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RESUMO

Foram calculados os parametros termodinamicos de ativa

cao para a hidrdlise basica da acetilcobalamina (AW = 24,7 %
1,8 Kcal/mol; AS# = 14,7 R 5,9 u.e.;Z&G# = 20,4 Kcal/mol) e ace-
tilcobinamida (AH# = 16,5 ha 0,8 Kcal/mol;AS# = - 10,3 t 3,8 u.e.;

AG% = 19,6 Kcal/mol), a partir dos valores encontrados para as
constantes de velocidade especifica de segunda ordem (k2), nas

diferentes temperaturas.

O composto aquoacetilcbbinamida mostrou-se mais reativo
gue o composto acetilcobalamina, sendo que a forma hidroxiacetil
cobinamida apresentou reatividade desprezivel nas condigoes expée
rimentais do presente trabalho. A variagao nas energias livres
de ativacao foi interpretada em térmos de efeitos compensatdrios
envolvendo entalpias e entropias de ativagao. A contribuigao da
entalpia de ativacao refletiria uma maior dispersao de carga, en
volvendo a rede do solvente para o caso da acetilcobinamida, sen
do que parte reiativa a entropia de ativagéo desfavorece a reagao
para o céso da acetilcobinamida. As entropias de ativacao sao
comentadas levando-se em consideragao as diferengas conformacio-
rnais do anel corrinico & medida que se avanga na coordenada da
reacao. O sistema acetilcobalamina estaria distorcido enquanto

gque o sistema acetilcobinamida seria muito mais simétrico.

Os dados foram analizados levando-se em consideracgao as
diferentes densidades eletrdnicas sobre o dtomo de cobalto & me-
dida que se troca o quinto ligante, sendo que a dificuldade na

eliminagao do grupo de saida para gerar a espécie formal do Co(I),
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tem relacao difeta com a capacidade de doagao sigma desses ligan
tes. Desse modo, a ordem de efeito trans H20>5,6—dimetilbenzimi—
dazol>0OH , se apresentou de maneira inversa a ordem de basicida-
de desses grupamentos. Os resultados obtidos sugerem um mecanismo
do tipo BAC2, entretanto ndo se devendo descartar a possibilidade

de um mecanismo ElcB.
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ABSTRACT

The thermodynamic activation parameters for the

basic hydrolysis of acetilcobalamine (AH# = 24,7 t 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 (k2), at different temperatures.

The compounds aquoacetylcobinamide is more reactive
than acetylcobalamine, and the hydroxoacetyicdbinamide form was
unreactive in the experimental condifions employed in this work.
The difference in free activation energies was interpreted in
‘terms of compénsation between activation enthalpies and activation
entropies. The enthalpic par£ 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-
fies 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,
HZO >5,6-dimetylbenzimidazole>OH—, is in the inverse order of the
basicities of the ligands. The resﬁlts suggest a BACZ2 mechanism,

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

1. INTRODUCAO

Muito interesse tem se concentrado na quimica e biogqui-

!
mica da Vitamina Blz(l)’ e modelos relacionados com sistemas cor-
rinicos (2). Pratt e colaboradores (3), realizaram estudos do

efeito termodinamico trans em alguns desses sistemas, mas .até a-

gora nada consta na literatura sobre efeito cinético e termodina- . -

mico trans no estudo da hidrdlise na acetilcobalamina.

Os sistemas corrinicos sao apropriados para esse tipo

de estudo pelas seguintes razoes (1,3): .

p

"‘. N » [} . . ) ) . !
a) A coordenacgao octaedral elimina a incerteza relacionada com a
ligacdo de outros ligantes, como & o caso para complexos qua -

dro-planos.-

v

b) O anel corrinico evita isomerizacgoes do tipo cis~trans, ou seja,
tem-se no caso um sistema "planar rigido" e dois-ligantes (um
acima e outro abaixo do plano do anel), gque podem ser intercam

biados num ataque por outro ligante.

O objetivo deste trabalho foi esfudar O~ comportamento
cinético e termodindmico na hidrdlise alcalina d%.gcetilcdbalami-
na e acetilcobinamida, & varios pH e températuras. Fazendo-se um
estudo paralelo desses‘dois»compostos, tentar-se-3a propor mecanis

mos consistentes que levarao a um raciocinio mais global em ter-

mos de efeito trans.-

Em continuagao apresentar-se~a uma revisdao da quimica

da Vitamina B;, e algumas consideracgoes acerca de hidrdlise de

PSS



ésteres, as gquais ajudarao na interpretacao dos resultados deste

trabalho.

2. QUIMICA DA VITAMINA B12

{

2.1. Estrutura Molecular e ﬁomenclatura

A nomenclatura das cobalaminas e seus derivados € regi
da pela IUPAC (4). A diferenga basica entre cobalaminas é cobi -
namidas prende-se ao fato de nas cobaléminasvfer—se_presente’ o
ligante 5,6-dimetilbenzimidazol (Bz), na quinta posicao de coor-
dénagéo ao cobalto, enquanthQue nas coginamiaas este ligante
ésté ausente,fsendo—subsfituido éor uma ‘molécula de Agua oOu.outro
ligante. A figufa 1 ilustra essa diférenga e apresenta a estru -
tura para sistemas corrinicos. Fazendo-se uma hidfélise " acida
tem-se a quebra da ligacao na posicao indicada pela seta, sendo

o método mais usual para obtencao de cobinamidas a partir de

cobalaminas (5).

O sistema cofrinico lembra o anel porfirinico, com a
grande diferencga entre os dois residindo na conjugagao do anel.
Enquanto o anel porfirinico aéresenta 22 elétrons 7, o sistema
corrinico apresenta soménté 14 elétrons m. Vé-se na figura 2 o
esqueleto para complexos metal-corrinico e metal—pbrfirinido com
grupamentos acetato e prdbibhato nas cadeias laterais dos anéis

(6) .

O sistema corrinico € menos ressonante que o porfiri -

nico e parece nao ter aromaticidade (mesmo que apresente 4n + 2
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Figura 1. Estrutura para sistemas corrinicos.

J



(a) | (b)

Figura 2. Estrutura para o sistema metal-corrinico (a) e metal-
—porfirihico (b)), onde se destacam os grupamentos ace-
~tato (A) e propionato (P) nas cadeias laterais. A di-

ferenca em conjugacdo €& indicada pelo ttago mais forte

contornando o anel. ' '



(o)

elétrons m ), pois a conjugagao nao se estende ao longo de todo
o anel devido a uma interrupcao de deslocamento de orbitdis m
entre os anéis pirrdlicos. Este comportamento se explica pela

falta de uma ponte de meéiléno e a pouca plaﬁaridade em compéra—

cao com o anel porfinico (5)«

T . 0 grande nimero de derivados da Vitamina Bio (cianoco-

3

balamina) resulta da troca de ligantes axiaié ao cobalfo.' Assim
se na figura 1, R = CN__(cianocobalamina); R = HZO (aquocobalami
na = Bj,a); R = OH (hidroxicobalamina = By,b); R = alquil (al-

quilcobalamina); 'R = acetil (acetilcobalamina), etc.
N ' : - _
—~ Para cobinamidas a nomenclatura & semelhante, acompa-

nhando;se sempre a:terminagéo correspondente. Ex.: diaquocobina-
mida, quando os dois 1igéhtes axiais ao cobalto sao moléculas de
dgua; acetilcobinamida, quando na quinta posicao de coordenagao
/tem-se uma molécula de agua e é sexta posicao de coordenacgao é

ocupada pelo grupo acetil.

~— -

2.2. Estados de Oxidacao do Cobalto

O cobalto nas cobalaminas e derivados corrinicos ‘pode
se encontrar em tres estados de okxidacao, de acordo com o esque-
ma 1. : ‘

~%LA redugao Co(III)—— Co(II)— Co(I), se realiza na
auséncia de oxigénio por alguns redutores como: Zinco em pd e
solugao a 10% de cloreto de amdnio; bofohidreto_de sbédio, ion

cromoso a pH entre 9 — 10; acido ascdrbico; ou processos ele -

troliticos (5,7,8).



Vitamina B,,a Vitamina By, r - Vitamina B, ,s
R = H20 ‘
(coordenagao 6) _ (coordenagao 5) (coordenacgao 4)

Esquema 1. Estamos de oxidagao do cobalto nas cobalaminas e deri-

vados corrinicos.

Um diagrama da distribuicao eletrdonica para o  atomo
central de cobalto na Vitamina B;,, nos trés estados de oxidacao,
pode ser visto na figura 3. A espécie Co(III) & diamagnética com

os orbitais 10 e 20 responsdveis pelos orbitais moleculares com

os liganteS*axiaisg49); Pegcebe~se pelo:diagrama que a ligagao
axial com o orbitéi‘20 produz um grande efeito nos ineis ener-
géticos de orbitais T. A Vitamins B ,a & um cbmplexo Co(III) que
apresenta grande_labiiiaade em reagoes de intercémbio‘devligan -
tes, sendo tal fato 6ontrastan£é'com a estabilidade de cbmplexos'
simples do tipo d6 (l).“Na’Vitaﬁina B,,r, com o cobalto no esta-
do de oxidagao II, o ofbi£al lo acomoda o ligante BZ e o orbital
3dz2 possuindo um elétron désempérelhado{ torna—a' pafamagnética
e cdnfere—lhe a importante propriedade deﬁreagir_através de(fadi

cais livres. Na Vitamina'Blzs, o orbital dxy estad vazio e o or-

bital dz? acomoda 2 elétrons, sendo que o complexo & diamagnético.
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Figura 3. Diagrama da distribuigdo eletrdnica para a Vitamina

BlZ’ nos tres estados de oxidacgao.



A presenca de 2 elétrons neste orbital faz com que o @ complexo

Co(I) se comporte como uma base de Lewis. Na realidade a Vitamina

By)

minou-a de supernucledfilo. Sendo uma base de Lewis &€ possivel

s & extremamente nucleofilica e porisso Schauzer (10), deno-

de coexistir em equilibrio de protonagao que em meio &cido, re-

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

Vitamina Blzs Hidreto Vitamina Blzr

Esquema 2. Produgdo do hidreto da Vitamina Bj,s.

A espécie CoAI) nao é estavel em meio Zcido po}; gih14
Q%%%Ziﬁrggégido se decompoe em Vitamina By,r e hidrogénio nascen
te. O hidreto & um intermedi&rio muito importante para a sintese

de derivados da Vitamina B (5).

12

Algumas reagOes de adigao oxidatiVa'ao Co(I) na Vitami
na B,,s, podem ser vistas no esquema 3. Estas reagoes resultam .
‘na formacdo de alquil ou acetilcobalaminas, onde o cobalto tem

o naimero de oxidacgao tres.



ClCOOC2H5

CH2CH OH

2

BrC,H ,COOH

274 CCH

Esquema 3. Reagoes de adigao oxidativa ao Co(I) ‘na Vitamina B,,s.



2.3. Espectros Eletronicos

Um dos métodos mais convenientes para se identificar um
derivado da Vitamina B;, € a espectroscopia de absorgao eletrdni-
ca. A figura 4 apresenta os espectros correspondentes aos trés

estados de oxidagao do cobalto da Vitamina By,.

Em geral, trés bandas relativémente fortes aparecem pa
ra fodos os sistemas corrinicos. Elas sao usualmente denominadas
de a, B, Yy, em analogia a terminologia usada no espectro das por-
firinas (12). Pratt e colaboradores num trabalho exteﬁsivo (13),
apresentaram um critério qué sumariza os espectros de absorcgao
dos derivados da Vitamina B12 em quatro tipos éadr6es. A figura
5 apresenta o espectro A como sendo do tipo normal (dicianocoba -
lamina), passando por espectros do tipo B e C, consideradoé in-
termediirios, e finalmente um espectro do tipo D, considerado and

malo (metilcobalamina em meio acido).

N

As transicgOes eletrdnicas responsdveis peio espectro de
absorg¢ao na Vitamina B12; na parte visivel do espeétro, ocorrem
devido ao sistema ressonante do anel corrinico. As absorgSes se-
riam demasiado fortes para serem consiaeradaé como transigoes do
tipo d-d, e muito fracas para serem transicoes de “transferéncia
de carga tipo metal-ligante ou ligante-metal, pois‘em | sistemas
corrinicos livres de metal espectros- similares (descobaltocobala-
mina) sao observados. Assim o metal e suas ligagoes axiais atuan
no sistema croméforo modificando a densidade eletrdnica do anel e
deslocando ou suprimindo absorgégs. Desse modo tem sido aceito

- ~ Tk
gue as transicgoes sao todas do tipo T-T (5,12).
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Figura 4. Espectros correspondentes aos trés estados de oxidacgao

do cobalto na Vitamina B12‘



~ Absorbancia

Figura 5.
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(C)

300 400 500 300 400 500

A, nm ‘
Tipos padroes de espectro de absorgao dos derivados da
Vitamina Biy- Tipo (A), como sendo normal (dicianocoba
1amina); Tipos (B) e (C), considerados intermediarios
e tipo (D), considerado andmalo (metilcobalamina em

meio acido).



O esquema 4 apresenta as transig¢Oes que dao origem  as
bandas a e 8_(transig§es E7-—m~aE8), sendo que a banda Yy tem
sido considerada (5,12), como sendo do tipo Eg---» Eg ou Eq--, E,

pois sao praticamente da mesma energia.

(SRR SN

S S ——

‘Esquema 4. Transi¢des gue dao origem as bandas o Br €Y.

2.4, O Efeito Trans

O efeito trans & definido por Huheey (14) como sendo a
capacidade que um ligante tem de labilizar a ligagao do grupamen-
- to na posicgao trans. Segundo Cotton (15), tal efeito & um fenOmeno
cinético e, desse modo, seria o efeito de um grupolcoordenado so-
bre a velocidade de substituigao na posigao trans a esse grupo ,

em complexos octaédricos ou quadrado-planos.

Pode-se tentar explicar o efeito trans através da teoria
de polarizagao de Grinberg que enfoca primariamente efeitos  -no

estado fundamental da ponte ligante-metal-ligante em trans. 0]



esquema 5 representa esse tipo de fendmeno. O Ion metdlico induz
um dipolo no ligante L que por sua vez provoca um dipolo induzi-
do no metal. A orientagao desse dipolo no metal é no-sentido de

repelir carga negativa no ligante X em trans.

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

Um trabalho inicial foi apresentado por Pratt e colé;
boradores (3), nessa area de corrindides, para determinas cons -
tantes de equilibrio em intercambio de ligantes. Especial atengao
foi dispensada a maneira com que um ligante axial fixo influencia
o equilibrio. A tabela I apresenta esse tipo de pomportamento. Os
valores‘de pKa se referem ao intercambio de um ligante axial X ,
na quinta posicao de coordenagao ao cobalto, por outro Y,‘fixan -

do-se L, conforme o esquema 6.

Nesta série de dados a influéncia mais significativa do
efeito trans, se observa para os casos de deslocamento de agua

por cianeto. A diferenga em constante de equilibrio, guando. &agua



TABELA I

Constantes de equilibrio para a substituigao de ligantes axiais,

segundo o esquema 6.

X Y (. Sistema : pKa

(i) HZO ‘ OH™ . ’Aquocobalamina : 7.8
Diaquocobinamida 6.0

Cianocobinamida 11.0

.Methilcobinamida 14.0

(ii) H,0 CN™ Diaquocobinamida ‘ -14.0
Aquocobalamina -12.0

Ciahocobinamida -8.0

Methilcobinamida -3.0

(iii) HZO BZ Aquocecbalamina +2.4
Cianocobalamina ’ -0.1

Ethinilcobalamina -0.7

Vinilcobalamina : -2.4

Methilcobalamina -2.5

Coenzima B12 —334

(iv) BZ CN™ Cianocobalamina | -4.0
Ethinilcobalamina | 2.7

Vinilcobalamina ‘ -0.7

Methilcobalamina\ -0.1



Esquema 6. Intercambio de ligantes em sistemas corrinicos.

X =HO0eYs= OH  ou CN  para cobinamidas.

X = HZO ou BZ e Y = BZ ou CN_ para cobalaminas.
AN
é o ligante em trans e o ligante em trans’é*met}l, é de_lOll. Por

s . . ' : o
tanto, o ligante axial em trans (L), exerce uma influencia mar -

cante na quimica do ligante axial oposto a éle (X).

3. DERIVADOS DE ACIDOS CARBOXTLICOS

,r\{_;/s

A estrutura (I) & normalmente considerada (16)como re-
presentativa de derivados de acidos carboxilicos, como: ésteres,

anidridos, amidas.

Estrutura I.



Os derivados dos acidos cafboxilicos, tém sido objeto
de intensa investigagao, tendo em vista sua importancia central
em quimica organica e sistemas bioquimicos (17,18). A seguir
apresentar-se-a uma rapida revisao sobre hidrSlise de  ésteres,
de grande utilidade na interpretacao dos resultados da hidrdlise

. alcalina da acetilcobalamina e acetilcobinamida.

{

3.1. Hidrdlise de Esteres

Inicialmente, Ingold (19) classificou oito tipos de
mecanismos para hidrdlise de ésteres dé acordo com O esquema
mostrado na tabela II. Uma nova categoria foi adicionada ﬁais
recentemente_(ZO), com O mecanismo tipo ElcB (eliminagéo unimo -
iécular da base conjugada) para a hidrdlise alcalina com ruptura
da iigagéo acil-oxigénio.

A sub-divisao primaria & feita com base no rompimento
da ligacao ‘acil-oxigénio ou alquil-oxigénio. Este tipo de ruptura

é mostrado na estrutura (II).

0
V4

R——=C></——-a-Ruptura acil-oxigeénio

O——R' .
[;——a Ruptura alquil-oxigénio

Estrutura II;



18

‘oTudbTx0-TTnbTER O0BdEHTT BP BaInidni wOo ‘IeRTNOSTOWT]
*otugbixo-T1TNnbTE omwwmﬁﬁ ep eanidnx woo ~Hmﬁsomﬁoeﬂcs
‘oTusbTXO0-TT0® ORIRDTIT Ep musumsu woo ‘IeTnOoSTOWIq
‘oTu9bTXO-T7T0® ordebTT EpP Pan3zdni WOD ~Mmasomﬁoeﬁz:
‘otugbixo-1Inbre owwmmﬂa.mw eran3dna woo ~Hmﬁ.somﬁoeﬁn
.QﬁcwmﬂxOIHHSWHm omwmmﬂﬁ ep eranjdni woo ‘IeTnoaTowTUn

‘otusbTxo-7TOoR 0BdEHTT ep raInidni WOO ‘IBRTNOSTOWUT]

‘oTusbTxO-TTOR OBdEHTT vp eainzdni wWOO ‘IRTNOSTOWTUN

moﬂmmn
BOTSEq
vOTISEq
eOTSEq
epIoe
ep1oe
ep1o®E

ep1o®

.

asTTRIED

9STIBIRD

®sTTRIRD

osTTR3I®D
sSTTRIRD
3sTIRIED
@sTTR3IED

9STTR3IRD

oedeay ep oedraosaq

(61) STYALST A ASITQUAIH VIYd SOWSINVOAW HA OYOVIIAISSYTIO .

ITI VIHYVL

¢Nd
1Ivd
¢ovd
Tovd
AR 44
TTVY
ZOWY

TOYY

OuIS TURDSY



As reagdoes que se processam pela ruptura da ligagao
alquil-oxigénio, sao de substituicao nucleofilica no carbono sa-
turado, tendo como grupo de saida um carboxilato ou um acido car

boxIilico. Este tipo de grupo de saida & uma base fraca.

Dos mecanismos apresentados, interessém de maneira es-
pecial para o presénte trabalho, aqueles que involvem ruptura
acilfoxigénio em catalise basica, por se assemelharem as ruptu-
ras acil-cobalto esperadas nas reagoes de hidrdoxido com acetil -
cobalamina e acetilcbbinamidas. Desse modo as possibilidades me-
canisticas estariam restritas aos mecanismos BACl, BAC2 e ElcB .,
A catdlise basica com ruptura acil-oxigénio do tipo BAC1 ainda
nao foi .observada, sendo que a hidrdlise tipo BAC2 & quase uni-

versal (20).

O mecanismo geralmente aceito para reagoes do tipo
BACl, apresenta a etapa lenta da reagao como sendo a decomposigao

unimolecular. do éster na primeira etapa da reagao (esquema 7).

nt .

R—C—OR' —ENTA, ¢ -8 ,r—c—on B r—c—F
_ || -OR' I -R'OH ||
o 0 0 0

Esquema 7.

Para as reagdes que procedem via um mecanismo BAC2 a.
etapa determinante da velocidade & o ataque do Ion hidrdxido so-
bre a carbonila sendo que a reagao se procede através . de um

_intermediario tetraédrico (esquema 8).



OH
' - , ' , , OR' ©
R—C—OR' + O —— R—C-—OR' ——— R—C+~0OH ——— R—C—0
I ' l@ - -OR!' Il -R'OH I
0 0 0 0

Esquema 8.

O mecanismo ElcB procede via abstragao de um prdton li-
gado ao carbono d da carbonila, formando um intermediério carba -
nidnico o qual se decompde unimolecglarmente dando origem a uma
cetena que sofrendo hidrSlise rapida gera o carboxilato correspon

dente (esquema 9).

H H
| : Hy0 |
——C——C——ORF‘——AJ@——C——OR%——a-—C::C::O-———%—O—C—

| -or' |

O@

I Sl |
0 - 0 0

;o

Esquema 9.

4. CONSIDERACOES SOBRE A ACETILCOBALAMINA

As pesquisas realizadas por Bernhauer e Irion (21), mos
‘traram que o grupo acila ligado ao cobalto nas cobalaminas & rea-
tivo, e que'por ataque de um nucledfilo sofre degradagao. No caso
parﬁi@ﬁiéi da &seetilcobalamina, o ataque por Ion hidrdxido  pode

ser Visializado no esguéma 10. O mecanismo proposto pelo grupo de



(metil—Blz)

- et PN AR B SRR

(acetilcobalamina)

.(Vitamina Ble)

Esquema 10. Reagado da acetilcobalamina com o fon hidréxido, na
presenca de iodeto de metila (anaerobicamente), e na

ausé&ncia de iodeto de metila (aerobicamente) .




pesquiéadores envolve uma ruptura heterolitica da ligagao cobal—
to-carbono. Como intermedidrio forma-se a Vitamina B,,8, que em
condigoes aerébicés, produz a Vitamina B,,b, e em condigdes ana-
erdbicas, na presenca de iodeto-de metila, gera metilcobalamina.
Rupturas heteroliticas em ligagdes cobalto-carbono, tais como as
postuladas por Bernhauer e Irion, tém sido apresentadas em .rea-
! .
coes de alquilcobalaminas. Assim, Hogenkamp e colaboradores (22),
estuaaram a decompdsigéo por hidroxido da cianoetilcobalamina em

condi¢oOes anaerdbicas e pH acima de 7,9 resultando na formagao

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

CH3——CH2—~CEEN
OH _ _
— 7 + CH,=CH—C=N+ H,0
anaerobi g '
camente f (acrilonitrilo)

(cianoetilcobalamina)

Esquema 11. Decomposicdo anaerdbica por Ions hidrdxidos da ciano

etilcobalamina.

Mais recentemente Ademir Neves e Faruk Nome (23) estudaram a
decomposigéoido composto Blz—DDM por hidroxido, catalizada por
micela, e postularam um mecanismo como sendo do tipo E2 ou Elcb,

como mostra o esquema 12.



Esquema l12. Decomposicgao cétalisada por micelas do composto Blz{IM.

O esquema 13 apresénta alguns aspectos da quimica da
acetilcobalamina. Em geral, em presenga de acidos a acetilcobala
mina &€ estavel, sendo que em presenca de hidrdéxido ou oﬁtro nu-
cledfilo & degradada. Outra caracteristica importante da ligagao
acil-cobalto & a sua susceptibilidade 3 fotdlise. Na presenca de
luz, a acetilcobalamina & rapidamente degradada e como produto
tem-se a Vitamina B;,a, numa reagao que & tipica de alquil-coba-

laminas.



OH

L 1 ooy gk A1 i, ST

-ACOH H
(vitamina B12) (acetilcoba- (vitamina‘Blzb)

OH... lamina)

estavel por varios dias.

(vitamina Blza)

Esquema 13. Algumas reagoes aeroObicas da acetilcobalamina.
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CAPITULO 1II

PARTE EXPERIMENTAL

1. INSTRUMENTACAO

1

Os espectros de absorc¢ao nas regides ultra-violeta e vi-
sivel, para caracterizagao dos substratos, foram conseguidos uti-
lizando-se espectrofotOmetro Shimadzu modelo UV-210 A, equipado
com registrador Shimadzu U-135, dispondo de células de quatzo com
caminho &tico de 1 cm. As medidas de acompanhamento cinético foram
realizadas no mesmo apafelho, tendo-se acoplado ao eguipamento um
banho termoregulador Haake FJ, que fornecia um fluxo continuo de
dgua a temperatura constante a célula de reagao, com oécilagées
de : O,lOC. Para medidas de pH utilizou-se um pH-metro | di§ital

micronal B-222. Para aplicacoes das amostras nas corridas cinéti-

cas utilizou-se uma microseringa Hamilton de 10M1.

2. MATERIAIS E METODOS

Todos 65 reagentes, pro-analise, empregados neste “tra-
balho foram conseguidos de firmas comerciais especializadas.b A
Vitamina Blza (acetato de aquocobalamiha), Merck, foi anaiisada
por espectroscopia UV-Visivel (figura 6) e utilizada sem prévia
purificagéo, Na obtencao de atmosfera extritamente isenta de oxi-
génio, para as sinteses, utilizou-se Argodnio ultfa.puro White Mar
tins. Os reagentes borohidreto de sb6dio, zinco em pd, anidridd

acético, acido cloridrico e cloreto de amdnio, foram adguiridos



ADsorpancila

O ":l '

- 26 -

Figura 6. Espectro de absorgao UV-Visivel da Vitamina Bj,a em
dgua a 25°C, de procedéncia Marck, utilizada na sinte

se dos substratos.
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da Merck. Os solventes utilizados em processos de extracgao, bem
como a silica gel para coluna cromatografica e a resina catidnica
utilizada na eliminagao de zinco, tinham procedéencia Merck, Eci-

bra ou Reagem.

3. SINTESES

3.1. Obtencao do Composto Acetilcobalamina

Este:composto foi sintetizado na auséncia de luz para
cevitar a fotdlise. A camera de reagao consistia de um balao de
trés bocas envolvido em papel escuro revestido com papel aluminia.
O sistema permaneceu na capela, com o laboratdrio em condigoes de
pouca claridéde, durante todo o processo de sintese e purificacao
do composto.- O esquema 14 representa 0S processos enxflvidos nég
ta sintese. Utilizou-se normalmente 150 mg de Vitamin? B, ,a em

50 ml de solugdo a 10% de cloreto de amdnio e 2 g de zinco em pd, .

i'

AR VRN P28 5 A R AT A I

(Vitamina By,a) . (Acetilcobalamina)

Esquema 14. Sintese da acetilcobalamina.



sob atmosfera de argdnio. Apds 15 minutos de reacao, adicionou-se
a essa mistura 2 ml de anidrido acético. Deixava-se a reagao por
mais 5 minutos e imediatamente se fez extragao com fenol (11,12).
Toda a acetilcobalamina foi extraida para a camada fendlica e a
parte aquosa foi desprezada. Em seguida, adicionou-se 100 ml de
uma mistura 4:1 de éter-ace?ona e 1,5 ml de dgua destilada. .. A
acetilcobalaﬁina passava a fase aquosa, e seguiu-se extraindo o
fenol restante com porcoes sucessivas de éter etilico. O composto
foi passado por uma coluna_de silica gel tipo 60, usando-se meta-
nol como eluente. As fracdes foram recolhidas e caracterizadas por
espectroscopia UV-VisIvel. Concentrou-se a solucao com evaporagao
rotatdoria e a pureza do composto foi comparada com a literatura
disponivel (11). Na etapa seguinte foi feita a eliminacao de zinco.
Passou-se 0 comnosto através de uma resina catidnica -ativada,
t usando—se agua destilada como eiﬁente. Extraiu-se novamente - ©

composto com fenol, seguido da passagem para a fase aquosa.

3.2. Obtencao do Composto Acetilcobinamida

A sintese deste composto pode ser representada através
do eséuema 15. Primeiramente gerou-se O composto acetilcobalamina;
que foi submetido a extragéo com fenol, conforme descrito anteriog
mente. Antes de se passar pela coluna de silica gel, fez-se uma
hidrdlise acida do fosfato no ligante 5,6-dimetilbenzimidazol (24),
adicionou-se 10 ml de acido cloridrico concentrado e agquecendo-se
por 5 minutos & temperatura de 65°C. Em seguida a amostra era pu-

rificada por extracao com fenol e cromatografia em coluna de si-

lica gel tipo 60, como ja descrito para a acetilcobalamina. A



HC1l concentrado
650C/5 minutos

Esquema 15. Sintese da acetilcobinamida.

identificacgao fqi feita por espectroscopia UV-Visivel, em comparé
Gd3o com a literatura (l1). Os espectros de absorgao uv-visivel
para os compostos acetilcobalamina e acetilcobinamida, alémb dos
p;pdﬁtos obtidos por fotdlise aerdbica, podem ser vistos nas figu

ras 7 e 8 respectivamente. -

4. CINETICAS

A velocidade de degradagao da acetilcobalamina era se-
guida em 357 nm, acompanhando—sé o aparecimento da Vitamina B12b‘
A degradagao da acetilcobinamida era aCompanhada em 343 nm, se-
guindo-se o aparecimento do composto dihidroxicobinamida. Todas
as corridas cinéticas foram realizadas em condigoes de pseudo-pri
meira ordem, adicionando-se lSﬁi-de uma solugao de acetilcobalami

2

na ou acetilcobinamida (3,2 a 3,5X 10 “M a 3,0 ml de uma solu-

cao termostatizada de base. As solugoes de hidrdxido de potéassio
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Figura 8. Espectro de absorgao UV-Visivel da acetilcobinamida

dgua a 25°C (———é—); Fotdlise da mesma amostra (----=)
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foram tituladas volumetricamente, trés vezes, usando-se alaranja-
do de metila como indicador, com erro inferior a 1%. Foram deter-
minadas as constantes de velocidade a varias concéntragGes de ions
hidroxidos nas temperaturas de 25, 30, 35 e 40°C. Graficos linea-
res de Ln (A, - At) versus tempo, mostraram comportamento linear
(figuras 9 e 10). Os valores numéricos das constantes de veiocidg

de foram calculados por regressao linear.
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CAPITULO IIX

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presenca de fons hidrdxidos (|OH |>10 2 M), o espec-
‘tro da acetilcobalamina muda irreversivelmente, sendo o espectrov
'final idéntico ao espectro da Vitamina B, b (figura 11). | “Essa
mudanga espectral & consistente com os dados existentes na litera
tura (21), e permite se acompanhar a cinética de formacao do pro-
duto a 357 nm, comprimento de onda onde éxiste a maior diferencga
de absortividade molar entre reagentes e produtos. FenOmeno simi-
lar ocorre com a acetilcobinamida, a qual gera dihidroxicobinamida:
(figura 12) . O comprimento de onda mais adequado para se acompa-
nhar a formacao do produto localiza-se em 343 nm. O esquema 16 &
consistente éombés mudancgas espectrais que ocorrem em solugoes

concentradas de base:

o
i

OH (dihidroxiocobinamida)

o
i

HZO (acetilcobinamida)

'X = BZ (acetilcobalamina) . . X = BZ (hidroxicobalamina)

Esquema 16. Degradagao por base da acetilcobalamina e acetilcobina

mida.
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figura 11. Espectro de absorcao UV-Visivel da acetilcobalamina em

dgua a 25°C ( ) ; Espectro de qbéorgéo Uv-visivelda

acetilcobalamina em KOH 1,0 M a 25°¢c (==—=).
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Figdra 12. Espectro de absorgao UV-Visivel da acetilcobinamida em

agua a 25°C (———); Espectro da absorgdo UV-Visivelda

acetilcobinamida em KOH 0,8 M a 25°C (----).



A veldcidﬁde de hidrdlise da acetilcobalamina foi medi-
da a diferentes temperaturas e concentragOes de hidrdxido (tabela
IITI). Como pode ser visto nas figuras 13 e 14, em toda a faixa de
temperatura entre 25 a 40°C existe uma dependéncia linear entre
a constante observada de pseudQ—primeira ordemﬁkobs, e a concen-
tracao do fon hidrdxido. Portanto a reacdo & de segunda ordem to-
* tal, sendo de primeira ordem em relacao a acetilcobalamina e de
primeira ordem em relacdao ao Ion hidrdxido. A dependéncia linear
com relagao ao Ion hidroxido elimina a possibilidade de um meca -

nismo BACl, sendo que somente mecanismos BAC2 e BlcB poderiam o-

correr. Usando os valores de k2, determinados a partir dos coefi-

cientes angulares dos graficos de kObs versus concentragao de

hidréxido (equagao 1), foram calculados os parametros termodinami
Kops = %o |OH | (1)

cos de ativacao para a reagao. A energia de ativagao (Ea), - foi

calculada a partir dos valores de Lnk2 versus 1/T (figura 15),
segundo a equagao de Arrhenius (equacao 2). As entalpias de ativa
cao (AH#), entropias de ativacgao (AS#),e energias livres de  ati-
vagao (AG#) foram calculadas a partif das equagoes (3), (4) e (5)
respectivamente (25). Os valores de k2 para as diferentes tempera

turas e os parametros termodinamicos de ativacgao se encontram na

tabela IV.
Lnk, = LnA - Ea/RT (2)
pH” = Ea - RT ' (3)
rST /R = Lnk, - Ln kﬁt + Ea/RT - n (4)

AG# = " - 1p8” . _ ' (5)
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TABELA IIX

Constantes de velocidade observadas de pseudo—primeira ordem para
a degradagao por hidrbxido da acetilcobalamina.

‘v

O

25°¢ 30°C - 35% - 40%
JOH™|, M kobsx 107s-1 kobs x 10"%s-1 kobs x 10%7s-1 kobs x 10"s-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 7,03 14,16 23,30
0,40 7,32 13,50 30,91 51,00
0,60 11,24 ;
0,80 14,63
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Figura 13. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira

~ . - . - O
ordem versus concentracao de hidroxido a 25°C, para a

degradagao da acetilcobalamina.



TJoH” | M

Figura 14. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira
ordem versus concentracdo de hidrdxido & 30°C (@) ,
35°c (Q), e 40°C (@), para a degradacao da acetilco-

balamina.
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Figura 15. Variacdo da constante de velocidade especifica de segun-
da ordem em funcdo da temperatura, para a degradagao por

hidroxido da acetilcobalamina.
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TABELA IV.

Parametros termodinamicos de ativagao para a degradacdo por hidrd

xido da’ acetilcobalamina.

°c k2(M~lseg_l)
-2
25 1,80 x 10
30 3,37 x 1072
35 7,75 x 1072
40 1,24 x 1071
;;Ea(Kcal/mol) AH¢(Kcal/mol) AS#(u.e.) AG#(Kcal/mol)
25,3 ¥ 1,8 24,7 ¥ 1,8 14,7-.% 5,9 20, 4



onde: n = ordem da reagao
h = constante de Planck
k, = constante de velocidade especifica de se-
gunda ordem
kb = constante de Boltzman

T = temperatura absoluta.
. i

A hidrdlise basica 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 formagao de dihidroxi
cobinamida a diferentes temperaturas e concentragoes de Ion hidrd
xido. Como pode éer visto, figura 16, kobs nao aumenta linearmente
com a concentracdo do Ion hidrdxido. A existéncia de um patamar,
para concentragdes do Ion hidrdxido superiores a 0,4 , sugere que
a;reagéovtenﬁa uma ordem aparentemente zero com respeito ao | ion
hidroxido.. CdmpOrtémento idéntico ao desérifoipara 25°C foi obser
vado também para as demaiS'temperaturas (figuré 17), O que permi-
te afirmar ser este um fendOmeno geral de hidrdlise basica davace—

tilcobinamida.

A presencga do patamar poderia sugerir que o mecanismo da
reacao fosse do tipo ElcB, mas, nao parece 1ldgico que a mudarga do
ligante 5,6-dimetilbenzimidazol -por uma molécula de agua, na quin
ta posigao de coordeﬁagéo ao cobalto, tenha um efeito tao signifi
cativo no sentidb de mudar o mecanismo da reagéo. Na realidade‘,
a reagao da acetilcobalamina apresenta valores de kobs com compor
tamento linear em relagdo & concentragdo de Ions hidréxido, na

faixa de 0,05 M até 1,0 M, muito superiores ao necessario para se

alcangar o patamar (0,4 M).
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TABELA V

Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira ordem para

a degradacao por hidrdxido da acetilcobinamida.

25°¢ 30°¢ 35°¢ - 40%
oH™|, M kabs x 1073571 kobs x 10"%™0 kobs x 10777 kebs x 10737
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 . 10,01 16,03 26,49 47,60
0,25 ' 12,44 17,73 . 728,50 50,84
0,30 12,8 19,21 30,00 52,57
10,40 15,03
0,60 16,42

0,80 15,81



- 46 -

O
15,0
—
|
0
™
+
Q
~— 10,0
=
/)]
Q
(o]
A4
i 5,0
/
/ ,
/ | i
0,4 0,8

|oH™| M

Figura 16. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira

ordem versus concentracdao de hidrdxido & 25°¢C, para a

degradacao da acetilcobinamida.
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Figura 1l7. Constantes de velocidade observadas de pseudo-primeira
ordem versus concentrag¢io de hidréxido & 30°C (@) ,
359Cc (O), e 40°C (@), para a degradagdo da acetilco-

binamida.



Para um mecanismo ElcB ser operativo, o intermedidrio

carbanidnico deveria se formar conforme o esquema 17. Devido ao

Esquema 17.

/

grupamento X estar distante do centro carbanidnico e também nao.
ligado com possibilidade de ressondncia direta, parece dificil
admitir uma mudangca de pKa superior a uma unidade, a qual seria

necessaria para mudar o mecanismo.

Uma explicagao alternativa pode ser apresentada base-
ando-se especificamente na ionizagao da acetilcobinamida. A medi

da que se aumenta a concentracao do ion hidrdxido, o ‘equilibrio

mostrado no esquema 18 se estabelece. A troca do ligante agua
-por hidrdxido, na quinta posigao de coordenagao ao cobalto, =
marcante para o prosseguimento da reagao. O ligante. hidréxido

sendo melhor doador sigma (l14) que a agua, aumentaria a densidade

eletrdnica sobre o cobalto e lembrando que a ruptura da ligagao



Esquema 18.

é do tipo heteroliglca (21), e gque o cobalto & efeﬁivamente redu-
zido durante o desenrolar da reagao, € Obvio que a ionizagao de
dgua desfavorece a reagao. Este ndao & o Unico caso em que a troca
dé agua por hidroxido dimiﬁui notavelmenteva reatividade. Em rea-
coes de intercambio de ligantes na Vitamina By,a e Vitamina Bq,b,
a reatividade da ‘forma aquocobalamina € 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 equagao 6.

djac)p/at = k2 jaactfon| + fuac|fon | (o)
A -
onde : iAAC! = concentr§géo da forma aquoacetilcobina-
' mida
lHAC{ = cohcentragéo da forma hidroxiacetilcobi-
namida
kg = constante de velocidade especifica de se
~gunda ordem para aquoacetilcobinamida
kg = constante de velocidade especifica de se

sunda ordem para hidroxiacetilcobinamida.



(acetilcobinamida) (aquohidroxicobinamida)

kg .
“'vCH3OC)OH
pKa pKa
(51”3
C=0 ‘
h
k5 )
~CH.,COOH
H ]
OH E
(hidroxiacetilcobinamida)” o | (dihidroxicobinamida)

ma“
y

Esquema 19. Degradagao por hidrdxido da acetilcobinamida como

substrato inicial.
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Considerando que,

_ |maclu”|

|aac|

K (7)

1
lAcIT = |uac| + |aac| (8)

\

combinando-se 7 com 8, tem-se:

Iac |
[aac| = ——— (9)
a
ey
-‘I:ACIT |
|HAC| = ?I—:ngq | _ : (10)

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

alacly kS Iac|plon™ | ky |ac], |oH” | -
at Il + 22 |1 BN
|[H™ | Ka
donde u
d|ac|, k5 or™ kg -
= OH | + — OH at (12)
|ac| 1+ X 1+ T

Integrando-se a equacao 12, chega-se finalmente a equa-
cao que determina a constante observada de velocidade de pseudo-
- -primeira ordem para a hidrdlise basica da acetilcobinamida.
' a
1%
Ka
|6 |

+ | lou™| ' (13)

k
obs 1+




-k

Considerdndo que a reacao atinge a um patamar a cohcen-
tragoes altas do ion hidréxido,‘regiéo que corresponderia a forma
hidroxiacetilcobinamida, pode-se simplificar a.equagéo 13 para a
equagao 14.

e |0Hf| | (14)

A equagao 14 apresenta 'duas condigoes limites:

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

kKops = k5 0H™ | (15)

Esta equagao explica a regiao inicial da dependéncia de

obs Versus concentragao de Ions hidréxido na figura 16.

ii) Quando JH" | for muito menor que Xa,

‘a
L - ky Kw
obs Ka

(16)

Esta equagao se aplica a regiao do patamar na figura 16.

O valor de pKa para a ionizacao da forma agquoacetilcobi-
namida em hidroxiacetilcobinamida foi estimado a partir dos dados
cindticos como sendo 13,20 : O,ZO.VEste valor de pKa para o equili
brio de ionizagao, acima descfito € bastante razodvel em comparagao
com os valores apresentados na literatura para sistemas semelhantes

(3,5). O equilibrio entre aquocianocobinamida e hidroxicianocobina

mida apresenta um pKa de 11,0, engquanto que o equilibrio entre



aquometilcobinamida e hidroximetilcobinamida tem pKa = 14,0. o
efeito'encontrado para o grupamento acetil se mostrou intermediario

entre aqueles observados para 0s grupamentos metil e cianeto.

Utilizando a parte linear da dependéncia de kobs na con-

centracao de Ions hidrdoxido, foram obtidos os valores para k; a
diferentes temperaturas. A partir desses valores foram calculados

os parametros termodinémico; de ativacao de maneira similar & dis-
cutida anteriormente para o caso da acetilcobalamina. A figura 18

apresenta a dependéncia de Ln kg em fungdo de 1/T. Os parametros

LA . ~ a .
termodinamicos de ativacao e os valores de k2 a diferentes tem-

peraturas se encontfam na tabela VI.

#

Comparando-se os resultados de kg e AG" (tabelas IV e
VI), pode-se concluir que aquoacetilcobinamida & mais reativa que
a acetilcobalamina sendo que a reatividade da forma hidroxiace -
tilcobinamida & desprezivel nas condicdes experimentais discuti-
\das anteriormente. A partir dos parémetros-;ermodinémicos de ati
vagdo para os compbstos acétilcobalamina.e écetilcobinamida, po-
de-se concluir que a diminuicdo na energia livre de ativacdo, e
porténto uma maior reatividade da acetilcobinamida, & resultante
de uma diminuigao na entalpia de ativagao, sendo que a contfibui

cao da entropia de ativacgao desfavorece a reagao para o caso da

acetilcobinamida.

A diferenca apresentada nos parametros termodinamicos
de ativagdo, nas reagdes da acetilcobalamina e acetilcobinamida

com hidr6xido,_estar fora das margens de erro experimental.

O aumento significativp da entalpia de ativacao -« que
ocorre com a introdugéo do ligante 5,6-dimetilbenzimidazol, na
quinta posigao de coordenagao ao cobalto, prende-se a dois fatos

distintos:



_2’1

_2,6
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3,19 3,24 3,30 3,35

+30,-1

Figura 18. Variacao da constante de velocidade especifica de segun
da ordem em funcao da, temperatura, para a degradagao por

hidrdéxido da acetilcobinamida.

ettt s . e e e O )
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TABELA VI

Parametros termodindmicos de ativagao para a degradagao por hi=

drdxido da acetilcobinamida.

a -1 -
o ky (M “seg )
25 7,2 x 1072
30 1,2 x 1071
35 1,85 x 10771
40 2,87 x 1071
Ea(Kcal/mol) AH#(Kcal/mol) AS#(u.e.) AG#(Kcal/mol)
* 9,8 16,5 * 0,8 -10,3 % 3,8 19,6

17,7



a) O ligante 5,6-dimetilbenzimidazol € um melhor doador ¢ que a’
dgua, e considerando gue a reagao se processa através de uma
eliminagao redutiva para a formégéo dos produtos, na gqual deve
ocorrer um deslocémento de dois elétrons na direcao do cobalto,
a mesma sera dificultada pelo aﬁmento da densidade eletréniéa
ao redor do atomo de cobalto. Além do ligante 5,6-dimetilben-

zimidazol estar coordenado com uma ligacdo mais forte que a

da agua, existe a dificuldade adicional com relacao a saida

desse ligante da quinta posicao de coordenagao para a formagao
do complexo Co(I), pelo fato do mesmo ter caracteristicas de

guadrado-plano (5).

b) Além da variacao em térmos de densidade eletrdnica ao redor do
dtomo central de cobalto, existe um segundo fator de importan-
cia que € a necessidade da ocorréncia de uma mudanga conforma-
cional ao atingir-se o estado de transigdo. Os derivados de
cobalaminasrséo essencialmente nao planares (26). A falta de

planaridade resulta da ihteragéo entre o. atomo de hidrogéniodb
carbono 4 do ligante 5,6—dimetilbeﬁzim§dazgl (figura 1) e os
carbonos 5 e 6 do anel corrinico. A medida que se avanga na
coordenada dé reagao, desde.os reagentes até o estado de tran-

sicdo, paralelamente ocorre uma diminuigao no niimero de coorde

nacao do cobalto de 6 — 4 (estrutura III), o que leva a uma

Estrutura IIIX.



diminuicdo na interagdo do ligante 5,6-dimetilbenzimidazol com:
o anel corrinico. Este fenomeno permite uma mudang¢a conforma -
cional que leva a um estado de maior planaridade. Nas cobinami

das com o cobalto em nimero de oxidagao trés e coordenagaoseum

a eatrutura é pratlcamente planar (26) , de forma que nao ocor-
re uma mudanga significativa na planaridade do anel a medida

que se atinge o estado de transigao.

A mudanca em entropia de ativacdo & provavelmente um
reflexo do grau de reestruturacao do solvente durante o percurso
da reagao. Na acetilcobalamina a saida do ligante 5,6-dimetilben-
zimidazol, da quinta posigao de coordenagao ao .cobalto, requer
uma reegtruturagéo significativa da rede do solvente. Isto esta
associadg ao cambio coﬁformacional e a separacgao formal do ligan-
te 5,6-dimetilbenzimidazol do seu sitio normal de coordenacao ao
cobalto. Na acetilcobinamida a mudanga na entropia de ativagéo;xg
vavelmente reflete a dispersao de carga gue ocorre na busca do

estado de transicao (estrutura Iv), a qual n3o & balanceada por

Estrutura IV.

efeitos adicionais como no caso da acetilcobalamina.



CAPITULO IV

CONCLUSOES

1. O processo de eliminagao redutiva do intermedidrio

"de adigao estaria relacionado com diferentes mudangas conformacio

nais ao se atingir o estado de transicao. Desse modo, a reativida
de da aquoacetilcobinamida & maior que a reatividade da acetilco-

balamina frente a base.

2. A ordem do efeito trans H20>BZ>OH—, reflete as dife-
rentes densidades eletronicas ao redor do atomo central de cobalto

4 medida que se troca o quinto ligante, sendo que a ' dificuldade

na eliminagao desse quinto ligante coordenado ao cobalto, para

gérar a espécie Co(I), tem relacdo direta com a doagdo o desses

-t
7

grupamentos.

3. Nas reagdes estudadas no presente trabalho o mecanis
mo mais provavel seria do tipo BAC2, porém sao necessarios outros
experimentos para se descartar a possibilidade de um mecanismo

ElcB. Estes experimentos envolveriam dois tipos de procedimentos:

a) Realizar a hidrdlise dos compostos acetilcobalamina e acetil -
cobinamida em tampao éniiina a diferentes pH. A catalise na
formacgao do carbanio iniciél, e portanto a quebra da  ligagao
com o grupo de saida, seria evidenciada através da saturagég

cinética num grafico de k_ . versus concentracao do tampao(27).

Catalizando a formagao inicial do carbanio, a anilina competi-



b)

ria com a dgua no ataque sobre o intermediario acilado, resul
tando numa mistura de acido carboxilico e acetoanilida. A
formacao da acetoanilida seria uma evidéncia da presenga de
um intermediario ceteno e portanto, uma prova conclusiva de

um mecanismo ElcB.

‘Realizar experimentos envolvendo efeito- isotdpico de deutério.

Usando-se uma solugao de hidroxido de potassio em agua deute-
rada, o experimento sugere uma distingao entre os mecanismos
ElcB e BAC2 na hidrdlise de ésteres (28). Normalmente se acei

ta uma maior relagéo kHZOA/kDZO para um mecanismo BAC2.
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