a investigacdo da
estabilidade térmica de ligantes e complexos, na determinacdo de
solventes de cristalizacdo e também como suporte Cpara a analise
elementar de CHNS, por exemplo. Somente o ligante L' apresentou-se
em estado s6lido e para ser submetido a analise termogravimétrica.
Compostos sintetizados a partir da 1,3,5-triazinas podem
apresentar altas temperaturas de fusdo/degradacdo dependendo dos
substituintes, ja& que em muitos casos essas estruturas podem fazer
ligacOes de hidrogénio intermoleculares (Shu e Valiyaveettil, 2002).
Vomasta e colaboradores (Vomasta, 2007) publicaram a
estrutura de raios X do ligante L', 6-cloro-N2 N N* N*-tetraquis-piridin-
2-ilmetil-[1,3,5]triazine-2,4-diamina (recristalizacdo em CH,Cl,/MeOH
5:1 v/v), onde é possivel observar a interagBes do tipo z—x stacking
entre os anéis piridinicos. No termograma do ligante L', observam-se
dois estagios de perda de massa. O primeiro de 112 °C até 207 °C (Am =
2,15%) e o segundo de 207 °C até 897 °C, com Am = 62,6 %. Embora
haja um primeiro estagio de perda de massa, é dificil atribuir esta
pequena porcentagem ao solvente de recristalizacéo (isopropanol).

TGA DiTGA
% mgfmin

0.10

100.00; —_—

80.00 293.22C

Start 112.38C

End 206.58C 207.67C

Onset 129.01¢

Endset 168.78C

Weight Loss -0.098mg
-2.154%

End 897.80C 0.10
Onset 320.28C
Endset 409.90C
Weight Loss -2.860mg

6000 -62.595%

40.00|

369.52C

L L L L L
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp|[C]

Figura 19. Curva de termogravimetria (TGA - preto) e sua respectiva derivada
(DITGA - vermelho) do ligante L.



70

4.2. Sintese e caracteriza¢do dos Complexos

Os complexos binucleares de  cobre(ll), [Cu"L®(u-
OH),Cu"(CI04), (1) e [Cu"HL®(1~OH),Cu"(H,0),](ClO4); (2), foram
preparados a partir de solugfes metandlicas de Cu(ClO,4), 6H,0 e dos
ligantes L' e L*, respectivamente, em estequiometria de 2:1. O
complexo 1 foi sintetizado com uma metodologia diferente da publicada
recentemente (Massoud, Louka et al., 2011). Apenas para o complexo 1
foi usado NaOH (1,0 mol L™) para auxiliar na formacéo das pontes z-
OH entre os centros metalicos. Ambos os complexos foram
recristalizados na tentativa de obtengdo de monocristais para analise de
difracdo de raios X. O dois complexos sintetizados apresentaram
solubilidade em H,O, CH3;CN, acetona e DMSO e o complexo 1
apresentou baixa solubilidade em MeOH e isopropanol. Em todas as
analises realizadas foram utilizadas apenas amostras cristalinas de
ambos os complexos.

4.2.1. Difracdo de Raios X

Os complexos 1 e 2 foram sintetizados e cristalizados, porém
ambas as estruturas foram resolvidas parcialmente. A estrutura coletada
a partir dos cristais verdes do complexo 1 mostrou-se enorme
similaridade com a estrutura publicada recentemente por Massoud e
colaboradores (Massoud, Louka et al., 2011). O complexo 1 possui
mesmo sistema cristalino (Triclinico), grupo espacial, angulos e
comprimentos de ligacdo. Como o complexo 1 ja possui sua estrutura
cristalina publicada, ndo sera explorado com detalhes neste trabalho.

O complexo 1 ¢é formado partindo-se do ligante macio
hexadentado, L. O dois centros de cobre(ll) possuem arranjo piramidal
quadréatico com duas piridinas e uma amina terciaria coordenando-se de
forma facial e ambos sdo unidos no plano equatorial por duas pontes
/,I-OH (dCu—Cu = 2,98 A)

Os dados cristalograficos do complexo 2 foram coletados,
porém devido a baixissima resolucdo ndo foi possivel precisar as
distincias e angulos de ligacdo. Este complexo exibe bastante
similaridade com o complexo 1. Da mesma maneira que o ligante L', o
ligante L*" também forca coordenacéo do tipo facial dos fons Cu** como
no primeiro caso. O complexo 2 também apresenta duas pontes -~OH
unindo os centros de cobre(ll).
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No caso do complexo 1 um ion perclorato interage fracamente
de maneira bidentada aos centros de cobre, coordenando-se de maneira
trans as aminas terciarias. No complexo 2, em posi¢do trans as aminas
terciarias coordenaram-se duas moléculas de agua, uma molécula para
cada fon Cu?*, e a amina primaria (do braco contendo a etilenodiamina)
encontra-se protonada (ver secdo 4.2.4). O arranjo estrutural do
complexo 2 pode ser observado na Figura 20.

Figura 20. Estrutura cristalina do complexo 1 a esquerda (Massoud,
Louka et al, 2011) e a estrutura parcial do cation complexo
[HL*"Cu(z~OH),Cu]*" (2) a direita. Cor cinza: carbono; azul: nitrogénio;
laranja: cobre e vermelho: oxigénio. Os atomos de hidrogénio foram omitidos
para melhor visualizacéo.

4.2.2. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

A espectroscopia no 1V foi utilizada como uma andlise preliminar
para a caracterizacdo dos complexos, uma vez que a formacdo dos
mesmos pode ser acompanhada pela presenca das bandas caracteristicas
do ligante e de contra-ions. A formagdo de ponte, como por exemplo s+
hidroxo, «-acetato ou z—carbonato, e deslocamentos ou alargamentos
nas bandas previamente caracterizadas do ligante também podem ser
observadas. Na Tabela 3 estdo relacionadas as principais bandas e
atribuicdes (Nakamoto, 1978; Massoud, Louka et al., 2011) e na Figura
21 o espectro de 1V dos complexos e respectivos ligantes sintetizados.
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Tabela 3. Principais bandas (cm™) e atribuicdes dos espectros na regido do
infravermelho para os ligantes L', L*" e os complexos 1 e 2.

Atribuices L 1 L*" 2
v(O-H) ponte - 3575 - 3544
v(O-H)zgua - - - 3420
v(N-H) ou v(N- - - 3360 - 3354 -
H" 3275 3249
v(C-Hy e C-Hui) 3097 - 3123-2809 3104-  3126-2926

2940 2867
v(C=C, C=N) 1577-  1582-1484 1536 - 1557 -
1488 1492 1490
v(CI-0) - 1088 - 1082
8(C-Ha) 752 766 750 768
5(Cl-0) - 622 - 625

Os dois complexos apresentaram uma banda alargada de
intensidade média proxima de 3500 cm™ referente ao estiramento axial
da ligacdo O-H, o que confirma a presenca da ponte exdgena ~OH em
ambos os complexos. Este tipo de banda é caracteristico de outros
complexos binucleares principalmente os diméricos do tipo LCu'"(z-
OH),Cu"L, como por exemplo [LCu(z-OH),CuL]** (L = N,N',N"-
trimetil-1,4,7-triazacliclononano) e [Cug(HISMIMA)g(OH)2]2+
publicados por Chauduri (Chaudhuri, 1985) e Scarpellini (Scarpellini,
2003), respectivamente.

No complexo 2 podemos notar a presenca de uma banda adicional
em 3420 cm™ que pode ser atribuida pela presenca de duas moléculas de
agua, cada uma coordenada a um dos centros de cobre, como pode ser
melhor observado pela estrutura de raios X (secdo 4.4.2). Também
adicionalmente, no complexo 2, assim como no ligante L*", podemos
observar presenca do estiramento da ligacdo N-H de amina primaria
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Figura 21. Comparativo de espectros de infravermelho (KBr, cm™), em ordem
descendente: L', 1, L™ e 2.
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(mais evidente), neste caso N-H" ja que a amina encontra-se protonada
Isto também foi confirmado pela presenca de um anion CIO,4 adicional
na estrutura cristalina do complexo 2 em relacdo ao complexo 1.

Nos dois complexos a presenca do perclorato como contra-ion é
bastante evidente pela presenca das bandas préximas a 1080 cm™ v(Cl-
0) e 620 cm™ (CI-O) sdo caracteristicas deste contra-fon (Brudenell,
1996). Tanto no complexo 1 quanto no complexo 2 ndo hd mudancas
significativas nos estiramentos das ligacbes C=C e C=N dos anéis
aromaticos em relacdo aos seus respectivos ligantes depois da
coordenacdo.

4.4.3. Espectroscopia UV-Vis

A maioria dos complexos de cobre(ll) apresentam coloracao
verde ou azul, uma vez que no espectro eletrénico UV-Vis nota-se pelo
menos uma banda d-d na regido entre 600 e 900 nm (Cotton, 1988).
Complexos d° de cobre(ll) sdo conhecidos por apresentarem
pronunciadas distor¢cdes geométricas (axiais) mais comuns quando estao
pentacoordenados ou hexacoordenados, embora essas distorcdes
também aparecam em complexos tetraédricos (Gerloch, 1981), devido
ao efeito Jahn-Teller.

O comportamento eletrdnico dos complexos 1 e 2 foi estudado
em metanol e na condi¢do de cinética, MeOH/H,0 50:50 v/v, [T] = 0,1
mol L. O espectro UV-Vis de ambos os complexos pode ser
acompanhado na Figura 22.

Na regido do visivel (em metanol) ha uma banda larga em 590
nm (¢ = 75,0 L mol™ cm™) no espectro eletronico do complexo 1 e em
594 nm (¢ = 57,0 L mol™ cm™) para o complexo 2. Essas bandas foram
atribuidas como transicdo d-d devido a similaridade dos centros de
cobre(Il). O espectro eletrdnico dos complexos 1 e 2 (metanol) mostram
duas bandas bem definidas. Na regido do ultravioleta ha uma banda
simétrica em 353 nm (e = 2219,0 L mol™ cm™) para 1 e em 354 nm (& =
1803,0 L mol™* cm™) para o complexo 2. Essa absorcdo pode ser
atribuida a transferéncia de carga da ponte xOH (Chaudhuri, 1985;
Rey, Neves et al., 2006) para os centros metéalicos (TCLM), uma vez
que os ligantes L' e L*" ndo apresentam banda de transferéncia de carga
na regido investigada (800 a 300 nm).

Os espectros eletrénicos dos dois complexos também foram
obtidos em diferentes pH. Nos espectros é possivel observar o
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aparecimentos das respectivas bandas de tranferéncia de carga TCLM,
atingindo o maximo no pKa onde a espécie Cu''(.~OH)Cu" se forma em
ambos os complexos (Figura 21).
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Figura 22. Espectros eletronicos registrados para os complexos 1 e 2. Acima,
espectros UV-Vis dos dois complexos registrados em CH;CN. Abaixo,
espectros registrados em MeOH/H,0 50:50 v/v, [T] = 0,1 mol L™ (HOAC/OAC
pH 3,5; MES pH 4,0 a2 6,5, HEPES pH 7,0 e 7,5 e CHES pH 8,0), [1] = [2] = 1,0
x 10° mol L™

4.2.4. Titulagdo Potenciométrica

Os estudos potenciométricos foram realizados em MeOH/H,0
50:50 v/v (mesmas condicBes cinéticas) para os ligantes L e L*" e para
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o complexo 1. A titulacdo do complexo 2 também foi realizada porém
ndo foi possivel obter realizar o tratamento dos dados pela dificuldade
de ajuste do modelo utilizado para o complexo 1. A partir da titulacdo
do ligante L obteve-se dois valores de pKa, 4,15 e 5,29, que foram
atribuidos a duas piridinas presentes nos bragos do ligante. O ligante L*"
também apresentou dois valores de pKa, 3,43 e 521, que
comparativamente foram atribuidos a duas piridinas da mesma forma.

Para o ligante L*" também foi possivel obter um terceiro pKa
(9,70) que foi atribuido a desprotonacdo do ion aménio presente no
ligante, originado da substituicdo com a etilenodiamina na terceira
posicdo do anel da triazina.

Os pKa das piridinas de ambos os ligantes foram atribuidos com
base em outros ligantes similares publicados na literatura contendo
aminas terciarias ligadas a triazina e que ndo sao protonadas pelo fato do
par de elétrons do nitrogénio da amina estar em ressonancia com o anel
da triazina (Baranyai et al., 2012). Alguns autores utilizam a formacéo
de sais de piridinio como método de purificacdo de ligantes similares e
nesses casos 0s nitrogénios terciarios ligados a triazina ndo sao
proponados (Subat, Woinaroschy et al., 2008). As curvas de equilibrio
das espécies dos ligantes podem ser observadas na Figura 23.
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Figura 23. Distribuicdo de espécies para os ligantes L' (preto) e L*" (azul) em
fungdo de - log[H'] com 0,1 M NaNOQO; a 25 °C (MeOH/H,O 50:50 v/v).
Distribuicéo de espécies para os ligantes L' (preto) e L™ (azul). [L°'] = [L*"] =
1,0 mmol L™, L simboliza os ligantes L' ou L*".

No caso da titulacdo do complexo 1, para evitar problemas de
precipitacdo durante a realizacdo do experimento, 0,1 mmol de
Cu(ClO,), foram titulados na presenca de 0,05 mmol do ligante L' em
50,0 mL de solugdo metandlica (MeOH/H,O 50:50 v/v). Observou-se
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que o complexo precipita em pH acima de 8,0, portanto o modelo
utilizado, os célculos dos pKa e as constantes de formacgdo foram
refinadas na faixa de pH compreendida entre 2,0 e 7,5.

Nas estruturas cristalinas dos complexos 1 e 2 (se¢cdo 4.2.1)
observa-se a presenca de pontes do tipo x~OH entre os centros de
cobre(ll). Nesse caso a titulacdo foi importante para trazer informacdes
a respeito da estrutura do complexo em solucdo e contribuindo com a
proposta mecanistica a posteriori. O tratamento dos dados levou a
obtencdo dos LogK apresentados na Tabela 4 e o diagrama de
distribuicdo de espécies na Figura 24.

Tabela 4. Log/ determinado para L®', L*" e para o complexo 1 determinados
utilizando 0,1 M NaNO, em MeOH/H,O 50:50 viv
a25°C.

Equilibrio Logs
o |L+H o HL" 5,29
HL" + H" o H,L* 9,44
L+H" o HL' 9,70
L | HL" +H" o H,L** 14,91
HoL“" + HY o HaL** 18,34
L + Cu*" o CuL® 15,25
CuL* +H" & CuLH* 18,12
2CU” + L o« CuL* 26,02
1 L +2Cu*" +H" o Cu,LH> 30,71
L +2Cu*" + 2H" & Cu,LH,®* 33,64
2CU“" + L+ H,0 « CuH,L*" +H* 20,99
CuH4L* + H,0 o CuH L* + HY 14,96

O complexo 1 apresenta valores de constantes de formacéo
similares a de complexos mononucleares de cobre(ll): logK = 15,25 para
CuL?" e logK = 10,77 para Cu,L**, como por exemplo [Cu(TACN)]*,
logk = 155 (Yang e Zompa, 1976) e [Cu(daza)]*" logKk = 11,07
(Romba, 2006). O valor para as constantes de formacdo observadas,
tanto para a espécie (1:1) quanto para a espécie 2:1 ([L]/[metal]) reflete
a baixa estabilidade que o complexo apresenta para o ion cobre(ll). Os
bracos piridinicos curtos, a rigidez estrutural do ligante e o efeito Jahn-
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Teller pronunciado podem contribuir para a diminui¢do das constantes
de formacéo.

Observando-se a estrutura dos dois complexos, podemos notar um
arranjo estrutural similar e a presenca de duas pontes OH tanto no
complexo 1, quanto no complexo 2. Observou-se dois valores de pKa
muito baixos para estarem relacionados a desprotonacdo de moléculas
de 4gua na posicOes de coordenacdo equatorial ou axial do ion metélico
(Young, Wahnon et al., 1995; Scarpellini, 2003).

100

90—.
80—.
70-
60—.

50 4

% espécies

40 1
30 1
20 1

10

- log [H+]

Figura 24. Distribuicdo de espécies para o complexo 1 em funcdo de — log[H"]
com 0,1 M NaNO; a 25 °C. A: Cu,LH,*; B: CuLH”; C: Cu,L*;
D: Cu,H,L*": E: Cu,H,L*. [Cu*] = 1,0 mmol L e [L] = 0,5 mmol L™ L
simboliza o ligante L\

A desprotonacéo de moléculas de agua para a formacgéo de pontes
do tipo £~OH em complexos binucleares de cobre(ll) em solucdo sédo
freqlentemente relacionadas a presenca de forte acoplamento
antiferromagnético entre os centros metalicos diminuindo dessa maneira
a acidez de Lewis dos centros de Cu(ll) e, conseqlientemente, os pKa
das moléculas de a4gua para a formacdo das pontes z-hidroxo (Biswas,
Das et al., 2012). Em geral, complexos de cobre(ll) acoplados
antiferromagnéticamente apresentam pKa de pontes «#OH entre 5,0 e
6,5 (Motekaitis, Martell et al., 1983; Ackermanna, 2007; Rey, Neves et
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al., 2009). Sendo assim, o pKa da primeira e 0 da segunda ponte do
complexo 1 foram atribuidos como sendo 5,03 e 6,03 respectivamente.

4.2.5. Eletroquimica

E amplamente aceito que para avaliar o comportamento
eletrogquimico de complexos de Cu(ll) um dos fatores que deve-se ter
em mente € a geometria que o(s) centro(s) de cobre estabelece(em) com
o ligante. Em geral, complexos de Cu(l), d'°, preferem geometria
tetraédrica, enquanto complexo de Cu(IIQ, d®, a rigida geometria
quadrado planar, e complexos de Cu(ll), d°, podem assumir diversas,
mas é muito mais comum observar geometrias bipiramide trigonal ou
piramide de base quadrada distorcidas (Cotton, 1988; Zanello, 2003;
Hammerich, 2008).

Quando ocorre a reducdo do centro de cobre na superficie do
eletrodo Cu®*/Cu™, se o ligante for suficientemente flexivel para
permitir reorganizacgdo estrutural para geometria tetraédrica, é provavel
que o processo eletroquimico observado seja reversivel (Zanello, 2003).
Isto pode ser observado em enzimas de cobre do Tipo 1, como por
exemplo, Azurina e Plasmocianina, proteinas contendo apenas um
centro de Cu(ll) com geometria tetraédrica. Na Plasmocianina, observa-
se que o processo Cu**/Cu™*, E® = + 0,36 V vs.ENH, est4 de acordo com
a estrutura de raios X da forma reduzida da proteina (Armstrong, Hill et
al., 1988), o que demonstra que o sitio de cobre mantém sua geometria
tetraédrica. Neste trabalho os complexos 1 e 2 foram estudados por
voltametria ciclica (Figura 25) e voltametria de pulso diferencial (Figura
S1 - Anexos).

As propriedades redox dos complexos foram estudadas nas
condi¢des cinéticas MeOH/H,0, em presenca de tampdo MES e NaClO,
como forga ibnica (Tabela 5).
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Figura 25. Voltamogramas ciclicos registrados para os complexos, 1
(1,0 x 10° mol L™ e 2 (1,02 x 10 mol L™). Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia Ag/AgCl,
eletrélito suporte: NaClO, (0,1 mol L™*); Tampdo MES (0,1 mol-L™), solvente
MeOH/H,O (1:1); pH 6,0 (complexo 1) e 6,5 (complexo 2); velocidade de
varredura: 25 mV.s™; padréo: hexacianoferrato de potassio.

A Figura 25 apresenta os voltamogramas ciclicos dos complexos
1 e 2 com velocidade de varredura de 25 mV s™. As voltametrias foram
realizadas em pH 6,0 e 6,5 para os complexos 1 e 2, respectivamente,
dessa forma, o complexo 1 foi analisado sob condigdes similares as
descritas para os ensaios cinéticos. O complexo 2 foi analisado em pH
6,5. Essa alteracdo foi necessaria para que a voltametria dos complexos
fosse realizada com o mesmo tampdo (MES), para evitar diferenca na
coordenacdo dos complexos com tampdes diferentes.



Tabela 5. Resultado das voltametrias ciclica e pulso diferencial para os complexos 1 e 2.

Voltametria Complexo pH Epc(V) Epa(V) EY(V)  Atribuicdo AE15(V)

1 6,0 +0601 +0,343 +0472 cu'cu"/cu"cd +0.360
Ciclica* +0,241 +0,127 +0,184 cu'cu'/cu'cd’ :

2 65 +0,380 +0,189 +0,285 cu'cu"/cu'cd

1 6,0 +0593 +0,375 +0484 cu'cu"/cu"cd +0.430
Pulso +0,163 +0,216 +0,190 cu'"cu'/cu'cd :
Diferencial**

2 6,5 I 8?%3 +0,295 - : +0,114

*\/oltamogramas ciclicos registrados para os complexos, 1 (1,0 x 10° mol L") e 2 (1,02 x 10 mol L™). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia Ag/AgCl; eletrélito suporte: NaClO, (1,0 mol L™);
Tampao MES (1,0 x 10" mol-L™), solvente MeOH/H,0 (1:1); pH 6,0 (complexo 1) e 6,5 (complexo 2); velocidade de varredura:
25 mV.s™; padréo: hexacianoferrato de potassio. **A voltametria de pulso diferencial foi realizada nas mesmas condicdes
descritas acima para a voltametria ciclica; amplitude: 25 mV; velocidade de varredura 20 mV s™.
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O voltamograma ciclico do complexo 1 mostra dois processos,
ambos irreversiveis (ipafipc # 1), EY> = + 0,472 V vs. ENH e E? = +
0,184 V vs. ENH, que podem ser atribuidos a transferéncia de dois
elétrons Cu''cu" - cu'cu" e cu'cu" — cu'cu', respectivamente. O
voltamograma de pulso diferencial do complexo 1 mostra dois
processos, ambos quasi-reversiveis proximos aos obtidos pela
voltametria ciclica, E¥> = + 0,484 V vs. ENH e E¥2 = + 0,190 V vs.
ENH, que também podem ser atribuidos aos processos Cu'Cu' -
cu'cu" e cu'cu" - cu'cu', respectivamente.

Para o complexo 2, o voltamograma ciclico apresenta apenas um
processo quasi-reversivel, EYZ =+ 0,285 V vs. ENH que, neste caso,
pode ser atribuido a transferéncia de dois elétrons simultaneamente,
cu'cu" — cu'cu'. O voltamograma de pulso diferencial do complexo 2
mostra dois processos relacionados a redugdo, E = + 0,484 V vs. ENH e
E =+ 0,190 V vs. ENH, que também podem ser atribuidos aos
processos Cu''cu" - cu'cu" e cu'cu" — cu'cu', respectivamente. Ha
somente um processo de oxidacdo, E = + 0,295 V vs. ENH, porém ¢
dificil relacionar esse processo aqueles descritos acima, relacionados a
reducdo.

Em diversos exemplos de complexos binucleares de cobre(ll)
contendo ponte enddgena alcoxido ou fendxido publicados com
atividade de catecolase, observa-se que os centros metalicos apresentam
potenciais de reducdo negativos (Neves, Rossi et al., 2002; Peralta,
Neves et al.,, 2006; Osorio, Peralta et al., 2012), devido a forte
densidade de carga sobre os ions Cu(ll).

Os valores dos potenciais positivos observados para os
complexos 1 e 2 nas condicBes descritas, apontam de forma vantajosa a
utilizacdo de ambos complexos para reagfes de oxidacdo do substrato
3,5-dthc. A pequena diferenca no valor de AE;, também é uma
caracteristica promissora para o complexo 2, embora os valores dos
potenciais de redugdo sejam um pouco menos positivos, possivelmente
devido a substituicdo de um grupo retirador (-Cl) por um grupo doador
(-NHR) no anel da triazina. Recentemente publicada por Massoud e
colaboradores (Massoud, Louka et al., 2011), a eletroquimica do
complexo 1 , Cu*(1~OH),Cu** em DMF seco, mostra um processo
préximo a + 0,34 V vs. ECS (+ 0,584 V vs. ENH, corrigido somando-se
+ 0,244 V, de acordo com Wing-Yan Ng (Ng, 1988)), mas ndo foi
atribuido pelos autores. Deveria ser esperado para o complexo 1 (DMF
seco) que os potenciais fossem menos positivos em relacdo ao meio
estudado neste trabalho, pH 6,0 em MeOH/H,0 50:50 v/v, uma vez que
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nesta condicdo, segundo os estudos de potenciometria, hd apenas a
formacdo de uma Unica ponte hidréxido entre os dois centros metélicos.

4.2.6. Espectrometria de Massas

A Espectrmetria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(ESI-MS) tem sido extensivamente aplicada na identificacdo de espécies
em solugdo. Em geral, a técnica é aplicada a compostos pouco volateis,
de elevado peso molecular (> 10.000 Da) que podem ser organicos,
inorganicos, organometalicos, proteinas, entre outros (Moraes, 2003).
Em muitos casos é possivel relacionar as espécies identificadas pela
técnica de ESI-MS com outras técnicas em solucdo como, por exemplo,
potenciometria e eletroquimica.

A espectrometria de massas foi aplicada neste trabalho ao
estudo das espécies em solucdo apenas para o complexo 1, em solucdes
de MeOH/H,0 50:50 v/v, nos pH 3,5, 6,0, 7,0 € 9,0.

O espectro de massa do complexo 1 em pH 3,5 mostra dois
picos de maior intensidade (Figura S2 - Anexos), 0 pico designado
como G corresponde a espécie [C27H24NgCl + H]* (m/z 255,5) e o pico
H corresponde a espécie [(Co7H24NoCl)Cu" +H + ClO,]** (m/z 337,0).

Em pH 6,0, condicdo semelhante & utilizada nos ensaios
cinéticos (Figuras 26 e 27), podemos observar trés picos (A, B e C)
com padrdo isotdpico caracteristico de cobre. Os picos A, B e C foram
simulados e identificados como sendo [(Ca7H24NoCl)Cu'',(OH),]** (m/z
3355),  [(Co/HuNeCICU';(OH)(MeO)]**  (m/z  3425) e
[(Co7H24NoCI)Cu"',(MeO),]** (m/z 349,5), respectivamente. A espécie A
apresenta dois ions hidroxido como adutos e as espécies B e C contém
ao menos um metoxi como aduto. A formacdo de adutos do tipo
metdxido ou etoxido € comum e pode surgir a partir da fragmentacéo do
solvente no eletrospray (Lanznaster, Neves et al., 2005; Smith, Peralta
et al., 2012). Em pH 7,0 as espécies binucleares A, B, e C também séo
preponderantes no espectro de massas (Figura S3 — Anexos). Em pH 9,0
(Figura S4 - Anexos) podemos observar os picos A, B e C, espécies
relevantes nos pH 6,0 e 7,0, e presenca de outras trés espécies D, E e F.
Essas trés espécies sdo pouquissimo intensas nos pH 6,0 e 7,0.

D, E e F sdo espécies que foram identificadas como:
[LY'Cu",(OH), + ClOJ* (m/z 770,0), [L°'Cu",(OH)(MeO) + CIO4 ™
(m/z 783,0) e [(CarHuNsCICU",(MeO), + CIO4* (m/z 798,0). De
acordo com a titulacdo potenciométrica, a espécie Cu'(x-OH)Cu"
apresenta maior porcentagem em solugéo (54%) em pH 6,0 (pKapone =
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5,03), porém ndo foi observada por ESI-MS nos pH 6,0 e 7,0. Em
adicdo a este resultado, podemos supor que as espécies binucleares
contendo duas pontes sdo as mais estaveis sob as condicdes
experimentais realizadas.
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Figura 26. Espectro de massas ESI(+)-MS do complexo 1 em solucéo
metanélica, MeOH/H,0O 50:50 v/v, em pH 6,0.
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4.2.7. Reatividade

Recentemente, muitos complexos de cobre(ll) tem sido
estudados como catalisadores para a reacdo de oxidacdo de catecdis para
orto-quinonas (Osorio, Peralta et al., 2012). Em geral grande parte dos
esfor¢os aplicados no entendimento do funcionamento da enzima
Catecol Oxidase baseia-se no aprimoramento sintético de ligantes que
fornecam similaridade com os aminoacidos que compde o sitio ativo da
enzima e propriedades espectroscopicas que ajudem a esclarecer a
participacdo do oxigénio no ciclo catalitico da enzima (Solomon,
Sarangi et al., 2007).

Os complexos 1 e 2 apresentam caracteristicas estruturais e
espectroscdpicas importantes que justificam a sua utilizagdo como
modelos analogos sintéticos da enzima ibCO. Estruturalmente os
complexos 1 e 2 apresentam dois centros simétricos de cobre(ll),
coordenados por trés nitrogénios em cada centro metalico de maneira
facial, com distancia intermetalica aproximada de 3,0 A, separados por
pontes do tipo x#~OH. Dessa maneira, os dois complexos podem ser
considerados como analogos estruturais da enzima Catecol Oxidase.

A partir destas consideragdes iniciais os complexos 1 e 2, tanto
em meio homogéneo, quanto suportados em SiO,, foram submetidos a
ensaios cinéticos para avaliar a capacidade catalitica na oxidacdo do
substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc). Este substrato foi
escolhido por apresentar baixo potencial redox (+1,19 V vs. ESC em
CH3CN) em comparacdo com o substrato original, o catecol (+1,32 V
vs. ESC em CH3;CN) (Stallings, Morrison et al., 1981), o que facilita a
formacdo da 3,5-di-terc-butil-o-benzoquinona (3,5-dtbg) e evita
polimerizacdo do substrato.

Os complexos 1 e 2 foram estudados utilizando-se 0 método das
velocidades iniciais e instrumentacdo para cinéticas alta performance
(espectrofotdmetro de parada de fluxo). No caso das reacdes em meio
heterogéneo, o estudo foi feito utilizando-se espectrofotdmetro
convencional. Em todos 0s experimentos a reacao foi acompanhada pelo
aparecimento do produto 3,5-dtbc em 400 nm (e = 1570 L mol™ cm™,
MeOH/H,0 50:50 v/v). A figura abaixo (Figura 28) mostra o perfil do
espectro UV-Vis como resultado da oxidacdo dos substratos catecol
(para semiquinona) e 3,5-dtbc para 3,5-dtbg (mostrado apenas para o
complexo 1).
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Figura 28. Espectro UV-Vis da reacdo de oxidacdo do catecol (a esquerda) e do
3,5-dtbc (a direita), acompanhada nos primeiros 20 minutos iniciais das reagdes,
utilizando-se um espectrofotdmetro convencional.

4.2.8. Efeito do pH

Com o objetivo de determinar a relagdo entre pH e atividade em
relacdo a reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-dtbc promovida pelos
complexos 1 e 2, a comparacdo dos pKa cinéticos (de desprotonacéo das
moléculas de agua ligadas aos centros metélicos) com os valores de pKa
obtidos a partir da titulacdo potenciométrica, realizou-se um estudo da
velocidade inicial para cada complexo em funcdo da variacdo do pH,
como pode ser observado na Figura 29.

Para os dois complexos (1 e 2) a atividade de oxidacdo foi
investigada em uma faixa de pH correspondida entre 3,7 — 8,5,
dependendo do complexo. Nestes experimentos utilizou-se uma relagédo
de [substrato]/[complexo] igual a cem vezes, ou seja, cem vezes de
excesso do substrato em relacdo ao complexo. Nos dois casos ha um
aumento de atividade com o aumento de pH até um valor maximo,
decrescendo em seguida, perfil caracteristico de sino, também observado
para a enzima Catecol Oxidase na oxidacdo do mesmo substrato, 3,5-
dtbc (Eicken, Zippel et al., 1998).

A assimetria no perfil de pH dos dois complexos indica que apds
0 pH méximo da catalise a atividade ndo diminuiu até zero, ou seja, que
a espécie formada a partir do segundo pKa, pKa,, contribui de forma
menos efetiva para a oxidacdo do substrato 3,5-dtbc. Os perfis de pH
apresentam comportamento de sino assimétrico similar a outros
complexos modelo da literatura (Smith, Peralta et al., 2012).
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Figura 29. Dependéncia da velocidade de reacdo dos complexos 1 e 2 com o
substrato 3,5-dtbc em fungéo do pH. Condigdes: [1] = [2] = 5,0 x 10° mol L™;
[3,5-dtbc] = 6,0 x 10° mol L™; [T] = 0,05 mol L™ (HOAC/OAC pH 3,7; MES
pH 4,0 a 6,5, HEPES pH 7,0 e 7,5 e CHES pH 8,5) a 25,0 °C, em MeOH/H,0
50:50 v/v (saturada com O,).

De acordo com estudos prévios de titulagdo potenciométrica,
secdo 4.4.2, o complexo 1 apresenta dois pKa de interesse, o primeiro,
pKa; = 5,03 que foi atribuido a formacéo da espécie binuclear Cu'(z-
OH)Cu" e o segundo, pKa, = 6,03, atribuido a formacéo da espécie
binuclear com duas pontes z-hidréxido [L'Cu"(x~-OH),Cu'"]**. O valor
do pKa; cinético (5,55,) obtido a partir do perfil de pH do complexo 1 é
muito proximo com o valor do pKa; obtido por poténciometria (5,03).

Essa proximidade com a titulacdo indica que provavelmente a
espécie ativa na oxidacdo do substrato seja a espécie com apenas uma
ponte hidréxido entre os dois centros metalicos. Este resultado mostra
que a espécie cataliticamente ativa Cu"(x-OH)Cu" para o complexo 1 é
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muito similar & forma met observado por difratometria de raios X da
enzima nativa ibCO (Krebs., 1998).

Os valor do pKa (cinéticos) encontrados para o complexo 2, pKa,
= 5,86 foi um pouco maior em comparacdo ao complexo 1, que seria
esperado, ja que o complexo 2 possui o ligante contendo uma amina
secundaria como grupo doador. Para o complexo 2 a espécie
cataliticamente ativa provavelmente deva ser a espécie [LHCu'"(z-
OH)Cu"P** pela similaridade estrutural ao complexo 1. A Tabela 6
mostra a comparacao entre os pKa cinético e potenciométrico para os
complexos 1 e 2.

Tabela 6. Valores de pKa cinéticos e potenciométricos encontrados para 0s
complexos 1 e 2.

Complexo pKa potenciométricos pKa cinéticos
p pKal pKaz pKal pKa2
1 5,03 6,03 555 6,43
2 - - 5,86 )

4.2.9. Efeito da concentracgdo do substrato

O método das velocidades iniciais foi utilizado para a obtengdo
dos parametros cinéticos. O efeito da concentracdo do substrato foi
realizado no pH de atividade maxima para cada um dos complexos, pH
6,0 para o complexo 1 e pH 6,5 para o complexo 2. A Figura 26
apresenta os graficos da velocidade inicial (Vo) em funcdo da
concentracdo do substrato 3,5-dtbc para os complexos 1 e 2 e a Tabela 7
resume seus parametros cinéticos. O ajuste da curva foi feito segundo o
modelo de Michaelis-Menten (equac¢éo abaixo).

I..,l-'nfa\c [ ’S ]

1K - - =

K, ~[5]
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Figura 30. Dependéncia da velocidade da reagdo de oxidacdo em funcéo da
concentracdo do substrato 3,5-dtbc pelos complexos 1 e 2 nas seguintes
condicdes experientais: solugdo H,O/MeOH 50:50 v/v, [1] = [2] = 4,98 x 10°
mol L™, [3,5-dtbc] = (0,15-5,0) x 10° mmol L™, [T] = 0,05 mmol L™ (tamp&o
MES pH 6,0 para o complexo 1 e 6,5 para o complexo 2) a 25 °C.

Observa-se na Figura 30 que, com 0 aumento na concentracao
do substrato as curvas tendem a saturacdo, caracteristica do mecanismo
de Michaelis-Mentem, ou seja, com 0 aumento na concentracdo do
substrato ocorre satura¢do no sitio ativo dos catalisadores, levando a
uma mudanca na ordem de reacdo da reacdo (de primeira ordem
inicialmente, para ordem zero).






Tabela 7. Comparagdo dos parametros cinéticos de alguns complexos selecionados e da catecol oxidase da Ipomoea batatas.

Kass (L

Kw (10° 1 . E(Ls" . .
Complexos mol L'l) Keat (57) n;n)(zl mol'l)b Keat/Knon meio

i) C.O. de Ipomoea batatas 2,5 22030 4000 917x10° 229x10% O1M f%sliagoge sodio,
i) [Cu,Lo(1-OH)J* 0,75 181 13333 24130  1,08x10°  MeOH/ TRf;SO’#Qg:l)’ pH
iii) [Cux([22]prépz)(COs)(H,0)],* 0,176 0,124 5682,0 705,0 7,43 x 10° MeOH"

iv) LECu"(1-OH),Cu"J* (1) 16 051 6250 3125 209x107 ~ MeOH/ M6E§§(1:1), pH
v) LCu"(4-OH),Cu" (2) 0,23 014 43480 6070 g3gx10°  MeOH/ M6E§§(1:1), pH
vi) [Cuy(Hbtppnol) (u-OAc)]** 095  78x10° 10530 810 467x10°  MEOHTRIS (32:1). pH
Vii) [Cu,L-34(1=0AC) > 041  267x10° 244 6,51 1,6 x 10° MeOH"

Ko = UKy PE = Keal K (eficiéncia catalitica); “Os valores de ke./kqo, foram aproximados segundo Striegler et al.: 8Koon = 1,67 X
10 s (MeOH/H,0 60:40 V/V), *knon = 1,67 x 10 5™ (MeOH/H,0 80:20 v/v) € "knon = 1,0 x 10® s™ (H,0) a 30 °C (Gichinga e
Striegler, 2008); Ref.: i) (Eicken, Zippel et al., 1998), ii) (Ackermanna, 2007), iii) (Koval, Selmeczi et al., 2006), iv) Este
trabalho, v) Este trabalho, vi) (Neves, Rossi et al., 2002), vii) (Gichinga e Striegler, 2008).
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Os graficos da velocidade inicial (Vo) em funcdo da
concentracdo do substrato foram tratados com métodos ndo lineares
utilizando o programa OriginPro 7.5 . A Tabela 6 destaca os parametros
cinéticos obtidos para os complexos 1 e 2 e de alguns complexos
selecionados da literatura.

Os célculos foram realizados sem a corre¢do da concentracao
das espécies atribuidas como sendo as responsaveis pela atividade:
[LYCu"(~OH)Cu"T* (1) e [HL®"Cu" (1-OH)CU"1* (2). Essa medida foi
tomada uma vez que as espécies contendo pontes z-(OH), também séo
ativas na oxidacao.

De acordo com o perfil de pH de cada complexo, podemos
observar que a atividade aumenta com o aumento do pH e atinge um
maximo. Em muitos complexos binucleares de cobre(ll) é sugerido que
pontes do tipo s-hidroxo ou hidroxido terminal auxiliam na
desprotonacdo do segundo préton do substrato, permitindo assim um
acesso do substrato de maneira bidentata aos centros metalicos (Smit e
Schenk, 2008).

Como pode ser observado na Tabela 6, o complexo 2 é possui
eficiéncia catalitica (ke/Knm), 607,0 L s mol?, maior em relacdo ao
complexo 1, 3125 L st mol™ e uma das maiores dentre os complexos
de cobre(ll) publicados na literatura. Notadamente o ke do complexo 2
(0,14 s™) é quase quatro vezes menor em relacio ao ke do comPIexo 1
(0,51 s'l), porém a constante de associacao, Kass = 4348,0 L mol™, é oito
vezes maior em relacdo ao complexo 1 (K, = 625,0 L mol'l) e mais de
dez \1/ezes maior em comparagdo com a propria enzima ibCO (400,0 L
mol™).

Existem alguns fatores que podem justificar essa diferenca téo
expressiva. No caso do complexo 1, a espécies ativa proposta
[LYCu"(.~OH)Cu"]* possui cargal formal 3+, enquanto que no
complexo 2 a espécie ativa proposta, [HL®Cu"(x~OH)Cu"1*, possui
carga formal 4+. Isso acontece pela presenca da amina primaria que se
encontra protonada em pH 6,5 (pKasmina 9,7, por potenciometria). A
presenca dessa amina protonada na segunda esfera de coordenacgdo
colabora expressivamente com a constante de associacao, K, ja que o
substrato possui carga formal negativa, ap6s a desprotonacdo das
hidroxilas (Neves, Rossi et al., 2002; Smit e Schenk, 2008; Osorio,
Peralta et al., 2012).

Outro fator € a correlagéo entre (AE)12, [(AE)12 = Epa — Epe2]
diferenca entre os dois picos catddicos do complexo, e a eficiéncia
catalitica, ke/Km. Os valores de (AE),, foram observados por
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voltametria de pulso diferencial. O complexo 1 possui (AE);, igual a
0,360 V, enquanto que 2, possui apenas 0,114 V. A diferenca entre os
picos de reducdo é um pardmetro importante, pois mostra 0 qudo
rapidamente os centros metalicos aceitam o par de elétrons do substrato
durante a reagdo de oxidacdo do 3,5-dtbc (Osorio, Peralta et al., 2012).

Outro aspecto importante pra ser observado € a presenca de
excesso de oxigénio durante a reacdo. O oxigénio é fundamental para
oxidacéo do centro binuclear de cobre Cu'Cu' para Cu"Cu", regenerando
o catalisador. Uma reacdo de oxidacgdo foi acompanhada para 1 e 2 nas
condi¢bes cinéticas ideais com excesso de substrato, [complexo]/[3,5-
dtbc] ~ 100 vezes, na presenca de oxigénio por 14 horas.

O complexo 1 converteu expressivamente 93,1% da
concentracdo inicial do substrato, o que significa cerca de 98 turnovers,
enquanto que o complexo 2 converteu cerca de 84,1%, 0 que representa
aproximadamente 84 turnovers. A reacdo ndo catalisada acompanhada
nas mesmas condi¢Ges dos complexos 1 e 2 converteu cerca de 1,5 e
1,6% da concentracdo inicial do substrato, respectivamente.

Durante o processo de oxidacdo dos complexos pelo oxigénio,
ha formacdo de H,O, que foi confirmado pela reacdo com iodedo
gerando I3” (Neves, Rossi et al., 2002), de forma que a oxidacdo dos
complexos ocorra seguindo a estequiometria 3,5-dthc + O, - 3,5-dthq
+ H,0,, diferentemente do mecanismo proposto para a enzima nativa
ibCO.

4.2.10. Proposta mecanistica

Em resumo, as técnicas espectroscdpicas e cinéticas realizadas
até aqui nos permitiram a elaboracdo de um mecanismo para a reacao de
oxidacdo do substrato 3,5-dtbc na presenca dos complexos 1 e 2. O
mecanismo proposto pode ser observado na Figura 27.
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Figura 31. Proposta mecanistica para a oxidagdo do substrato 3,5-dtbc
promovida pelos complexos 1 e 2.

Ao elevarmos o pH, observamos que hd um acréscimo da
atividade até um maximo, ou seja, ocorre um aumento da atividade apos
a formacdo da primeria ponte z~OH nos dois complexos. Postula-se que
as pontes auxiliem na desprotonacdo, principalmente da segunda
hidroxila do 3,5-dtbc (Smit e Schenk, 2008). Observa-se na
espectroscopia UV-Vis que tanto para o complexo 1, quanto para o
complexo 2, ocorre um aumento da banda de transferéncia de carga
TCLM Cu" — OH atingindo um maximo em pH 6,0 para 1 e 6,5 para o
2. Isto é concordante com os valores de pKa cinéticos obtidos para os
dois complexos.
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A espectrometria de massas teambém indica a presenca de
espécies binucleares para o complexo 1, todas coordenadas por pontes
4#-OH ou 1~MeO em pH 6,0.

A proposta € que o substrato inicialmente se coordene aos
centros binucleares e com o auxilio das pontes 1~OH é desprotonado e a
tranferéncia de elétrons ocorra, formando como produto princial o 3,5-
dtbg. A etapa de tranferéncia de elétrons é a etapa lenta da reacdo,
portanto a estapa determinante. ApOs essa etapa, os dois centros de
cobre(l) sdo oxidados pelo oxigénio presente no proprio meio reacional,
foramndo H,0, e completando o ciclo catalitico.

Na literatura propGe-se também a formacdo de um
intermediario no qual o oxigénio encontra-se coordenado como ponte 2
11" entre os centros de cobre em complexos binucleares, porém esta
espécie € instavel, detectada a baixas temperaturas (Solomon, Sarangi et
al., 2007) e ndo pode ser confirmado neste trabalho.

No caso do complexo 2, a presenc¢a do brago contendo a amina
protonada deva auxilar de alguma forma na aproximacdo do substrato,
devido a diferenca no valor da constante de assiciacdo (Kas) entre os
dois complexos. Porém ainda € necessario uma invertigacdo mais
profunda para podermos comprovar algum efeito de estabilizacdo
promovido pela segunda esfera de coordenacao.

4.3. Sintese e Caracterizacdo dos Materiais — SiO,

ApoOs averiguarmos o potencial de catalise dos complexos 1 e 2
em solucdo, o préximo objetivo serd testa-los como possiveis
catalisadores heterogéneos suportados em silica amorfa, SiO,. Nesta
etapa, os complexo 1 foi entdo suportado em silica de maneira
eletrostatica e o complexo 2, foi modificado intensionalmente com a
etilenodiamina, com o objetivo de suportad-lo de maneira covalente na
superficie da silica.

O complexo 1 foi suportado em silica gel partindo-se de uma
relacdo 2:1 complexo/SiO, em massa, em meio de CH3CN(seca) por
24h de agitacdo a 25 °C. O complexo 2 foi imobilizado em silica
modificada (SiO,/SOCI;) previamente com SOCIl,. A proporcdo
utilizada e as condi¢bes foram as mesmas utilizadas para o complexo 1,
apenas uma pequena quantidade de DIPEA foi adicionada para auxiliar
na ligacdo nucleofilica da amina primaria a silica modilifada (Si-Cl).

Apos 24h de agitacdo, o excesso de catalisador foi removido
com o auxilio de extrator soxhlet. A quantidade de cobre presente na
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silica foi analisada por absorcdo atbmica (AAAC) e este valor foi
extrapolado para concentracdo de complexo. Foram encontrados 0s
seguintes valores de concentracdo: [1-SiO,] = 1,66 x 10° mol g™ de
Si0O, e [2-Si0,] = 1,80 x 10™ mol g™ de SiO..

A diferenca entre as concentragdes dos dois complexos na
silica, [2-SiO,]/[1-SiO;] ~ 11 wvezes, reflete a vantagem de ligar
covalentemente do complexo 2 a superficie do suporte. Um estudo de
adsorcdo foi realizado para o0 complexo 1 para argumentarmos a respeito
dessa diferenca.

Os novos catalisadores, 1-SiO, e 2-SiO,, foram caracterizados
por espectroscopia no 1V, TGA e EPR.

4.3.1. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho — 1-SiO, e 2-
SiO,

Todos os materiais amorfos (SiO,, SiO/SOCI,, 1-SiO; e 2-Si0y)
foram analisados por espectroscopia no IV. No infravermelho da silica
amorfa podemos observar uma banda alargada em 3452 cm™, atribuida
como sendo v(O-H) do grupo silanol e da agua adsorvida. A presenca de
agua também pode ser confirmada pela deformacéo angular da ligacao
O-H, 8(0-H), em 1658 cm™. Duas bandas em 1093 e 800 cm™ séo
referentes ao estiramento v(Si-O-Si) da ponte siloxano. O ombro em
~960 cm™ é referente ao estiramento da ligacdo Si-OH (Fabio Gorzoni
Doro, 2007; Kai Sheng, 2010).

Na Figura 32 sdo apresentados os espectros de infravermelho
dos complexos 1 (adsorvido fisicamente) e do complexo 2 (ancorado
covalentemente) a silica amorfa.
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Figura 32. Comparativo de espectros de infravermelho (KBr, cm™), dos
complexos imobilizados 1-SiO, (em vermelho) e 2-SiO, (preto).

Os espectros de infravermelho séo idénticos ao espectro da silica
sem modificacdo. Mesmo no caso da modificacdo da silica gel com
SOCI, ndo houve modificacdo aparente no espectro. Isto pode ser
justificado pela pouca quantidade de complexo imobilizada na silica,
tanto de forma covalente ([2-SiO;] = 1,80 x 10* mol g%, quanto
eletrostaticamente ([1-SiO,] = 1,66 x 10™ mol g™%). Grigoropoulou et al.
(Grigoropoulou, Christoforidis et al., 2007) descreveram recentemente a
insercdo de um ligante organico a aminopropil-SiO, pela condensacdo
com tiazol-2-carbaldeido. Os autores utilizaram  diferentes
concentracGes do aldeido, que foi calculado dentro de uma faixa de 0,02
- 1,44 mmol g* de SiO,. A formacéo do ligante foi confirmada por
infravermelho, porem as bandas referentes ao complexo, como v(C=C) e
v(C=N), estdo sobrepostas com as bandas do suporte e sdo fracamente
distinguiveis.

Neste trabalho, a principal analise utilizada para quantificar o
ancoramento de ambos os complexos na silica foi Absor¢do Atémica
com Atomizacdo por Chama (AAAC). Outras analises como
espectroscopia Raman Ressonante e XPS podem ser muito Gteis na
analise de materiais como a propria silica amorfa (Kai Hofena, 2011).
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4.3.2. Ressonancia Paramagnética Eletrénica

A Ressondncia Paramagnética Eletrbnica € um ramo da
espectroscopia na qual a radiacdo é absorvida por moléculas, ions ou
atomos possuindo elétrons desemparelhados. Os complexos de Cu?*
Fe**, Mn* e VO®" sdo os centros paramagnéticos mais comuns que
encontramos na literatura. Complexos de Cu”" normalmente encontram-
se coordenados por cinco ou seis ligantes em sistemas distorcidos com
uma ou duas ligagbes mais alongadas (eixo z) que as outras quatro
restantes com o elétron desemparelhado no orbital dxz_y2 (geometria
octaédrica distorcida ou piramide de base quadrada). Nos casos de
simetria axial, obtém-se os valores de g, (gx = gy) € g. O valor de g
diminui com a intensidade do campo ligante equatorial e fornece
informacdes a respeito da forca de interacdo e do tipo de atomo
coordenado ao centro metalico de cobre(ll).

No caso do complexo 1, publicado por Massoud et al.
(Massoud, Louka et al., 2011), observa-se que os dois centros de cobre
encontram-se acoplados antiferromagneticamente por intermédio das
pontes do tipo «~OH, portanto esperava-se EPR silencioso (S = 0) a 77
K. Os autores obtiveram espectro de EPR como previsto (conforme
descrito pelos autores) contendo impurezas paramagnéticas.

Neste trabalho, um espectro similar foi obtido para o complexo
1 (estado solido a 77 K e 298 K) contendo também impurezas
paramagnéticas da mesma forma (Figura S5 — Anexos). Para o
complexo 2, o espectro de EPR apresentou caracteristicas um pouco
distintas (Figura S5 — Anexos). Embora os complexos 1 e 2 sejam muito
similares estruturalmente, observando-se 0 mesmo arranjo estrutural (e
espectroscopia no UV-Vis compativel) esperava-se que o complexo 2
também fosse silencioso a 77 K, o que ndo foi verificado. Os valores de
g obtidos foram g; = 2,23 e g, =2,06, comuns para complexos de
cobre(I) com geometria octaédrica distorcida, embora o fato desses
valores terem sido encontrados em complexos coordenados por pontes
do tipo Cu"(4-OH),Cu" seja muito dificil de ser justificado.

Quanto aos complexos imobilizados em SiO,, ambos o0s
espectros de EPR apresentam simetria axial com g, > g, > 2,0, tipicos de
complexos de cobre(ll) com geometria tetragonalmente distorcida
(Mangrich, 1998). Os complexos suportados 1-SiO, e 2-SiO,
apresentam espectro com quatro linhas bem definidas na regido de g
igual a 2 (AMs = + 1) com g, = 2,26 e g, = 2,08 para 1-SiO, e g, = 2,26
e g,=2,06 para 2-SiO,. Também ndo é possivel observar transicio
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proibida, AMs = £ 2, em nenhum dos s6lidos. Isso pode indicar que os
complexos estdo imobilizados na silica sem a presenca de pontes do tipo
1#OH entre os centros de cobre(ll). Medidas magnéticas dos dois
sOlidos, bem como as simulagBes dos espectros de EPR serdo
necessarias para maiores esclarecimentos quanto a geometria dos
centros de cobre nos suportes sélidos. Mudancas bruscas de geometria
geralmente ndo sdo observadas em complexos imobilizados (Bizeto,
Alves et al., 2006; Piovezan, Jovito et al., 2010; Fang, Lin et al., 2011).
Os espectros dos complexos suportados 1-SiO, e 2-SiO, (77 K e a 298
K - Banda X) podem ser observados na Figura 33. Os espectros dos
complexos 1 e 2 encontram-se nos Anexos.
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Figura 33. Espectros de EPR no estado solido dos complexos suportados
1-Si0, e 2-Si0, a 77 e 298 K.
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4.3.3. Experimentos de Adsorgao

Com o objetivo caracterizar o tipo de processo de adsor¢do
(fisico ou quimico) do complexo 1 com a silica gel, a quantidade
maxima de complexo na interface do suporte e a constante de equilibrio
de adsorcdo, uma andlise do equilibrio de adsorcdo foi realizada
utilizando trés modelos de isotermas: Langmuir, Freundlich e Dubinin-
Hadushkevich.

Na Figura 34 estdo apresentados os resultados obtidos do ajuste
dos dados segundo os trés modelos de isoterma citados acima e na
Tabela 8 sdo apresentadas as constantes obtidas.
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Figura 34. Isoterma de equilibrio de adsorcdo avaliada segundo os modelos de
Langmuir, Freudlich e Dubinin-Hadushkevich (D-R). Volume = 10 mL; [1] =
750 — 9000 mg L™ Magsorvente = 30 mg; t = 25 °C; freqiiéncia de agitagdo = 50
rpm.

Uma variedade de complexos tem sido ancorados a superficie
de particulas sélidas, como € o caso da silica (Fabio Gorzoni Doro,
2007; Grigoropoulou, Christoforidis et al., 2007; Zois, 2007).
Catalisadores homogéneos sdo freqlientemente anexados ao suporte
sOlido por interagdo de contra-ions espectadores com o0 suporte
funcionalizado (Wiench, Michon et al., 2009), interacdo com o suporte
por ligacbes de hidrogénio (Bianchini, Burnaby et al., 1999), formacdo
de imina (Piovezan, Jovito et al., 2010; Piovezan, Silva et al., 2012),
entre outros.
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A utilizacdo de complexos biomiméticos suportados em silica
gel, sem prévia modificacdo da superficie, para a hidrolise de ésteres de
fosfato (Piovezan, Jovito et al., 2010) ou epoxidacdo de alcenos
(Piovezan, De Castro et al., 2005) foi recentemente demonstrado.

Embora existam diversas publicacbes de complexos de varios
metais de transicdo ancorados em suportes solidos, pougquissimo é
explorado com relacdo ao equilibrio de adsor¢do destes sistemas.

Tabela 8. Valores obtidos a partir das isotermas de Langmuir, Freundlich e
Dubinin-Hadushkevich (D-R).

Modelo* Parametros Valores

am (Mg g™) 44,05 + 3,63

Langmuir K (L mg™) 3,0x10*+0,6 x 10"
R? 0,98
Ke (mg g™) 0,38 + 0,25

Freundlich N 2,03
R? 0,95
m (mol g™ 9,82x10%+1,18x 10™

D-R** x (mol® kJ?) -1,99 x 107 6,29 x 10

R? 0,98

* Todos os modelos foram ajustados com o programa OriginPro 7.5 a partir de
cada uma das respectivas equagbes de forma ndo linear.** Os parametros da
isoterma de D-R foram obtidos a partir do gréafico de mol L™ vs. mol g™

A isoterma de Langmuir assume que a adsorcdo ocorre de
forma homogénea (em sitios homogéneos) e as forcas intermoleculares
diminuindo rapidamente com a distancia da superficie de adsorcdo. A
isoterma de Freundlich ¢ um modelo adequado para superficies
heterogéneas no qual a adsor¢do ocorre em multicamadas.

De acordo com a Tabela 8, podemos observar que dentre os trés
modelos utilizados, os dados se ajustam de forma mais adequada nas
isotermas de Langmuir e D-R (R? = 0,98), ou seja, que a adsorcdo do
complexo 1 deva ocorrer em sitios energeticamente idénticos e
estruturalmente homogéneos (Unlii, 2006; Giibbiik, 2008).

Embora seja dificil de obtermos uma comparacdo direta dos
valores de K_ e qm, obtidos para o complexo 1, em comparacdo a



103

adsorcdo de fons Cu®** em outros suportes heterogéneos, nota-se que
estes parametros sdo nitidamente menores (Gubbuk, 2008).

Um dos fatores que podem estar relacionados para justificar o
baixo valor para constante de equilibrio K_ pode ser relacionado ao
efeito Jahn-Teller. De acordo com os estudos de EPR, tanto para os
complexos ancorados 1-SiO, quanto para 0 2-SiO,, 0s dois espectros sdo
axiais, gj > g, >2,0 que mostra que 0s centros de Cu' mantém a
distorcdo tetragonal ap6s a adsor¢do, embora devam haver modificagdes
na geometria dos complexos, inclusive a auséncia de pontes 4~OH entre
0s complexos

A isoterma de D-R também pode ser til para descrever o
mecanismo de adsorcdo. A partir da constante de D-R (x) é possivel
calcular a energia livre de adsorcdo E (kJ mol™). Do valor de « ,
podemos obter o valor de E a partir da equacéo:

O valor E ¢é utilizado para verificar a natureza do processo de
adsorcdo. Se o valor calculado estiver entre 8 e 16 kJ mol™, o processo
de adsorcdo pode ser caracterizado como sendo de natureza quimica.
Caso os valores sejam menores do que 8 k] mol™ o processo pode ser
indicado como sendo de natureza fisica (Unlii, 2006; Laus, Costa et al.,
2010).

No caso da adsorcdo do complexo 1 em silica gel amorfa o
valor encontrado foi 1,585 kJ mol™®, caracterizando processo de
adsorcdo de natureza fisica, 0 que concorda com os outros pardmetros
obtidos a partir das isotermas.

4.3.4. Microscopia Eletrénica de Varredura
A microscopia eletrdnica ¢ uma ferramenta importante na

avaliacdo da morfologia de polimeros, microparticulas e nos mais
diversos tipos de materiais hibridos.
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Figura 35. Analises de microscopia (MEV) dos suportes: a) SiO,-gel sem
presenca de catalisador; b) Silica ancorada com o complexo, 1-SiO,.

Nas imagens obtidas da silica gel e da silica gel ap6s adsorcéo do
complexo 1 (Figura 35) podemos observar granulos pequenos e lisos,
caracteristicos da silica gel (ldrees, Silva et al., 2012) em ambas
amostras, indicando que ndo houve modificacdo na superficie da silica
apos a imobilizacdo do complexo.

4.3.5. Catalise Heterogénea

Devido a excelente estabilidade térmica e quimica, e baixa
citotoxicidade, e outras caracteristicas como a boa acessibilidade do
substratro a superficie do suporte e grande area superficial, a superfcie
da silica tem sido utilizada com grande éxito como suporte de
catalisadores biomiméticos para diversos tipos de reagfes como, por
exemplo, reacdes de hidrdlise, clivagem de DNA, oxidacdo entre outros
(Piovezan, Jovito et al., 2010).

Complexos bioinspirados também tem sido utilizados para
reacdes de oxidacdo, inclusive com o substrato 3,5-dtbc. Uma grande
parte dos sitemas cataliticos utilizados para a oxidacdo deste substrato,
utilizam a adicdo de metais in situ no préprio meio reacional, junto com
a silica derivatizada.

O efeito catalitico destes sistemas normalmente é acompanhado
em termos de percentual de conversdo da concentracdo do substrato para
a sua respectiva quinona. Muito das modificac6es na superficie da silica
visam apenas a modificacdo de sua superficie com ligantes
monucleantes, que por sua vez ndo sdo tdo eficazes quanto complexos
binucleares, muito mais parecidos com o sitio ativo da catecol oxidase.

Para avaliar o efeito dos catalisadores 1 e 2 imobilizados a
superficie da silica, utilizou-se meio e o pH cinético 6timos de cada
complexo, ja testados para as reacdes em meio homogéneo. Os dois
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suportes, caracterizados acima, 1-SiO, e 2-SiO, foram a fim de
conseguirmos obter os parametros cinéticos para cada catalisador. E
bom resaltar aqui, que a obtencdo de parametros cinéticos sdo raros para
reacdes de oxidacdo do 3,5-dtbc em meio heterogéneo.

No caso do 1-SiO, o0s parametros cinéticos ndo serdo
apresentados aqui, pois o catalisador apresentou alto grau de lixiviacdo,
sendo assim, a confiabilidade dos dados ficou comprometida. No caso
do catalisador 2-SiO,, o tratamento cinético foi feito com base no
modelo mecanistico de Michaelis-Menten. O gréfico de ko, €m funcéo
da concentracdo do substrato (Figura 36) foi tratado também por
métodos ndo lineares utilizando o programa OriginPro 7.5. O efeito da
concentracdo do substrato foi acompanhado em pH 6,5, de acordo com o
estudo prévio.

3 -1
V/C],/10°s

'
[N

T T T

0 1 2 3 4
[3,5-dtbc], x 10° mol L™

Figura 36. Dependéncia da velocidade da reacdo de oxidacdo em funcéo da
concentracdo do substrato 3,5-dtbc pelo catalisador 2-SiO, nas seguintes
condigOes experientais: solu¢gdo H,O/MeOH 50:50 v/v, m = 2,0 mg + 0,5, [2-
Si0,] = 1,80 x 10 mol g™ de SiO,, [3,5-dthc] = (0,5-4,0) x 10° mol L™, [T] =
0,1 mol L™* (MES pH 6,5) a 25 °C.

Consideramos presumidamente a espécie [L*"Cu"(x-OH)Cu'"]**
como a espécie ativa, mesmo que o EPR ndo concorde com a
manutencdo da ponte 4~OH quando o complexo é ancorado na silica.

Os parametros cinéticos obtidos como, por exemplo, a constante
de associacdo, suporta a idéia de catalise promovida por complexo
binuclear.

Os parametros cinéticos obtidos foram os seguintes: ke = 8,09
x 10° s, Ky = 6,0 x10™ mol L™, Kass = 2,5 x 10° L mol ™, kea/Ky = 13,5
L s mol™, Kear/Knon = 4,84 x 10°,
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O catalisador 2-SiO, apresentou eficiéncia catalitica (Kca/Kn) €
muito inferior a observada, tanto para 1, quanto para 2 em meio
homogéneo, por apresentar um valor mais baixo de k. Um dado
interessante foi o valor para constante de associacdo, Ksss. O complexo
2, ancorado em silica gel, apresenta uma associa¢do quatro vezes maior
em relacdo ao complexo 1 (Kas = 625,0 L mol™).

Em geral ndo é incomum encontrarmos um valor maior para a
constante de associacdo na comparacdo direta entre complexos
biomiméticos ancorados em suporte e em solucdo. Modificacdes
existentes na superficie da silica podem contribuir com a afinidade do
substrato, por exemplo, pela presenca de ligacGes de hidrogénio com o
objetivo de auxiliar na aproximacdo e estabilizagdo do substrato
(Piovezan, Silva et al., 2012). Porém, mesmo sem modificacdes &
possivel haver maior associagdo com o substrato mesmo utilizando
silica gel convencional (Piovezan, Jovito et al., 2010).

Por fim, em experimentos realizados na presenca de excesso de
substrato, o catalisador hibrido 2-SiO, converteu para quinona
aproximadamente 38% da concentracdo inicial do substrato em 14
horas, o0 que representa um total de 35 turnovers.

Mesmo apresentando eficiéncia catalitica inferior a observada
em meio homogéneo, a vantagem deste catalisador em relagdo a outros
complexos imobilizados publicados na literatura é a oxidacdo do 3,5-
dtbc sem a necessidade da utilizacdo de base ou perdxido de hidrogénio
como aditivos no meio reacional (Bizeto, Alves et al., 2006;
Grigoropoulou, Christoforidis et al., 2007; Zois, 2007).

4.4. Sintese e Caracterizacao dos Materiais — Fes0,, poli(dopamina) e
Fe;O,@poli(dopamina)

Tendo em vista as condi¢fes e 0s parametros cinéticos para a
oxidacdo do substrato 3,5-dtbc avaliadas para os complexos 1 e 2. O
complexo 1, que possui a maior constante catalitica (Kc), foi escolhido
para testes em reacGes de oxidacdo da dopamina com subseqlente
formacdo da poli(dopamina).

Recentemente descobriu-se que a poli(dopamina) forma
nanoesferas espontaneamente em solugdo aquosa com pH elevado a 50
°C. Esta sintese publicada por Ju e colaboradores forma estas
nanoparticulas em 5 horas de agitacdo (Ju, Lee et al., 2011). Existe um
grande interesse na aceleracdo desta reacdo por sua ampla aplicagdo em
sensores, nanomateriais para aplicacBes biomédicas (Xie, Chen et al.,
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2008), e seu uso no recobrimento de nanoparticulas (Postma, Yan et al.,
2009).

Na literatura atual sdo muito raros os complexos publicados com
0 objetivo de auxiliar no estudo do mecanismo de formacdo da
poli(dopamina). Em uma primeira tentativa, testamos se 0 complexo 1
seria capaz de oxidar a dopamina para poli(dopamina) em presenca de
oxigénio nas mesmas condicBes 6timas de oxidacdo do 3,5-dthc.

A figura 37 mostra a evolucdo da reacdo de oxidacdo da
dopamina acompanhada durante 20 minutos. A banda em 609 nm ¢
caracteristica de transferéncia de carga n* ~ m de radicais de
catecolatos ou semiquinonas (Barreto, 2010).
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Figura 37. Acompanhamento espectral da reacdo de oxidacdo da dopamina.
Condigdes: meio MeOH/H,0 50:50 v/v, !T] =0,1 mol L™ (MES pH 6,0), [1] =
1,0 x 10* mol L™, [dopamina] = 1,0 x 10 & 25 °C por 20 minutos.

A sintese da poli(dopamina) quando realizada em meio oxidativo
e leva muitos dias para a formacdo de uma quantidade significativa do
produto. A reacdo acima foi avaliada nas mesmas condigdes utilizando-
se solucdo de perclorato de cobre e ndo houve formacéo do produto.

Um dos poucos exemplos de “modelo” biomimético capaz de
oxidar a dopamina foi publicado recentemente por Natalio e
colaboradores, utilizando-se nanofios de V,0s em presenca de H,0, e
KI (Natalio, Andre et al., 2011).

A reacdo de oxidacdo da dopamina foi monitorada inicialmente
por espectrofotometria e posteriormente foi realizada uma sintese em
maior escala para caracterizacdo do produto.
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A seguir serdo apresentados detalhes da caracterizacdo por 1V,
TGA, espectrometria de massas (ESI-MS) e MET do produto da
oxidacdo da dopamina e de que maneira a poli(dopamina) pode ser
utilizada para o recobrimento in situ de nanoparticulas de éxido de ferro,
Fe;0,.

As nanoparticulas de 6xido de ferro foram caracterizadas antes
e depois do recobrimento com a poli(dopamina). As nanoparticulas
recobertas foram caracterizadas por 1V, TGA e MET e os resultados
destas analises serdo apresentados a seguir.

A poli(dopamina) € mais freqlientemente caracterizada por
técnicas em estado sélido, como por exemplo, os diversos tipos de
microscopia (Da Silva, 2004), RMN ‘H e RMN *3C de estado sélido
(Dreyer, Miller et al., 2012; Hong, Na et al.,, 2012), técnicas de
espectrometria de massa (MALDI-MS e ESI-MS) (Hong, Na et al.,
2012; Reale, Crucianelli et al., 2012), métodos térmicos (TGA, DSC)
(Shanmuganathan, Cho et al., 2011) e espectroscopia no 1V (Moses,
2006; Natalio, Andre et al., 2011).

Neste trabalho a poli(dopamina) sintetizada mostrou-se muito
pouco soltvel em agua, mesmo abaixo de pH 2 ou acima de pH 12. Na
tentativa de espectroscopia de RMN 'H em LiOD da poli(dopamina)
recém sintetizada, ndo foi possivel observar nenhum sinal referente ao
polimero no espectro obtido.

4.4.1. Microscopia Eletronica de Transmissdo

As nanoparticulas de ferro “nuas” (sem recobrimento) foram
sintetizadas pelo método de co-precipitacdo para posterior aplicacdo
como suporte para o recobrimento da poli(dopamina) in situ, na
presenca do complexo 1. Inicialmente as nanoparticlas “nuas” foram
caracterizadas por microscopia vibracional no 1V e por TEM para
posterior comparativo com as nanoparticulas recobertas, Fe;0,. As
micrografias obtidas demonstram que o método de sintese utilizado foi
adequado para produzir nanoparticulas  monodispersas.  As
nanoparticulas apresentaram didmetro médio de 6,67 + 1,82 nm,
tamanho adequado para aplicacGes em catalise e aplicagdes terapéuticas
(Jun, Lee et al., 2008).
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Figura 38. Micrografia obtida por MET das nanoparticulas de ferro
sintetizadas pelo método de co-precipitacdo. A direita, o histograma de
distribuicdo de tamanho ajustado a uma fungdo log-normal para as
nanoparticulas de Fe;O0,.

4.4.2. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

A espectroscopia no 1V foi uma das técnicas utilizadas para a
caracterizacdo da poli(dopamina), das nanoparticulas de ferro “nuas”
(FesO4) e das nanoparticulas de ferro recobertas pela polidopamina,
Fe;O,@poli(dopamina) podem ser observadas na Figura 39.

O espectro de IV da poli(dopamina) sintetizada é similar aos
espectros de outras melaninas sintéticas publicadas recentemente
(Natalio, Andre et al., 2011; Dreyer, Miller et al., 2012). A Tabela 9
apresenta as principais e respectivas atribuicoes.

As bandas entre 3440 a 3381 cm™ podem ser atribuidas ao
estiramento axial da ligacdo O-H, o que confirma a presenca de agua e
dos fendis. Bandas referentes a deformacéo axial de C-H alifaticos 2950
— 2841 cm™ e & deformacdo axial da ligacdo C-O de fenol sdo comuns
nos compostos comparados (Tabela 9), com excecdo das nanoparticulas
recobertas (Fe3O,@poli(dopamina) (Moses, 2006; Natalio, Andre et al.,
2011).

Os resultados obtidos mostram que a poli(dopamina) sintetizada
neste trabalho é relativamente similar a outras melaninas sintetizadas
recentemente, utilizando-se o método tradicional, sem a presenca de
catalisador (Ju, Lee et al., 2011).
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Figura 39. Comparativo de espectros de infravermelho (KBr, cm™), de cima
para baixo: Fe;0,, poli(dopamina) e Fe;O,@poli(dopamina).

As nanoparticulas recobertas exibem bandas correspondentes as
da melanina sintetizada (utilizando-se o complexo 1 como catalisador) e
as bandas também presentes nas nanoparticulas “nuas” (v(O-H)agua
3410, 5(0-H)sgua 1623 € v(Fe-O) 567 cm? o que também concorda com
0 espectro de outras nanoparticulas de ferro sintetizadas por métodos
distintos (Xu, Qin et al., 2011).
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Tabela 9. Principais bandas (cm™) e atribuicdes dos espectros na regido do
infravermelho para diferentes melaninas naturais e poli(dopaminas)/melaninas
sintéticas.

melanina
. . Fe;O,@poli melanina extraida de
) poli(dopamina) . o
Atrib. (dopamina) sintética® Glycera

dibranchiata”

v(O-H) 3391 3414 3440 3400
v(Aseo)  2941-2841 2918 -2849 2923 - 2853 2950
v(C=C) - - 1610 1600 — 1650
S(N-H) 1582 1566 - -
v(C-0) 1282 1276 - 1260
5(0-H) 1361 - 1383 1380 — 1400
v(C-Hay) 1169 1177 - -
v(Fe-0) - 567 - -

*(Natalio, Andre et al., 2011); "(Moses, 2006).

4.4.3. Espectrometria de Massas

O experimento de catdlise de oxidacdo da poli(dopamina)
mediada pelo complexo 1 foram realizados nas mesmas condicdes
Otimas utilizadas nos experimentos de cinética homogénea para o
substrato 3,5-dtbc: meio MeOH/H,0 50:50 (v/v) saturado de Oy, pH
6,0 (ajustado com solugdes concentradas de LiOH e HCI) e temperatura
de 25 °C . O complexo foi utilizado em concentracGes cataliticas (1%
em relacdo a concentracdo de dopamina) e a reacdo foi acompanhada
utilizando-se a técnica de espectrometria de massas (ESI-MS) e a versdo
acoplada ESI(+)-MS/MS, ambas no modo positivo.

O mecanismo de polimerizacdo oxidativo pelo qual a melanina
natural é formada é muito complexo e mesmo com as diversas técnicas
de caracterizacdes disponiveis, ndo ha um consenso na comunidade



112

cientifica sobre a estrutura exata deste biopolimero (Dreyer, Miller et
al., 2012; Hong, Na et al., 2012).

O espectro de massa obtido ap6s 15 minutos do inicio da reacdo
(Figura 40) apresenta trés picos principais: m/z 436,87, m/z 452,88 e m/z
568,58. A relacdo direta destes picos com o mondnero, 5,6-
dihidroxiindol (DHI), considerando-se como peso molecular médio
149,15 Da (Reale, Crucianelli et al., 2012), foi muito pouco informativa
e de dificil correlacdo. A técnica de ionizacao utilizada, eletrospray, ndo
produziu um padrdo de fragmentacdo como o observado utilizando a
técnica de MALDI-TOF como método de caracterizacdo (Reale,
Crucianelli et al., 2012).

Uma anéalise mais detalhada por ESI(+)-MS/MS dos fragmentos
do ion m/z 568,58 foi mais elucidativa. A fragmentacdo deste ion pai
produziu trés novos ions, m/z 295,1, m/z 397,4 e m/z 415,1.

@) 10000000 b) 500000 4151
568,58 <
o 8000000 & 400000
=} ~
© 6000000 L 2000004
] I
] °
=] B
@ 40000004 C 200000
8 g
£ £
~ 20000004 436,87 4/52'88 100000 2951 3974
\t A |
o - - - - — o T S T T -
300 400 500 600 700 800 900 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z m'z

C) 4151

416,1

417,1

410 412 414 416 418 420

Figura 40. a) Espectro de massas da reacéo de oxidacéo da dopamina catalisada
(1% mol) pelo complexo 1 em presenca de Oy, apds 15 min de reacéo em pH
6,0; b) ESI(+)-MS/MS do ion m/z 568,58; c) Espectro de massas do fragmento
m/z 4151 (CxH7N3Og - CO) ampliado (azul) e seu espectro simulado
(vermelho); d) Estrutura do oligdmero intacto.
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A partir da analise do padréo isotdpico do ion m/z 415,1 foi
tentativamente atribuido como sendo um pequeno oligdmero formado
por trés unidades de DHI com a perda de 28 Da [(C,4H17N30s) - 28],
referenete a perda de CO.

4.4.4. Andlise Termogravimétrica

Embora muitas aplicacdes das propriedades fisicas e quimicas
das melaninas naturais e sintéticas vém sendo difundidas como, por
exemplo, suas propriedades dpticas e magnéticas (Meredith, 2006),
muito pouco foi acrescentado no que diz respeito as propriedades
térmicas ou dos mecanismos de degradacdo destes polimeros.

Recentemente Shanmuganathan e colaboradores
(Shanmuganathan, Cho et al., 2011) publicaram um estudo onde o
acréscimo de pequenas quantidades de melanina (0,5 — 5,0%, m/m) a
blendas de poli(metilmetacrilato), PMMA, aumentaram
consideravelmente a estabilidade termooxidativa do polimero em até
90 °C.

A andlise térmica da poli(dopamina) sintetizada neste trabalho
utilizando-se o complexo [L“'Cu(-OH),Cu](ClO,), (1) como
catalisador (5,0 % mol) e dopamina como substrato assemelha-se de
forma significativa a sintese de poli(L-DOPA) produzida pelo método
descrito por Deziderio e colaboradores (Dezidério, 2004) (L-DOPA em
DMSO e peroxido de benzoila por 28 dias).

Observa-se que mesmo sendo polimeros oriundos e materiais de
partida diferentes, 2-(3,4-dihidroxifenil)etilamina (dopamina) e L-3,4-
dihidroxifenil-alanina (L-DOPA), a existéncia de acidos carboxilicos na
estrutura da poli(L-DOPA) ndo alteram suas propriedades térmicas de
forma significativa.

Observa-se no termograma da poli(dopamina), (Figura 41 - a),
pequena perda de massa, Am = 7,33% (de ~25 até ~128 °C), que pode
ser atribuida a perda de agua, caracteristica tipicamente conhecida destes
compostos (Gongalves, 2006). Um segundo estagio é observado de ~138
até 900 °C, com Am = 33,0% (T, = 390 °C), referente a degradacédo do
polimero. Tanto a poli(dopamina) quanto a poli(L-DOPA), apresentam
perda de massa, até 800 °C, relativamente préxima (35% < Am < 40%)
ao de outras melaninas como, por exemplo, a extraida da tinta de lula
(Sepia officinalis) (Shanmuganathan, Cho et al., 2011).



114

a)

TGA DITGA
% mgfmin
0.20
Start 24.57C
End 137.56C
100.00) N Onset 28.66C
™ Endset 92.30C
™, Weight Loss -0.162mg

N 7.321% f10

N

80.00 | 0.00

N T

63.22C

Start 137.58C
End 897.25C
Onset 244.98C
Endsct 561.59C
‘Weight Loss -0.730mg 0.10
-33.045%
60.00|
0.20
L 1
0.00 500.00
TemplC]
TGA DITGA
% mgimin
100.00| 0.20
\,
Start 61.85C
End 150.88C 0.10
Onset 58.37C ™
80.00| Endset 90.96C

‘Weight Loss -0.304mg
6.225%

0.00
611.83C 648.94
341.10C
60.00 stant 150.88C Start 509.73¢ .
70.95¢ End 511.30C End seaoc  TTEBIC
Onset 221.75C Onset 666.67C N 010
Endset a11.63C Endset £17.06¢ \
weight Loss -0.841mg Weight Loss -1.153mg .
17.233% 23.743% -
40.00 0.20
. . . .
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
TemplC]

Figura 41. Curva de termogravimetria (TGA - preto) e sua respectiva derivada
(DrTGA - vermelho): a) poli(dopamina) b) Nanoparticulas de ferro recobertas
com poli(dopamina), Fe;0,@poli(dopamina).
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O comportamento térmico das nanoparticulas de ferro, FesOy,
sintetizadas a partir do método de co-precipitacdo, antes de depois da
funcionalizacdo com poli(dopamina) também foram avaliadas por
métodos termogravimétricos. No termograma das nanoparticulas “nuas”
(Figura S6 — Anexos) observa-se dois pequenos estagios de perda de
massa, 25 até 168 °C (Am = 1,13%) e de 168 até 370 °C (Am = 0,50%),
que podem ser atribuidos a perda de pequena quantidade de &gua
coordenadas a superficie do 6xido de ferro, claramente identificados por
infra-vermelho 1627 cm™ §(0-H) (Xu, Qin et al., 2011).

Também se observa que, a partir de 370 °C ha um incomum
acréscimo de massa. Segundo Hu et al. (Hu, Neoh et al., 2006) esse
aumento refere-se a mudanga de fase cristalina de Fe;0, para Fe;Os.

O termograma das nanoparticulas de FesO,@poli(dopamina),
Figura 41 - b), também apresenta inicialmente pequena porcentagem de
perda de dgua (Am = 6,23%, de 62 °C até 151°C), porém um estagio a
mais em comparac¢do com a poli(dopamina) pura.

O segundo estagio apresenta uma temperatura de decomposicdo
média, T, = 341 °C (Am = 17,23%), um pouco distinta da
poli(dopamina) pura e um terceiro estagio, de 510 até 893 °C (Am =
23,7%).

A existéncia de dois estagios distintos de perda de massa pode
tentativamente ser atribuido a diferencas de estabilizagéo térmica entre a
camada de poli(dopamina) mais interna e proximo ao éxido, e portanto
com temperatura de degradacdo superior (terceiro estagio) e a parte do
polimero mais distante da superficie do metal, portanto com temperatura
de degradacéo inferior (segundo estagio).

4.4.5. Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrdnica ¢ uma ferramenta importante na
avaliacdo da morfologia de polimeros, microparticulas e nos mais
diversos tipos de materiais hibridos. As analises da poli(dopamina) e das
nanoparticulas recobertas, Fe;O,@poli(dopamina) foram avaliadas por
Microscopia Eletrénica de Varredura e podem ser visualisadas na Figura
42.
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Figura 42. Analises de microscopia (MEV): c¢) e d) Formacdo da
Poli(dopamina) apds a reagdo com o complexo 1 em meio homogéneo com
magnificagdo de 550 e 4000 X, respectivamente; e) e f) Nanoparticulas de ferro
(Fes0,4) apds o recobrimento com poli(dopamina) em presenga do complexo 1
com magnificacdo de 650 e 3500 X, respectivamente.

Com relacdo as imagens obtidas para a poli(dopamina),
observamos que o polimero apresenta morfologia granular pouco
definida. Os granulos apresentam tamanho maior, embora irregular,
diferente dos polimeros obtidos a partir da dopamina catalisadas por
nanofios de V,0Os (Natalio, Andre et al., 2011). Tanto na sintese da
melanina catalisada com os nanofios, quanto na melanina extraida da
tinta de lula (Sepia officinalis), observa que ambas sdo compostas de
esferas com didmetro variando entre 100 e 200 nm.

Ha diferencas quanto a morfologia das nanoparticulas de ferro
recobertas por poli(dopamina), em relacdo a poli(dopamina) livre. No
caso das nanoparticulas recobertas, observa-se que o material é
organizado em blocos compactos com distribuicdo relativamente
regular. A grande diferenca entre as duas sinteses € que, no caso da
poli(dopamina) a associacao entre os oligdmeros pode ser feita a partir
de ligacGes de hidrogénio e interacdes do tipo “n- stacking” durante e
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apos o processo de sintese (Dreyer, Miller et al., 2012). No caso das
nanoparticulas, o uso de ligantes contendo grupos catecOis e grupos
acidos (carboxilatos) para auxiliar no recobrimento da superficie é
bastante conhecido (Shultz, Reveles et al., 2007; Jun, Lee et al., 2008).

E muito dificil de determinar o mecanismo de polimerizacéo e a
maneira com que o polimero se comporta com a presenca das
nanoparticulas no meio reacional. Estudos complementares de
Microscopia Eletronica de Transmissdo serdo necessarios para
caracterizar a dispersividade dos nanocompasitos.
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5. CONCLUSOES

T Os dois ligantes L' e L®™ foram sintetizados e
caracterizados obtendo-se bons rendimentos;

T A partir dos ligantes L' e L® foram sintetizados dois
complexos, [L'Cu(~OH),Cu"](C104), e [HL*"Cu(-
OH),Cu'"(OH,),](Cl0.)s, sendo inédito o complexo contendo o ligante
L*". Os complexos tiveram sua estrututa de raios X resolvida
parcialmente e foram caracterizados por diversas técnicas
espectroscdpicas e eletroquimicas;

t Os complexos estudados estdo coordenados de maneira
similar e duas pontes x~OH. As caracterizagbes espectroscopicas
suportam o que foi observado em estado sélido;

t A presenca de pontes foi explorada por potenciometria
apenas para o complexo 1, formencendo dois valores de pKa, 5,03 e
6,03, para a desprotonacdo das moléculas de agua;

t A espectroscopia de EPR mostrou que o complexo 1 é
silencioso, difenrente do complexo 2 e dos sélidos 1-SiO, e 2-SiO,,
indicando que para estes catalisadores imobilizados, ndo ha evidéncia de
formacdo de ponte 1~OH;

t Os estudos de adsor¢do mostraram que o complexo 1 é
adsorvido na silca de maneira fisica, o que justifica a diferenca de
concentracao dos dois complexos nos suportes sélidos;

t A modificagdo prévia da silica com SOCI, aumentou a
imobilizacdo do complexo 2 na silica em aproximadamente onze vezes
em relacdo ao complexo 1;

t A partir dos dados espectroscdpicos, eletroquimicos e
dos parametros cinéticos, foi possivel propor um mecanismo para a
oxidacdo do substrato-modelo 3,5-dthc pelos complexos 1 e 2;

t O catalisador 2-SiO, foi testado para a oxidagédo
substrato 3,5-dthc e os parametros cinéticos obtidos sdo inéditos para
um catalisador hibrido com este substrato;
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t O complexo 1 foi testado também na oxidacdo da
dopamina e esta reacdo foi acompanhada por espectroscopia UV-Vis e
espectrometria de massas;

T O produto de oxidacdo da dopamina, poli(dopamina), foi
caracterizado por 1V, TGA e MEV e foi utilizado para o recobrimento de
nanoparticulas de 6xido de ferro in situ;
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Figura S1. A voltametria de pulso diferencial registrados para os complexos, 1
(1,0 x 10° mol L™ e 2 (1,02 x 10° mol L™). Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia Ag/AgCl,
eletrélito suporte: NaClO, (1,0 mol L™); Tampdo MES (1,0 x 10" mol-L™%),
solvente MeOH/H,0 (1:1); pH 6,0 (complexo 1) e 6,5 (complexo 2); velocidade
de varredura: 25 mV.s™; padréo: hexacianoferrato de potéassio; amplitude: 25
mV; velocidade de varredura 20 mV s™.
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Figura S5. Espectros de EPR no estado sélido dos complexos em estado sélido
le2a77e298K.



136

TGA DrTGA
% mg/min
10000~ .20

Start 25.00C Start 168.54C
End 168.54C End 370.720
Onset 5.58C Onset 271.00¢ o-10
Endset 123.02¢ Endset 318.33C
‘Weight Loss -0.048mg Weight Loss -0.021mg
1.129% 0.502%

s0.00f e . T T 0.00
103.47C 298.12C

80.00) 0.20

. . . . . .
100.00 200.00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp[C]

Figura S6. Curva de termogravimetria (TGA - preto) e sua respectiva derivada
(DrTGA - vermelho) nanoparticulas de éxido de ferro Fe;O,, sintetizadas por
co-precipitacéo.
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