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RESUMO

Foram calculados os parâmetros termodinâmicos de ativa 
ção para a hidrólise básica da acetilcobalamina (AH^ = 24,7 -
1,8 Kcal/moi; A S^ = 14,7 - 5,9 u.e.;AG^ = 20,4 Kcal/moi) e ace-t
tilcobinamida (AH^ = 16,5 - 0,8 Kcal/mol;AS^ = - 10,3 - 3,8 u.e.; 

AG = 19,6 Kcal/mol), a partir dos valores encontrados para as 
constantes de velocidade específica de segunda ordem (k^), nas 
diferentes temperaturas.

O composto aquoacetilcobinamida mostrou-se mais reativo 
que o composto acetilcobalamina, sendo que a forma hidroxiacetil 
cobinamida apresentou reatividade desprezível nas condições expe 
rimentais do presente trabalho. A variação nas energias livres 
de ativação foi interpretada em termos de efeitos compensatórios 
envolvendo entalpias e entropias de ativação. A contribuição da 
entalpia de ativação refletiria uma maior dispersão de carga, en 
volvendo a rede do solvente para o caso da acetilcobinamida, sen 
do que parte relativa â entropia de ativação desfavorece a reação 
para o caso da acetilcobinamida. As entropias de ativação são 

comentadas levando-se em consideração as diferenças conformacio- 
nais do anel corrínico â medida que se avança na coordenada da 
reação. O sistema acetilcobalamina estaria distorcido enquanto 
que o sistema acetilcobinamida seria muito mais simétrico.

Os dados foram analizados levando-se em consideração as 
diferentes densidades eletrônicas sobre o átomo de cobalto â me­

dida que se troca o quinto ligante, sendo que a dificuldade na 
eliminação do grupo de saída para gerar a espécie formal do Co(I),
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tem relação direta com a capacidade de doação sigma desses ligan 
tes. Desse modo, a ordem de efeito trans .H^O^,6-dimetilbenzimi- 
dazol>OH , se apresentou de maneira inversa à ordem de basicida- 
de desses grupamentos. Os resultados obtidos sugerem um mecanismo 
do tipo BAC2, entretanto não se devendo descartar a possibilidade 

de um mecanismo ElcB.

m
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ABSTRACT

The thermodynamic activation parameters for the 
basic hydrolysis of acetilcobalamine (AH^ = 24,7 - 1,8 Kcal/mol;

AS^ =14,7 - 5,9 u.e.; AG^ = 20,4 Kcal/mol), and acetylcobinamide 
(AH^ = 16,5 - 0,8 Kcal/mol; AS^ = -10,3 - 3,8 u.e.; AG^ = 19,6 
Kcal/mol), were determined from the specific second order rate 

constants (k̂ ) , at different temperatures.

The compounds aquoacetylcobinamide is more reactive 
than acetylcobalamine, and the hydroxoacetylcobinamide form was 
unreactive in the experimental conditions employed in this work.
The difference in free activation energies was interpreted in 
terms of compensation between activation enthalpies and activation 
entropies. The enthalpic part probably reflects charge dispersion 
in the solvent sphere for the acetylcobinamide, with the entropic 
term disfavoring the reaction in this case. The activation 
entropies were explained in terms of conformational changes of the 
corrin system along the reaction coordinate. The acetylcobalamine 
is distorted and the acetylcobinamide system is more symmetrical.

In the interpretation of the experimental datas, 
it was taken into consideration that different electronic densi­
ties at the cobalt atom occur as the fifth ligand is changed.
Thus, the elimination of the leaving group in order to create the 
formal Co(I) specie, should have a direct relation with the sigma 
donor character of these ligands. It follows that the trans effect, 
H2O >5,6-dimetylbenzimidazole>OH , is in the inverse order of the 

basicities of the ligands. The results suggest a BAC2 mechanism, 

but the possibilitis of an ElcB tipo mechanism cannot be discarded.
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CAPÍTULO I

1. INTRODUÇÃO

Muito interesse tem se concentrado na química e bioquí­
mica da Vitamina B^íl), e modelos relacionados com sistemas cor- 
rínicos (2). Pratt e colaboradores (3), realizaram estudos do 
efeito termodinâmico trans em alguns desses sistemas, mas até a- 
gora nada consta na literatura sobre efeito cinético e termodinâ- ■/'> 
mico trans no estudo da hidrólise na acetilcobalamina.

Os sistemas corrínicos são apropriados para esse tipo 

de estudo pelas seguintes razões (1,3):

a) A coordenaçao octaedral elimina a incerteza relacionada com a 
ligação de outros ligantes, como é o caso para complexos qua - 

dro-planos.

b) 0 anel corrínico evita isomerizações do tipo cis-trans, ou seja, 

tem-se no caso um sistema "planar rígido" e, dois -ligantes (um 
acima e outro abaixo do plano do anel), que podem ser intercam 
biados num ataque por outro ligante.

O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento 
cinético e termodinâmico na hidrólise alcalina da acetilcobalami­
na e acetilcobinamida, à vários pH e temperaturas. Fazendo-se um 
estudo paralelo desses dois compostos, tentar-se-ã propor mecanis 

mos consistentes que levarão a um raciocínio mais global em ter­
mos de efeito trans.

Em continuação apresentar-sè-ã uma revisão da química 

da Vitamina e algumas considerações acerca de hidrólise de
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ésteres, as quais ajudarao na interpretação dos resultados deste 

trabalho.

2. QDÍMICA DA VITAMINA B12

S
2.1. Estrutura Molecular e Nomenclatura

A nomenclatura das cobalaminas e seus derivados é reg_i 
da pela IUPAC (4). A diferença básica entre cobalaminas e cobi - 

namidas prende-se ao fato de nas cobalaminas ter-se presente' o 
ligante 5,6-dimetilbenzimidazol (BZ), na quinta posição de coor­

denação ao cobalto, enquanto que nas cobinamidas este ligante 
está ausentesendo substituído por uma'molécula de água ou outro 
ligante. A figura 1 ilustra essa diferença e apresenta a estru­
tura para sistemas corrínicos. Fazendo-se uma hidrólise ' ácida 
tem-se a quebra da ligação na posição indicada pela seta, sendo 
o método mais usual para obtenção de cobinamidas a partir de
cobalaminas (5).

O sistema corrínico lembra o anel porfirínico, com a 
grande diferença entre os dois residindo na conjugação do anel. 

Enquanto o anel porfirínico apresenta 22 elétrons' ir , o sistema 
corrínico apresenta somente 14 elétrons ir. Vê-se na figura 2 o 

esqueleto para complexos metal-corrínico e metal-porfirínico com 

grupamentos acetato e propionato nas cadeias laterais dos anéis 
(6 ).

0 sistema corrínico é menos ressonante que o porfirí - 

nico e parece não ter aromaticidade (mesmo que apresente 4n + 2



Figura
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(a)

Figura 2. Estrutura para o sistema metal-corrínico (a) e metal- 
-porfirínico (b), onde se destacam os grupamentos ace- 

tato (A) e propionato (P) nas cadeias laterais. A di­
ferença em conjugação é indicada pelo traço mais forte 
contornando o anel.



elétrons tt ) , pois a conjugação não se estende ao longo de todo 
o anel devido a uma interrupção de deslocamento de orbitais tt 
entre os anéis pirrõlicos. Este comportamento se explica pela 
falta de uma ponte de metilèno e a pouca planaridade em compara- < 
ção com o anel porfínico (5) r

^  N 0 grande número de derivados da Vitamina (cianoco-
balamina) resulta da troca de ligantes axiais ao cobalto.’ Assim 
se na figura 1, R = CN (cianocobalamina); R = H^O (aquoçobalami 

na = Bi2a  ̂/' R = 0H (hidroxicobalamina = ' R = al(3uil (al-
quilcobalamina); R = acetil (acetilcobalamina), etc. .

/-x Para cobinamidas a nomenclatura ê semelhante, acompa­
nhando-se sempre a terminação correspondente. Ex.: diaquocobina- 
mida, quando os dois ligantes axiais ao cobalto são moléculas de 
água; acetilcobinamida, quando na quinta posição de coordenação■
tem-se uma molécula de água e a sexta posição de coordenação ê 
ocupada pelo grupo acetil.

2.2. Estados de Oxidação do Cobalto

O cobalto nas cobalaminas e derivados corrlnicos pode 

se encontrar em três estados de oxidação, de acordo com o esque­
ma 1 .

A A redução Co(III)--->Co(II)--->Co(I), se realiza na

ausência de oxigênio por alguns redutores como: Zinco em p5 e 
solução a 10% de cloreto de amónio; borohidreto de sódio, íon 
cromoso a pH entre 9 —  10; ácido ascõrbico; ou processos ele - 
trolíticos (5,7,8).
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Vitamina B^ 3 
R = H20
(coordenação 6)

Vitamina B-^r

(coordenação 5) (coordenação 4)

Esquema 1. Estamos de oxidação do cobalto nas cobalaminas e deri­

vados corrínicos.

Um diagrama da distribuição eletrônica para o átomo 

central de cobalto na Vitamina B-^» nos três estados de oxidação, 
pode ser visto na figura 3. A espécie Co(III) é diamagnética com 
os orbitais lo e 2o responsáveis pelos orbitais moleculares com 
os ligantes -axiais . Percebe-se pelo diagrama que a ligação 
axial com o orbital 2o produz um grande efeito nos níveis ener­
géticos de orbitais tt . A Vitamins é um complexo Co (III) que 
apresenta grande labilídade em reações de intercâmbio de ligan -
tes, sendo tal fato tontrastante com a estabilidade de complexos

6 -simples do tipo d (1) . Na Vitamina B-^r/ com o cobalto no esta­
do de oxidação II, o orbital l.o acomoda o ligante BZ e o orbital

2 - -3dz possuindo um eletron desemparelhado, torna-a paramagnetica
e confere-lhe a importante propriedade de reagir através de rad.L

cais livres. Na Vitamina ° orkital dxy está vazio e o or-
2 - ■ ■ -bital dz acomoda 2 eletrons, sendo que o complexo e diamagnética
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Figura 3. D.iagrama- <ia distribuição eletrônica para a Vitamina 

B^2’ nos três estados de oxidação.
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A presença de 2 elétrons neste orbital faz com que o ■ complexo 
Co(I) se comporte como uma base de Lewis. Na realidade a Vitamina 
B-̂ 2s é extremamente nucleofílica e porisso Schauzer (10), deno- 

minou-a de supernucleõfilo. Sendo uma base de Lewis ê possível 
de coexistir em equilíbrio de protonação que em meio ácido, re­

sulta na formação de um hidreto, conforme o esquema 2 (11).

H

Hidre to

+ H'

Esquema 2. Produção do hidreto da Vitamina

A espécie Co/(I) não é estável em meio acido pô LS &
\dreito j)r6duzido se decompõe em Vitamina e hidrogênio nascen
te. O hidreto ê um intermediário muito importante para a síntese 

de derivados da Vitamina (5).

Algumas reações de adição oxidativa ao Co(I) na Vitaini 

na B^2s / podem ser vistas no esquema 3. Estas reações resultam 
na formação de alquil ou acetilcobalaminas, onde o cobalto tem 

o número de oxidação três.



- 9 -

COCH cooc2h5

Esquema 3. Reações de adição oxidativa ao Co(I) na Vitamina B^2S *
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2.3. Espectros Eletrônicos

Um dos métodos mais convenientes paĵ a se identificar um 
derivado da Vitamina s a espectroscopia de absorção eletrôni­
ca. A figura 4 apresenta os espectros correspondentes aos três 
estados de oxidação do cobalto da Vitamina B-^ •

Em geral, três bandas relativamente fortes aparecem pa 
ra todos os sistemas corrínicos. Elas são usualmente denominadas 

de a, B, y , em analogia â terminologia usada no espectro das por- 
firinas (12). Pratt e colaboradores num trabalho extensivo (13), 
apresentaram um critério que sumariza os espectros de absorção 

dos derivados da Vitamina B ^  em quatro tipos padrões. A figura 
5 apresenta o espectro A como sendo do tipo normal (dicianocoba - 

lamina), passando por espectros do tipo B e C, considerados in­
termediários, e finalmente um espectro do tipo D, considerado anô 
maio (metilcobalamina em meio ácido).

As transições eletrônicas responsáveis pelo espectro de 
absorção na Vitamina B-^/ na parte visível do espectro, ocorrem 
devido ao sistema ressonante do anel corrínico. As absorções se­
riam demasiado fortes para serem consideradas como transições do 
tipo d-d,.e muito fracas para serem transições de transferência 
de carga tipo metal-ligante ou ligante-me-tal, pois em sistemas 
corrínicos livres de metal espectros similares (deâcobaltocobala- 
mina) são observados. Assim o metal e suas ligações axiais atuam 
no sistema cromõforo modificando a densidade eletrônica do anel e 

deslocando ou suprimindo absorções. Desse modo tem sido aceito 
 ̂ * que as transições são todas do tipo ir-ir (5,12).
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A, nm

Figura 4. Espectros correspondentes aos três estados de oxidação 
do cobalto na Vitamina
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Figura 5. Tipos padrões de espectro de absorção dos derivados da 

Vitamina B^- Tipo (A), como sendo normal (dicianocoba 
lamina); Tipos (B) e (C), considerados intermediários 
e tipo (D), considerado anômalo (metilcobalamina em 
meio ácido).
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O esquema 4 apresenta as transições que dão origem às

bandas a e 3 (transições E^--- s- Eg) , sendo que a banda y tem
sido considerada (5,12), como sendo do tipo Eg----» Eg ou E ̂ Ê , 

pois são praticamente da mesma energia.

Esquema 4. Transições que dão origem às bandas a , 3, e y.

2.4. O Efeito Trans

O efeito trans ê definido por Huheey (14) como sendo a 
capacidade que um ligante tem de labilizar a ligação do grupamen­
to na posição trans. Segundo Cotton (15), tal efeito é um fenômeno 
cinético e, desse modo, seria o efeito de um grupo coordenado so­
bre a velocidade de substituição na posição trans a esse grupo , 

em complexos octaêdricos ou quadrado-planos.

Pode-se tentar explicar o efeito trans através da teoria 
de polarização de Grinberg que enfoca primariamente efeitos no 
estado fundamental da ponte ligante-metal-ligante em trans. O
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esquema 5 representa esse tipo de fenômeno. 0 íon metálico induz 
um dipolo no ligante L que por sua vez provoca um dipolo induzi­
do no metal. A orientação desse dipolo no metal ê no sentido de 
repelir carga negativa no ligante X em trans.

L M X

Esquema 5. Polarização ligante-metal-ligante para o efeito trans.

Um trabalho inicial foi apresentado por Pratt e cola­

boradores (3), nessa área de corrinóides, para determinas cons - 
tantes de equilíbrio em intercâmbio de ligantes. Especial atenção 
foi dispensada à maneira com que um ligante axial fixo influencia
o equilíbrio. A tabela I apresenta esse tipo de comportamento. Os 
valores de pKa se referem ao intercâmbio de um ligante axial X , 

na quinta posição de coordenação ao cobalto, por outro Y, fixan - 
do-se L, conforme o esquema 6 .

Nesta série de dados a influência mais significativa do 

efeito trans, se observa para os casos de deslocamento de água 

por cianeto. A diferença em constante de equilíbrio, quando água
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TABELA I

Constantes de equilíbrio para a substituição de ligantes axiais, 

segundo o esquema 6.

X Y i. Sistema pKa

(i) h 2o OH" Aquocobalamina 7.8,

Diaquocobinarnida 6.0

Cianocobinamida. 11.0

.Me th i1cob in ami da 14.0

(ii) í-̂ O CN Diaquocobinarnida -14.0

Aquocobalamina -12.0

Cianocobinamida -8.0

Methilcobinamida -3.0

(iii) H^O BZ Aquocobalamina +2.4

Cianocobalamina -0.1

EthiniIcobalamina -0.7

Vinilcobalamina -2.4

Me th i 1 cob a-l ami na -2.5

Coenzima B ^  -3.4

(iv) BZ CN Cianocobalamina -4.0

Ethinilcobalamina -2.7

Vinilcobalamina -0.7

MethiIcobalamina -0.1
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+ Y

Esquema 6 . Intercâmbio de ligantes em sistemas corrínicos.
X = e Y = OH ou CN para cobinamidas.

X = f^O ou BZ e Y = BZ ou CN para cobalaminas.

ê o ligante em trans e o ligante em trans êmetil, é de 10^. Por 
tanto, o ligante axial em trans (L), exerce uma influencia mar - 
cante na química do ligante axial oposto a êlè (X).

3. DERIVADOS DE ÁCIDOS CARBQXlLICOS

A estrutura (I) é normalmente considerada (16)como re­

presentativa de derivados de ácidos carboxílicos, como: ésteres, 
anidridos, amidas.

R

X>
: O

Estrutura I.
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Os derivados dos ácidos carboxílicos, têm sido objeto 

de intensa investigação, tendo em vista sua importância central 
em química orgânica e sistemas bioquímicos (17,18). A seguir 
apresentar-se-á uma rápida revisão sobre hidrólise de ésteres, 
de grande utilidade na interpretação dos resultados da hidrólise 
alcalina da acetilcobalamina e acetilcobinamida.

3.1. Hidrólise de Ésteres

Inicialmente, Ingold (19) classificou oito tipos de 

mecanismos para hidrólise de ésteres de acordo com o esquema 
mostrado na tabela II. Uma nova categoria foi adicionada mais 
recentemente (20), com o mecanismo tipo ElcB (eliminação unimo - 
lecular da base conjugada) para a hidrólise alcalina com ruptura 

da ligação aci1-oxigênio.

A sub-divisão primária ê feita com base no rompimento 

da ligação acil-oxigênio ou alquil-oxigênio. Este tipo de ruptura 

ê mostrado na estrutura (II).

0
/R— C >---» Ruptura acil-oxigenio

O-f-R'
I---- » Ruptura alquil-oxigênio

Estrutura II.
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As reações que se processam pela ruptura da ligação 

alquil-oxigênio, são de substituição nucleofílica no carbono sa­

turado, tendo como grupo de saída um carboxilato ou um ácido car 
boxílico. Este tipo de grupo de saída é uma base fraca.

Dos mecanismos apresentados, interessam de maneira es­
pecial para o presente trabalho, aqueles que involvem ruptura 
acil-oxiginio em catálise básica, por se assemelharem âs ruptu­
ras acil-cobalto esperadas nas reações de hidróxido com acetil - 
cobalamina e acetilcobinamidas. Desse modo as possibilidades me- 
canísticas estariam restritas aos mecanismos BAC1, BAC2 e ElcB . 

A catálise básica com ruptura acil-oxigênio do tipo BAC1 ainda 
não foi .observada, sendo que a hidrólise tipo BAC2 é quase uni­

versal (20) .

O mecanismo geralmente aceito para reações do tipo 
BAC1, apresenta a etapa lenta da reação como sendo a decomposição 
unimolecular do éster na primeira etapa da reação (esquema 7).

R--C —  OR' LEN^-> R —  C @  ) R--C-- OH °R-'~> R-- C -- O®
II II - O R ’ || - R 1 OH ||
O 0 0 0

Esquema 7.

Para as reações que procedem via um mecanismo BAC2 a 

etapa determinante da velocidade é o ataque do íon hidróxido so­
bre a carbonila sendo que a reação se procede através de um 
intermediário tetraêdrico (esquema 8)„
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OH

— I DR 1 (C\R --C ---OR' + OH --- -■» R-- C ---OR' ------> R — C — OH .---> R— C —  0W
|| * U  ~0 R ' II -R'OH ||
O O O O

Esquema 8.

O mecanismo ElcB procede via abstração de um prõton li­
gado ao carbono a da carbonila, formando um intermediário carba - 
niônico o qual se decompõe unimolecularmente dando origem a uma 
cetena que sofrendo hidrólise rápida gera o carboxilato correspon 
dente (esquema 9).

H
I 0  H2°--C-- C-- OR1 = = ± - C -- C-- OR'-----> — C =  C =  0 ---- »
| || , 1 II "OR' . I

O O
! '

Esquema 9..

4 . CONSIDERAÇÕES SOBRE A ACETILCOBALAMINA

As pesquisas realizadas por Bernhauer e Irion (21), mos 
traraffi que o grupo acila ligado ao cobalto nas cobalaminas é rea­
tivo, ê que por ataque de um nucleõfilo sofre degradação. No caso 
partiéülãr da àíãètiicóbalamina, o ataque por íon hidróxido pode 

ser visualizado rio èsqüèma 10. O mecanismo proposto pelo grupo de

H

O



- 2 1  -

OH

Esquema 10. Reação da acetilcobalamina com o íon hidróxido, na 

presença de iodeto de metila (anaerobicamente), e na 
ausência de iodeto de metila (aerobicamente).
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pesquisadores envolve uma ruptura heterolítica da ligação cobal- 

to-carbono. Como intermediário forma-se a Vitamina B^2s, que em 
condições aerõbicas, produz a Vitamina B-^b, e em condições ana- 
eróbicas, na presença de iodeto de metila, gera metilcobalamina. 
Rupturas heterolíticas em ligações cobalto-carbono, tais como as 
postuladas por Bernhauer e Irion, têm sido apresentadas em rea-

I

ções de alquilcobalaminas. Assim, Hogenkamp e colaboradores (22), 
estudaram a decomposição por hidróxido da cianoetilcobalamina em 
condições anaerõbicas e pH acima de 7,9 resultando na formação 

de Acrilonitrilo e Co(I) (Esquema 11).

CH3— CH2— C =  N

+ CH2=CH — C = N +  H20 
(acriloni trilo)

(cianoetilcobalamina)

Esquema 11. Decomposição anaeróbica por íons hidróxidos da ciano 

etilcobalamina.

Mais recentemente Ademir Neves e Faruk Nome (23) estudaram a

decomposição do composto B-^-DDM Por hidróxido, catalizada por 

micela, e postularam um mecanismo como sendo do tipo E2 ou Elcb, 
como mostra o esquema 12.

OH
anaerobi
camente



(vitamina B-̂ -DEM)

MÊMtmxm&iiumauãmjiiMtoaiam

+ /  C o ( I ) f f  + BH+

Esquema 12. Decomposição catalisada por micelas do composto B^-DEM»

O esquema 13 apresenta alguns aspectos da química da 
acetilcobalamina. Em geral, em presença de ácidos a acetilcobala 
mina é estável, sendo que em presença de hidróxido ou outro nu- 
cleõfilo é degradada. Outra característica importante da ligação 

acil-cobalto é a sua susceptibilidade à fotõlise. Na presença de 

luz, a acetilcobalamina é rapidamente degradada e como produto 
tem-se a Vitamina numa reação que é típica de alquil-coba-
laminas.

C
/  \H H
(DDNU)



(vitamina B12 '

'-ACOH
(acetilcoba-

H
(vitamina

estável por vários dias

Esquema 13. Algumas reações aerõbicas da acetilcobalamina.
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CAPITULO II

PARTE EXPERIMENTAL

1. INSTRUMENTAÇÃO

Os espectros de absorção nas regiões ultra-violeta e vi­
sível, para caracterização dos substratos, foram conseguidos uti­
lizando-se espectrofotômetro Shimadzu modelo UV-210 A, equipado 
com registrador Shimadzu U-135, dispondo de células de quatzo com 
caminho õtico de 1 cm. As medidas de acompanhamento cinético foram 
realizadas no mesmo aparelho, tendo-se acoplado ao equipamento um 
banho termoregulador Haake FJ, que fornecia um fluxo contínuo de 
água a temperatura constante a célula de reação, com oscilações 
de - 0,1°C. Para medidas de pH utilizou-se um pH-metro digital 
micronal B-222. Para aplicações das amostras nas corridas cinéti­
cas utilizou-se uma microseringa Hamilton de 10yi.

2. MATERIAIS E MfíTODOS

Todos os reagentes, pro-anãlise, empregados neste tra­

balho foram conseguidos de firmas comerciais especializadas. A 
Vitamina (acetato de aquocobalamina), Merck, foi analisada

por espectroscopia UV-Visível (figura 6) e utilizada sem prévia 
purificação. Na obtenção de atmosfera extritamente isenta de oxi­
gênio* para as sínteses, utilizoü-se Argônio ultra.puro White Mar 
tins. Os reagentes borohidreto de sôdio, zinco em pó, anidrido 
acéticot' ácido clorídrico e cloreto de amónio, foram adquiridos



- 26

400 500 600

X , nm

Figura 6. Espectro de absorção UV-Visível da Vitamina B12a em 
água a 25°C, de procedência Marck, utilizada na sínte 
se dos substratos.
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da Merck. Os solventes utilizados em processos de extração, bem 
como a silica gel para coluna cromatográfica e a resina catiômca 
utilizada na eliminação de zinco, tinham procedência Merck, Eci- 

bra ou Reacrem.

3. SÍNTESES

3.1. Obtenção do Composto Acet-ilcobalaiaina

Este composto foi sintetizado na ausência de luz para 
evitar a fotõlise. A câmera de reação consistia de um balão de 
três bocas envolvido em papel escuro revestido com papel aluminia.
0 sistema permaneceu na capela, com o laboratório em condições de 
pouca claridade, durante todo o processo de síntese e purificação 
do composto. 0 esquema 14 representa os processos envolvidos nes 

ta síntese. Utilizou-se normalmente 150 mg de Vitamin^ Bj.2a em 
50 ml de solução a 10% de cloreto de amónio e 2 g de zinco em põ,„

CH.

Esquema 14. Síntese da acetilcobalamina.
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sob atmosfera de argònio. Após 15 minutos de reação, adicionou-se 
â essa mistura 2 ml de anidrido acético. Deixava-se a reação por 
mais 5 minutos e imediatamente se fez extração com fenol (11,12). 
Toda a acetilcobalamina foi extraída para a camada fenólica e a 
parte aquosa foi desprezada. Em seguida, adicionou-se 100 ml de
uma mistura 4:1 de éter-acetona e 1,5 ml de água destilada. Al
acetilcobalamina passava ã fase aquosa, e seguiu-se extraindo o 
fenol restante com porções sucessivas de éter etílico. O composto 
foi passado por uma coluna de silica gel tipo 60, usando-se meta­
nol como eluente. As frações foram recolhidas e caracterizadas por 

espectroscopia UV-Visível. Concentrou-se a solução com evaporação 
rotatória e a pureza do composto foi comparada com a literatura 

disponível (11). Na etapa seguinte foi feita a eliminação de zinco. 
Passou-se o composto através de uma resina catiônica ativada,
usando-se água destilada como eluente. Extraiu-se novamente o
composto com fenol, seguido da passagem para a fase aquosa.

3.2. Obtenção do Composto Acetilcobinamida

A síntese deste composto pode ser representada através 
do esquema 15. Primeiramente gerou-se o composto acetilcobalamina, 
que foi submetido a extração com fenol, conforme descrito anterior 
mente. Antes de se passar pela coluna de silica gel, fez-se uma 
hidrólise ácida do fosfato no ligante 5,6-dimetilbenzimidazol (24), 
adicionou-se 10 ml de ácido clorídrico concentrado e aquecendo-se 
por 5 minutos à temperatura de 65°C. Em seguida a amostra era pu­
rificada por extração com fenol e cromatografia em coluna de si­
lica gel tipo 60, como já descrito para a acetilcobalamina. A
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CH- 'CH-,
I 3 I 3c u r o  c z r o

Esquema 15. Síntese da acetilcobinamida.

identificação foi feita por espectroscopia UV-Visível, em compara 

ção com a literatura (11). Os espectros de absorção UV-Visível , 
para os compostos acetilcobalamina e acetilcobinamida, além dos 
produtos obtidos por fotõlise aerõbica, podem ser vistos nas figu 

ras 7 e 8 respectivamente.

4. CINfiTICÃS

A velocidade de degradação da acetilcobalamina era se­

guida em 357 nm, acompanhando-se o aparecimento da Vitamina 
A degradação da acetilcobinamida era acompanhada em 343 nm, se­
guindo-se o aparecimento do composto dihidroxicobinamida. Todas 
as corridas cinéticas foram realizadas em condições de pseudo-pr_i
meira ordem, adicionando-se 15yl-de uma solução de acetilcobalami

_2na ou acetilcobinamida (3,2 a 3,5 X 10 M) a 3,0 ml de uma solu­
ção termostatizada de base. As soluções de hidróxido de potássio



Ab
so

rb
ân

ci
a

- 30 -

X , nm

Figura 7. Espectro de absorção UV-Visível da acetilcobalamina em 
água a 25°C (-----) ; Fotõlise da mesma amostra (-- — ) .
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300 360 420 480 540 600

X , nm

Figura 8. Espectro de absorção UV-Visível da acetilcobinamida em 

água a 25°C (-----); Fotõlise da mesma amostra (----)
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foram tituladas volumetricamente, três vezes, usando-se alaranja­
do de metila como indicador, com erro inferior a 1%. Foram deter­
minadas as constantes de velocidade a várias concentrações de íons 
hidróxidos nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. Gráficos linea­

res de Ln ( -  Afc) versus tempo, mostraram comportamento linear 
(figuras 9 e 10). Os valores numéricos das constantes de velocida 
de foram calculados por regressão linear.
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t(seg.)
Figura 9..'. Determinação da constante de velocidade de pseudo

-primeira ordem para a degradação por base (|0H- |t = 

0,05 M), do composto acetilcobalamina a 25°C (O) , 
30°C (•), 35°C (□), e 40°C (■).
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t(seg.)

Figura 10.Determinação da constante de velocidade de pseudo-primei 
ra ordem para a degradação por base ( |0H |t = 0,05 M), do 
composto acetilcobinamida a 25°C (O) / 30°C (#), 35° C 

(□ ) , e 40°C (S ) .
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CAPÍTULO III

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Na presença de íons hidróxidos ( |0H |> 10 2 M) , o espec- 

tro da acetilcobalamina muda irreversivelmente, sendo o espectro

mudança espectral é consistente com os dados existentes na litera 
tura (21), e permite se acompanhar a cinética de formação do pro-

*

duto a 357 nm, comprimento de onda onde existe a maior diferença 
de absortividade molar entre reagentes e produtos. Fenômeno simi­
lar ocorre com a acetilcobinamida, a qual gera dihidroxicobinamida 
(figura 12). O comprimento dé onda mais adequado para se acompa­
nhar a formação do produto localiza-se em 343 nm. O esquema 16 ê 
consistente com as mudanças espectrais que ocorrem em soluções 

concentradas de base l

final idêntico ao espectro da Vitamina (figura 11) . Essa

CH3
C=I0 OH

OH

X X

X = H2O (acetilcobinamida) 
X = BZ (acetilcobalamina)

X = OH (dihidroxioobinamida)
X = BZ (hidroxicobalamina)

Esquema 16. Degradação por base da acetilcobalamina e acetilcobina 

mida.



Ab
so

rb
an

ci
a

- 36 -

X, nm

Figura 11. Espectro de absorção UV-Visível da acetilcobalamina em
! .... ' .

água a 25°C (-----); Espectro de absorção UV-Visível da
acetilcobalamina em KOH 1,0 M a 25°C (----).
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300 360 420 480 540 600

X, nm

Figura 12. Espectro de absorção UV-Visível da acetilcobinamida em
água â 25°C (--- — ); Espectro da absorção UV-Visívelda
ácêtilcobinãmida em KOH 0,8 M a 25°C (--- ).
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A velocidade de hidrólise da acetilcobalamina foi medi­
da a diferentes temperaturas e concentrações de hidróxido (tabela 
III). Como pode ser visto nas figuras 13 e 14, em toda a faixa de 
temperatura entre 25 a 40°C existe uma dependência linear entre 
a constante observada de pseudo-primeira ordem/kobs, e a concen­
tração do íon hidróxido. Portanto a reação ê de segunda ordem to­
tal, sendo de primeira ordem em relação à acetilcobalamina e de 
primeira ordem em relação ao íon hidróxido. A dependência linear 
com relação ao íon hidróxido elimina a possibilidade de um meca - 
nismo BAC1, sendo que somente mecanismos BAC2 e BlcB poderiam o- 
correr. Usando os valores de k2, determinados a partir dos coefi­
cientes angulares dos gráficos de k- versus concentração de

hidróxido (equação 1) , foram calculados os parâmetros termodinâmi.

k , = k0 |0H I (1)obs 2 1 1

cos de ativação para a reação. A energia de ativação (Ea), foi 
calculada a partir dos valores de Lnk2 versus 1/T (figura 15), 
segundo a equação de Arrhenius (equação 2). As entalpias de ativa 
ção (Al/), entropias de ativação (AS^) e energias livres de ati­
vação (Ag^) foram calculadas a partir das equações (3), (4) e (5) 
respectivamente (25). Os valores de k2 para as diferentes tempera 

turas e os parâmetros termodinâmicos de ativação se encontram na 
tabela IV.

Lhk 2 = LnA - Ea/RT (2)

Af/ = Ea - RT ' (3)
1<'Vy+"ASVR = Lnk2 - Ln- ~ p - + Ea/RT - n (4)

AG^ = At/ - TAS^ (5)
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TABELA III

Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira ordem para 
a degradação por hidróxido da acetilcobalamina.

25°C u> o 0 O 35°C >£> O 0 O

)H~ | t M kobs x 10+ ŝ-l kobs x 10+ ŝ-l kobs x 10+\-l kobs x IO"1

0,05 0,91 1,71 3,80 7,61

0,10 1,89 3,84 8,05 13,40

0,20 3,80 7,p3 14,16 23,30

0,40 7,32 13,50 30 ,91 51,00

0,60 11,24

0,80 14,63

1,00 18,00
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|OH-| M

Figura 13. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira 

ordem versus concentração de hidróxido â 25°C, para a 
degradação da acetilcobalamina.
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|0H~IM

Figura 14. Constantes de veloci-dade observadas de pseudo-primeira 
ordem versus concentração de hidróxido à 30°C (©) , 
35°C (□), e 40°C (B), para a degradação da acetilco­

balamina.
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_J_______________ I__________________ I_______________ L_
3,19 3'24 3,30 3,35

4 - x 10+3c:k-1

Figura 15. Variação da constante de velocidade específica de segun­
da ordem em função da temperatura, para a degradação por 
hidróxido da acetilcobalamina.
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TABELA XV

Parâmetros termodinâmicos de ativação para a degradação por hidró 
xido da acetilcobalamina.

I

° c k 2 (M“•1
s e g - 1 )

25 1 , 8 0 X I O"2
30 3 , 3 7 X IO- 2
35 7 , 7 5 X IO- 2
40 1 , 2 4 X 1 0 ' 1

E a ( K ç a l / m o l )  AH^(Kcal/moi) AS^(u.e.) AG^(Kcal/mol)

2 5 , 3  -  1 , 8 .  2 4 , 7  -  1 , 8  1 4 , 7  -  - 5 , 9  2 0 , 4
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onde: n = ordem da reação
h = constante de Planck 

k2 = constante de velocidade específica de se­
gunda ordem 

kb = constante de Boltzman 

T = temperatura absoluta.I

A hidrólise básica da acetilcobinamida apresenta compor 

tamento marcadamente diferente do observado para o caso da acetil. 
cobalamina. Na tabela V, encontram-se os valores das constantes 

observadas de pseudo-primeira ordem, para a formação de dihidroxi. 
cobinamida a diferentes temperaturas e concentrações de íon hidrõ 
xido. Como pode ser visto, figura 16, k não aumenta linearmente 
com a concentração do íon hidróxido. A existência de um patamar, 
para concentrações do íon hidróxido superiores a 0,4 , sugere que 
a-reação tenha uma ordem aparentemente zero com respeito ao íon 
hidróxido. Comportamento idêntico ao descrito para 25°C foi obser 
vado também para as demais temperaturas (figura 17), o que permi­

te afirmar ser este um fenômeno geral de hidrólise básica da ace­
tilcobinamida.

A presença do patamar poderia sugerir que o mecanismo da 
reação fosse do tipo ElcB, mas, não parece lógico que a mudança do 
ligante 5,6-dimetilbenzimidazol por uma molécula de água, na quin 
ta posição de coordenação ao cobalto, tènha um efeito tão signifi^ 

cativo no sentido de mudar o mecanismo da reação. Na realidade , 

a reação da acetilcobalamina apresenta valores de com compor
tamentó linear em relação S concentração de íons hidróxido, na 

faixa de 0,05 M até 1,0 M, muito superiores ao necessário para se 
alcançar o patamar (0,4 M).
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TABELA V

Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira ordem para 
a degradação por hidróxido da acetilcobinamida.

• • * •
25°C 30°C 35°C o

0 n

|0H~ | M kobs x 10+ ŝ -1 +3 -1 x kobs x 10 s x kobs x 10+\  kbbs X  10 s

0,05 3,43 5,57 8,54 13,55
0,10 5,89 9,42 14,42 24,45
0,15 9,31 14,31 22,62 40,81
0,20 10,91 16,03 26,49 47,60

0,25 12,44 17,73 28 >50 50,84

0,30 12,82 19,21 30,00 52,57

0,40 15,03
0,60 16,42
0,80 15,81
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Figura 16. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira 
ordem versus concentração de hidróxido â 25°C, para a 
degradação da acetilcobinamida.
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| OH | M

Figura 17. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira 
ordem versus concentração de hidróxido à 30°C (f|) , 

35°C (Q), e 40°C (Ü), para a degradação da acetilco- 
binamida.
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Para um mecanismo ElcB ser operativo, o intermediário 
carbaniônico deveria se formar conforme o esquema 17. Devido ao

CH,
I 3c=o

Esquema 17.

+ OH

X = H20 ou BZ

©CH( 2 

C— 0

+ h 2o

grupamento X estar distante do centro carbaniônico e também não. 
ligado com possibilidade de ressonância direta, parece difícil 
admitir uma mudança de pKa superior a uma unidade, a qual seria 

necessária para mudar o mecanismo.

Uma explicação alternativa pode ser apresentada base^ 

ando-se especificamente na ionização da acetilcobinamida. A med_i 
da que se aumenta a concentração do íon hidróxido, o equilíbrio 
mostrado no esquema 18 se estabelece. A troca do ligante água 
por hidróxido, na quinta posição de coordenação ao cobalto, ê 
marcante para o prosseguimento da reação. 0 ligante hidróxido 
sendo melhor doador sigma (14) que a água, aumentaria a densidade 
eletrônica sobre o cobalto e lembrando que a ruptura da ligação



OH

Esquema 18»

é do tipo heterolítica (21) , e que o cobalto é efetivamente redu­

zido durante o desenrolar da reação, ê obvio que a ionização de 
água desfavorece a reação. Este não ê  o unico caso em que a troca 
de água por hidróxido diminui notavelmente a reatividade. Em rea­

ções de intercâmbio de ligantes na Vitamina B^2a e Vitamina 
a reatividade da “forma aquocobalamina é muito maior que a reativi 

dade da forma hidroxicobalamina (1).

De acordo com o esquema 19, a velocidade de desapareci­

mento da acetilcobinamida poderia ser representada pela equação 6.

onde; |AAC j = concentração da forma aquoacetilcobina-

mida

HAC | = concentração da forma hidroxiacetilcobi- 

namida

3. **
1<2 = constante de velocidade específica de se_

gunda ordem para aquoacetilcobinamida 

k- = constante de velocidade específica de se

sun da ordem para hidroxiaçe ti lcobinamida.



- 50 -

(acetilcobinamida) (aquohidroxicobinamida)

CE-,
I 3C = 0 OH

pKa

CH^
i 3C=0

(hidroxiacetilcobinamida)'

pKa

OH

(dihidroxicobinamida)

Esquema 19. Degradação por hidróxido da acetilcobinamida como 

substrato inicial.
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Considerando que,

K 1 =
HAC1IH 
I AACl

(7)

|AC|T = IHACI + IAAC (8)

combinando-se 7 com 8, tem-se:

|a a c | =
|ac
1 + Ka

H+
(9)

|hac I =
AC

1 +
T
ÊF
Ka

(10)

Substituindo-se 9 e 10 em 6 tem-se:

donde

d | ÁC | T kf |AC I T |OH‘ k* |a c IT |o h'

dt 1 + Ka
|H+

1 + H l
Ka

d AC
AC 1 + Ka

H+
OH +

1 + i r
Ka

(11)

|OH~| dt (12)

Integrando-se a equação 12, chega-se finalmente a equa­

ção que determina a constante observada de velocidade de pseudo- 
-primeira ordem para a hidrólise básica da acetilcobinamida.

^obs i + K; 1 + H+
|h+ | Ka

OH (13)
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Considerando que a reação atinge a um patamar a concen­
trações altas do íon hidróxido, região que corresponderia ã forma 
hidroxiacetilcobinamida, pode-se simplificar a equação 13 para a 

equação 14.
a

0H_I (14)ôbs 1 + Ka
H

A equação 14 apresenta -duas condições limites:

i) Quando |H | for muito maior que Ka,

k , = k~ OH obs 2 (15)

"obs

Esta equação explica a região inicial da dependência de 
versus concentração de íons hidróxido na figura 16.

ii) Quando |h | for muito menor que Ka,

vobs
k2 Kw 
Ka

(16)

Esta equação se aplica à região do patamar na figura 16.

0 valor de pKa para a ionização da forma aquoacetilcobi- 
namida em hidroxiacetilcobinamida foi estimado a partir dos dados 
cinéticos como sendo 13,20 - 0,20. Este valor de pKa para o equilí 

brio de ionização, acima descrito é bastante razoável em comparação 
com os valores apresentados na literatura para sistemas semelhantes 

(3,5). 0 equilíbrio entre aquocianocobinamida e hidroxicianocobina 

mida apresenta um pKa de .11,0, enquanto que o equilíbrio entre
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aquometilcobinamida e hidroximetilcobinamida tem pKa = 14,0.' 0 
efeito encontrado para o grupamento acetil se mostrou intermediário 

entre aqueles observados para os grupamentos metil e cianeto.

Utilizando a parte linear da dependência de na con-
M ^ clcentração de íons hidróxido, foram obtidos os valores para a

diferentes temperaturas. A partir desses valores foram calculados
l

os parâmetros termodinâmicos de ativação de maneira similar à dis­
cutida anteriormente para o caso da acetilcobalamina. A figura 18

«h cl ~apresenta a dependência de Ln em função de 1/T. Os parâmetros 
termodinâmicos de ativação e os valores de ka a diferentes tem­
peraturas se encontram na tabela VI.

a 5̂Comparando-se os resultados de k2 e AG (tabelas IV e 

VI), pode-se concluir que aquoacetilcobinamida é mais reativa que 
a acetilcobalamina sendo que a reatividade da forma hidroxiace - 
tilcobinamida ê desprezível nas condições experimentais discuti­
das anteriormente. A partir dos parâmetros ,termodinâmicos de ati 

vação para os compostos acetilcobalamina e acetilcobinamida, po­
de-se concluir que a diminuição na energia livre de ativação, e 
portanto uma maior reatividade da acetilcobinamida, ê resultante 
de uma diminuição na entalpia de ativação, sendo que a contribui 
ção da entropia de ativação desfavorece a reação para o caso da 
acetilcobinamida.

A diferença apresentada nos parâmetros termodinâmicos 

de ativação, nas reações da acetilcobalamina e acetilcobinamida 
com hidróxido, estar fora das margens de erro experimental.

0 aumento significativo da entalpia de ativação que 

ocorre com a introdução do ligante 5,6-dimetilbenzimidazol, na 

quinta posição de coordenação ao cobalto, prende-se a dois fatos 

distintos:
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-i- x 10+3oK 1

Figura 18* Variação da constante de velocidade específica de segun 

da ordem em função da. temperatura, para a degradação por 

hidróxido da acetilcobinamida.
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TABELA. VI

Parâmetros termodinâmicos de ativação para a degradação por 
dróxido da acetilcobinamida.

í

oc k2 (M 1seg 1)

25 7,2 X 10~2

30 1,2 x 10“1

35 1,85 X 10_1

40 2,87 X IO-1

Ea(Kcal/moi) AH^(Kcal/moi) AS^(u.e.) AG^(Kcal/moi)

17,7 - 0,8 . 16,5 - 0,8 -10,3 ± 3,8 19,6

hi-
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a) 0 ligante 5,6-dimetilbenzimidazol é um melhor doador cr què a 

água, e considerando que a reação se processa através de uma 
eliminação redutiva para a formação dos produtos, na qual deve 
ocorrer um deslocamento de dois elétrons na direção do cobalto, 
a mesma será dificultada pelo aumento da densidade eletrônica 
ao redor do átomo de cobalto. Além do ligante 5,6-dimetilben­
zimidazol estar coordenado com uma ligação mais forte que a 
da água, existe a dificuldade adicional com relação à saída 
desse ligante da quinta posição de coordenação para a formação 
do complexo Co(I), pelo fato do mesmo ter características de 

quadrado-plaho (5).

b) Além da variação em termos de densidade eletrônica ao redor do 

átomo central de cobalto, existe um segundo fator de importân­
cia que é a necessidade da ocorrência de uma mudança conforma- 
cional ao atingir-se o estado de transição. Os derivados de 
cobalaminas são essencialmente não planares (26). A falta de 
planaridade resulta da interação entre o', átomo de hidrogêniodo 
carbono 4 do ligante 5,6-dimetilbenzimidazol (figura 1) e os 
carbonos 5 e 6 do anel corrínico. Ã medida que se avança na 
coordenada da reação, desde os reagentes até o estado de tran­

sição, paralelamente ocorre uma diminuição no número de coorde 
nação do cobalto de 6 --»4 (estrutura III), o que leva a uma

CH-,

Estrutura III.
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diminuição na interação do ligante 5,6-dimetilbenzimidazol com 

o anel corrínico. Este fenômeno permite uma mudança conforma - 
cional que leva a um estado de maior planaridade. Nas cobinaird 
das com o cobalto em número de oxidação três e coordenação seis, 
a estrutura ê praticamente planar (26), dè forma que não ocor­
re uma mudança significativa na planaridade do anel â medida 
que se atinge o estado de transição.

A mudança em entropia de ativação ê provavelmente um 

reflexo do grau de reestruturação do solvente durante o percurso 
da reação. Na acetilcobalamina a saída do ligante 5,6-dimetilben- 
zimidazol, da quinta posição de coordenação ao cobalto, requer 
uma reestruturação significativa da rede do solvente. Isto está 
associado ao câmbio conformacional e a separação formal do ligan­
te 5,6-dimetilbenzimidazol do seu sítio normal de coordenação ao 
cobalto. Na acetilcobinamida a mudança na entropia de ativação pro 

' vavelmente reflete a dispersão de carga que ocorre na busca do 

estado de transição (estrutura IV), a qual não ê balanceada por

CH,
HO— C— O

Estrutura IV.

efeitos adicionais como no caso da acetilcobalamina.
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CAPITULO IV

CONCLUSÕES

1 . 0  processo de eliminação redutiva do intermediário 
de adição estaria relacionado com diferentes mudanças conformacio 
nais ao se atingir o estado de transição. Desse modo, a reativida 
de da aquoacetilcobinamida é maior que a reatividade da acetilco­

balamina frente à base.

2. A ordem do efeito trans H20>BZ>0H , reflete as dife­
rentes densidades eletrônicas ao redor do átomo central de cobalto 
à medida que se troca o quinto ligante, sendo que a dificuldade

*»’ na eliminação desse quinto ligante coordenado ao cobalto, para 
gerar a espécie Co(I), tem relação direta com a doação o desses 
grupamentos.

3. Nas reações estudadas no presente trabalho o mecanis 

mo mais provável seria do tipo BAC2, porém são necessários outros 
experimentos para se descartar a possibilidade de um mecanismo 
ElcB. Estes experimentos envolveriam dois tipos de procedimentos:

a) Realizar a hidrólise dos compostos acetilcobalamina e acetil - 
cobinamida em tampão anilina a diferentes pH. A catálise na 
formação do carbânio inicial, e portanto a quebra da ligação 

com o grupo de saída, seria evidenciada através da saturação 
cinética num gráfico de ko^s versus concentração do tampão(27).

Catalizando a formação inicial do carbânio, a anilina competi-
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ria com a água no ataque sobre o intermediário acilado, resul 
tando numa mistura de ácido carboxílico e acetoanilida. A
formação da acetoanilida seria uma evidência da presença de 
um intermediário ceteno e portanto, uma prova conclusiva de 
um mecanismo ElcB.

b) Realizar.experimentos envolvendo efeito-isotópico de deutêrio. 

Usando-se uma solução de hidróxido de potássio em água deute- 
rada, o experimento sugere uma distinção entre os mecanismos 
ElcB e BAC2 na hidrólise de esteres (28) . Normalmente se acê L 
ta uma maior relação kt^O ./k^O para um mecanismo BAC2.
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