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RESUMO

A promiscuidade catalitica esta relacionada tem relagédo direta com a
evolugdo das enzimas e dessa forma desenvolver de catalisadores que também
sejam promiscuos tem sido um novo campo de estudo para quimicos bioinorganicos
visto que podem fornecer novas vias de sintese e melhor aproveitamento dos
catalisadores. Alguns analogos sintéticos para as fosfatases acidas purpuras
desenvolvidos por Neves e colaboradores tem tido sua promiscuidade investigada
frente a oxidacao de catecoais.

Assim, apresenta-se no presente trabalho a sintese, a estrutura de raios X,
caracterizagdes espectroscopicas e eletroquimica, estudos cinéticos e de
promiscuidade catalitica do complexo [Fe"'4(bbpmp)(u-OH)2(u-0)2] (1), contendo o
ligante binucleante simétrico Hsbbpmp. Apresenta-se também a estrutura de raios X
e caracterizagdes espectroscopicas do complexo [Fe",(bbpmp)Cl,H,0]CI (2)

Estudos de titulagdes potenciométricas e cinéticos mostraram que o complexo
1 gera espécies ativas capazes de hidrolisar o éster de fosfato modelo bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato, com um fator catalitico de seis mil e quarenta vezes, em
comparagao a reacado nao catalisada, e oxidar o 3,5-di-terc-butilcatecol, com Kyt =
30,2.10° s e Ky = 3,95.10° mol.L™". Assim, o complexo 1 apresenta atividades de
hidrolase e catecolase, sendo um interessante modelo sintético para estudos de
promiscuidade catalitica.

Palavras chave: Complexo de Fe", ligante simétrico, promiscuidade catalitica,

hidrolase e catecolase.
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1 INTRODUCAO

Cursos de introducdo a bioquimica ensinam que as enzimas sao especificas
para os seus substratos e as reagdes que catalisam, mas na verdade muitas nao
procedem desta maneira e, por isso, sdo chamadas de promiscuas. Esta
especificidade alargada em relacédo ao substrato e ao tipo de reagéo pode ter um
papel importante na evolugdo da enzima e desta forma a promiscuidade enzimatica
tem sido explorada.

A promiscuidade enzimatica é dividida em trés classes, a saber:
promiscuidade de condi¢cdo, de substrato e catalitica. Esta ultima é subdividida em
acidental e induzida. Essas classes de promiscuidade, que serdao mais bem
discutidas ao longo deste trabalho, tém sido estudadas em diversas enzimas, mas
muito pouco foi feito com modelos enzimaticos.

Assim, este trabalho procura enfatizar que o estudo da promiscuidade
catalitica induzida em complexos biomiméticos pode ser muito vantajoso, pois pode
fornecer, além de novas vias de sintese que n&o estao disponiveis atualmente, um
melhor aproveitamento dos catalisadores ja existentes.

Nesse contexto, desenvolver catalisadores promiscuos como as enzimas e/ou
estudar a promiscuidade em catalisadores ja existentes tornou-se um novo campo
de estudo para quimicos bioinorganicos.

Uma vez que os modelos sintéticos ndo tém todo o conteudo protéico
envolvendo o sitio ativo, como nas metaloenzimas, espera-se que mesmos sejam
muito mais suscetiveis as mudancas de condigdes e acessiveis a uma maior
variedade de substratos. Estes fatos, que normalmente sao considerados obstaculos
na busca de melhores modelos e de maiores reatividades, podem tornar compostos
inspirados em um sistema protéico, catalisadores eficientes para outras reacoes.

Dessa forma, se faz necessario o estudo dos modelos sintéticos frente a
substratos para os quais ndo foram inicialmente planejados. Os resultados obtidos
com estes estudos podem, além de tudo, servir para o entendimento de como a

promiscuidade catalitica se processa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Catalise enzimatica: néo € diferente, apenas melhor

A aceleracéo das reagdes promovidas por uma enzima é muito alta devido ao
abaixamento da energia de ativacdo necessaria para converter o substrato a
produto. O fator de aceleragdo de reacdes enzimaticas pode ser até mesmo da
ordem de milhdes de vezes como, por exemplo, no caso da enzima orotidina-5'-
fosfato descarboxilase que diminui o tempo da reacdo de descarboxilagdo do acido
orotidilico na biossintese de nucleotidios pirimidicos de 78 milhées de anos para 25
milissegundos. (RADZICKA; WOLFENDEN, 1995).

A estrutura tridimensional das enzimas, mantida por ligagdes covalentes,
forcas eletrostasticas, coordenacédo a metais e ligacdes de hidrogénio, entre outras,
da as mesmas uma forma caracteristica e exclusiva. Esta configuragdo é essencial
para a fungéo biologica das enzimas. (MURRAY et al., 2003).

Em algumas enzimas, a participagdo direta ou indireta de determinadas
moléculas (chamadas cofatores) pode influenciar extraordinariamente a atividade
das mesmas. Geralmente esses cofatores sdo ions metalicos ou uma molécula
organica. (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006).

As enzimas que contém ions metalicos em seu sitio ativo sdo chamadas
metaloenzimas. O papel desses ions metalicos pode ser associado ao
favorecimento da: orientagdo e ligagdo do substrato a metaloenzima, formagéao de
ligagcbes covalentes com os intermediarios de reagdo, ou ainda da interagdo com
substratos para torna-los mais eletrofilicos ou nucleofilicos. (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2006).

A especificidade ao substrato e elevada eficiéncia catalitica das enzimas
reflete a existéncia de um ambiente que primorosamente adaptado, teoricamente,
para uma unica reagao. Enzimas que divergem desta declaragdo, ou seja, que
produzem metabdlitos secundarios sdo descritas como promiscuas, visto que podem
atuar num largo espectro de substratos. (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006),
(HOLLFERDER et al., 2008).
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2.2 Promiscuidade catalitica: evolucdo das enzimas

O termo promiscuidade catalitica tem sido utilizado para descrever a
habilidade de uma enzima em realizar induzida ou acidentalmente uma segunda
atividade catalitica no mesmo sitio ativo responsavel por sua atividade primaria.
Assim, a promiscuidade catalitica pode ser util para o organismo em algum processo
evolutivo, e dessa forma a enzima pode ser recrutada para fornecer essa atividade
secundaria. (STEELE et al. 1998), (COOPER et al., 2002)

Ha um crescente interesse em promiscuidade catalitica, visto que este pode
ser um ponto de partida para a evolugdo de enzimas. Esta evolugdo pode ser
essencial quando se deseja, por exemplo, promover a desintoxicagdo de novos
antibidticos e agrotoxicos, eliminando assim substancias indesejadas das células, ou
em um pensamento ainda mais positivo, se possa degradar poluentes
antropogénicos no ambiente e na evolugdo in vitro de novos catalisadores em
laboratdrio. (COOPER et al., 2002), (FONG; BERGHUIS, 2002)

A promiscuidade é classificada em trés tipos: promiscuidade de condi¢ao, de
substrato e catalitica como descrito na Tabela 1 (HULT; BERGLUND, 2007)

Tabela 1 Tipos de Promiscuidade Enzimatica

Tipo de

promiscuidade Caracteristicas

De condicdo  Apresentado por enzimas com atividade catalitica em reagdes de
condi¢des variadas das naturais, tais como temperatura ou pH extremos.

De substrato  Apresentado por enzimas com especificidade de substrato
alargado/relaxado.

Apresentado por enzimas que catalisam reagdes quimicas distintas com
estados de transicao diferentes.

Catalitica Este tipo de promiscuidade ¢ dividido em:
Acidental - Uma reacéo paralela catalisada por uma enzima natural.
Induzida - Uma nova reagéo estabelecida por uma ou varias mutagdes
que re-encaminham a reacao catalisada por uma enzima natural.

Segundo Hult e Bergund, a promiscuidade de condigao foi primeiramente
explorada por Rona e colaboradores no inicio da década de 30 em uma série de
experiéncias com lipase de figado de porco e pancreatica em solventes organicos
para a resolugcao de alcoois quirais e ésteres. Um bom exemplo de promiscuidade

de substratos e catalitica é o uso de descarboxilase do piruvato para formar ligagdes
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carbono-carbono, o que foi inicialmente estudado em 1921 e é, hoje, uma atividade
industrial. Dentre as muitas enzimas que apresentam promiscuidade de substrato, a
metano monooxigenase é a que catalisa a reacdo de um maior numero de
substratos (150). (HULT; BERGLUND, 2007), (COPLEY, 2003).

Diante disso, explorar a promiscuidade catalitica induzida em metaloenzimas
artificiais pode oferecer grandes oportunidades no desenvolvimento de novas vias
de sintese, que ndo estdo atualmente disponiveis, ou de novas funcbes cataliticas

ou ainda gerar melhorias em catalisadores ja existentes. (HULT; BERGLUND, 2007).

2.3 Modelagem enzimética: ciéncia imitando a natureza

A modelagem enzimatica € a ciéncia imitando a natureza de um sitio de
ligagdo, seja em termos de forma, tamanho e ambiente microscopico, como o sitio
ativo em termos de identidade de grupos, estereoquimica, distancias interatbmicas
de diferentes grupos ou mesmo do mecanismo de acdo da enzima. (BENDER;
D’SOUZA, 1987)

Varias sdo as enzimas de interesse cientifico para modelagem, dentre elas
estdo as fosfatases, que catalisam a reagdo de hidrolise de diversos ésteres de
fosfato. A importancia em mimetizar fosfatases esta no entendimento do mecanismo
da hidrolise de acidos nucléicos tais como DNA e RNA através da quebra das
ligacbes fosfodiéster, cujas aplicagbes sdo inumeras, como na manipulagdo de
genes, no desenvolvimento de sondas moleculares e ainda no desenvolvimento de

novos farmacos com finalidades terapéuticas. (LIU et al., 2004 )

2.3.1 Fosfatases Acidas Parpuras (PAPSs)

As fosfatases acidas purpuras (PAPs) sdo metaloenzimas que catalisam a
hidrolise de uma ampla faixa de ésteres de fosfato (Figura 1) com atividade maxima
em pH entre 4,0 e 7,0. (NEVES et al, 2006)
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Figura 1 Hidrolise de éster de fosfato.

Todas as PAPs (sejam elas de fontes vegetais ou animais) que tiveram suas
estruturas de raios X resolvidas possuem no seu sitio ativo a mesma esfera de
coordenagao aos centros metalicos. Uma representagado esquematica do sitio ativo
das PAPs esta representada na Figura 2. (KLABUNDE; KREBS, 1997)

Figura 2 Representacdo esquematica do sitio ativo das PAPs Fe""M", onde M?* = Zn (feijao

vermelho, soja), Mn (batata doce) e Fe (mamiferos).

Os centros metalicos dos sitios ativos das fosfatases de animais consistem de
dois atomos de ferro com dois estados de oxidacédo acessiveis: uma forma oxidada
Fe''Fe", cataliticamente inativa conhecida como forma purpura, e uma reduzida
Fe''Fe', forma ativa, ou rosa. (STRATER et al., 1995)

De acordo com os mecanismos propostos para as PAPs, para ser capaz de
hidrolisar ésteres de fosfato os complexos devem possuir um sitio labil de
coordenacdo (M"-OH,), no qual o substrato possa ser fixado e ativado. O complexo
deve conter ainda um grupo M"-OH para que o ataque nucleofilico sobre o atomo de
fosforo possa ser realizado. (PERALTA et al., 2005). Para tanto, os ligantes devem
ser estrategicamente escolhidos.

Os ligantes com as unidades centrais alcoxido e fenodxido tém sido
empregados para este fim devido ao efeito quelato e a previsivel formacédo de

centros binucleares, dando origem a complexos com as pontes y-alcoxo e y-fenoxo



19

(Figura 3). Os residuos de aminoacidos presentes nas metaloenzimas tém sido
mimetizados pelos grupos benzimidazol, fenol, piridina e alquilas. (SCHENK et al.,
2008).

Rs

1R\ /
/N/\K\ N\
R OH R

4

Figura 3 Estrutura geral para ligantes binucleantes, onde R corresponde aos bragos

pendentes contendo grupos N,O-doadores.

Assim, os complexos desenvolvidos tém sido estudados frente a substratos
modelo, como o bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato, a fim de obter possiveis modelos
funcionais para as PAPs. (JARENMARK; CARLSSON; NORDLANDER, 2007),
(BATISTA et al., 2003), (PERALTA, 2005), (REY, 2008).

De maneira analoga, a promiscuidade catalitica dos sistemas biomiméticos
tem sido estudada com substratos modelo de outras transformacdes quimicas, ou
reacdes com estado de transicao diferente da reacdo para qual o modelo enzimatico
foi desenvolvido. O complexo [(BPBPMP)Fe"(u-OAc).Fe'"](ClO,4), modelo para
hidrolase, por exemplo, teve sua promiscuidade catalitica estudada frente a reacao
de oxidagao de catecdis, por Neves e colaboradores, onde o analogo sintético

apresentou-se como promiscuo. (NEVES et al., 2009)

2.3.2 Catecol Oxidase

A catecol oxidase pertence a classe das oxirredutases (classe de enzimas
que catalisam reagdes de transferéncia de elétrons) e € uma enzima binuclear de
cobre. Essa enzima catalisa a oxidac&do de catecois as correspondentes o-quinonas
com redugdo do oxigénio molecular a agua, (Figura 4). (LIPPARD; BERG, 1994),
(NEVES, 2001)
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Catecol Oxidase
0O, —_— e 2

Figura 4 Reacgéao catalisada pela catecol oxidase.

As estruturas cristalinas das formas oxidadas ou met (Cu(ll)-Cu(ll)) e reduzida
ou deoxy (Cu(l)-Cu(l)) da catecol oxidase isolada da batata-doce foram
determinadas por cristalografia de raios X. (Figura 5) (EICKEN; KREBS;
SACCHETTINI, 1999)

Figura 5 Estrutura cristalina do sitio ativo da forma oxidada da catecol oxidase.

A oxidagdo de substratos orgéanicos pelo oxigénio molecular sob condi¢des
brandas constitui uma reacdo de grande interesse para muitos processos sintéticos
e industriais, tanto de um ponto de vista econdmico quanto ambiental. (REY, 2008).

Embora a reacdo de substancias orgénicas com o oxigénio molecular seja
termodinamicamente favoravel, ela é cineticamente impedida devido ao estado
fundamental triplete do O,. Neste contexto, e também com o intuito de se obter um
maior entendimento da quimica das metaloenzimas de cobre, um grande numero de
analogos biomiméticos (tanto estruturais quanto funcionais) para o sitio ativo da
catecol oxidase foram desenvolvidos. (BORN et al., 2007), (REY, 2008), (PERALTA
et al., 2006).

O estudo da promiscuidade catalitica de biomiméticos sintéticos ganhou
importancia a partir do momento que se tornou clara a relagdo da promiscuidade
com a evolugéo das enzimas. Assim, um novo desafio para quimicos bioinorganicos
€ o de desenvolver modelos enzimaticos que também sejam promiscuos. (NEVES et
al., 2009)
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OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Sintetizar e caracterizar novos complexos de Fe" com o ligante Hsbbpmp

modelos para as fosfatases acidas purpurase e investigar sua promiscuidade

catalitica frente a oxidagao de catecois.

3.2

Objetivos especificos

Sintese e caracterizagao do ligante simétrico Hsbbpmp que contém grupos
piridinicos e fendlicos e a unidade p-fenoxo.

Sintese e caracterizagdo de novos complexos de Fe'

Happmp.
Estudos comparativos das propriedades fisico-quimicas dos complexos

utilizando o ligante

sintetizados com o sitio ativo das metalohidrolases.

Estudos de reatividade do biomimético frente ao substrato modelo 2,4-
BDNPP.

Estudo da promiscuidade catalitica do complexo frente ao 3,5-DTBC,

substrato modelo para reagdes de oxidagao de catecdis.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, Métodos e Instrumentacéo

4.1.1 Materiais

Os reagentes, materiais, gases de grau analitico e solventes utilizados nas
sinteses foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificagdo prévia.
Para as analises foram utilizados solventes espectroscépicos e para a analise de
ressonancia magnética nuclear foram utilizados solventes deuterados. O substrato
bis(2,4-dinitrofenilfosfato) e o ligante Hzsbbpmp foram sintetizados de acordo com as
rotas sintéticas descritas na literatura. (BUNTON; FARDER, 1969), (BRITO et al.,
1993).

4.1.2 Métodos e Instrumentacéao

4.1.2.1 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro FTIR
— 2000, Perkin Elmer, na regigo de 4000 a 400 cm™. As amostras foram preparadas
por dispersdo em KBr de grau espectroscopico e prensadas (~10 toneladas),
formando pastilhas com cerca de 1 cm de didmetro e 0,5 mm de espessura. Estas
pastilhas foram introduzidas no caminho 6ptico do equipamento para leitura do
percentual de transmitancia (%T). As analises foram realizadas no laboratério do

Prof. Dr. Faruk José Nome Aguilera do Departamento de Quimica da UFSC.
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4.1.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

Os espectros de RMN "H foram obtidos em um espectrofotdmetro Brucker-FT
400 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os
deslocamentos quimicos de Hidrogénio foram registrados em ppm, utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm) e cloroférmio deuterado

como solvente.

4.1.2.3 Espectroscopia eletrbnica

Os espectros eletrdnicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-ElImer modelo Lambda-19,
no Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
As anadlises foram realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscopico e

cubetas de quartzo e vidro com capacidade para 4 mL e 1 cm de caminho 6ptico.

4.1.2.4 Eletroqguimica

O comportamento redox do complexo 1 foi investigado por voltametria ciclica
e onda quadrada em um potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical Systems,
Inc.) modelo Epsilon, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento
de Quimica da UFSC. O experimento foi realizado em solugéo de acetonitrila/agua
(1:1) em pH 6,5 sob atmosfera de argdnio. Neste experimento, utilizou-se KCI (0,1
mol.L™") como eletrdlito suporte e uma célula eletrolitica com trés eletrodos: eletrodo
de trabalho — carbono; eletrodo auxiliar — platina; eletrodo de referéncia — Ag/Ag”.
Para correcdo do potencial utilizou-se hexacianoferrato de potassio como padrao
interno. (GAGNE; KOVAL; LISENSKY, 1980)
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4.1.2.5 Difratometria de Raios X

A andlise de difragdo de raios X de monocristal do complexo foi realizada na
Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os dados foram
coletados em um difratbmetro Enraf-Nonius CAD-4 equipado com um tubo de
molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e monocromador de grafite a temperatura
ambiente. As estruturas cristalinas foram resolvidas através de métodos diretos com
a utilizagdo do programa SHELXS97 e os dados foram refinados pelo método dos
minimos quadrados com matriz completa, com a utilizagdo do programa SHELXL97.
As representacdes graficas das estruturas moleculares foram geradas utilizando o
programa PLATON. (SHELDRICK, 2008), (SPEK,2003)

4.1.2.6 Titulacdo Potenciométrica

As constantes de protonagdao para os complexos foram determinadas por
titulagdo potenciométrica no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. Os experimentos foram realizados em solucao
etanol/agua (70/30 v/v) devido a baixa solubilidade dos complexos em agua.
Utilizou-se um pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro combinado
(Ag/AgCl), calibrado com uma solugéo de HCI (0,010 mol.L™") e uma solugdo padrédo
de KOH (0,100 mol.L™") em agua em uma célula termostatizada a 25,00 + 0,05 °C
para leitura direta de pH (p[H] = -log[H+]). As solugbes foram preparadas com agua
bidestilada fervida e etanol de grau espectroscépico. As medidas foram realizadas
em uma célula termostatizada a 25,00 £ 0,05°C contendo uma solugdo do complexo
(0,02 mmol) em 50 mL de solugédo etanol/agua (70/30 v/v) e a forga idnica ajustada
para 0,100 mol.L™" com KCI, sob fluxo de argdnio para eliminar a presenca de CO,
atmosférico. As solugdes de complexos tiveram o pH ajustado para proximo de 3,50
pela adigao de 0,100 mL de HCI 0,16 mol.L™", resultando em um volume final de 50,1
mL, e foram tituladas com uma solugdo padrdo de KOH 0,100 mol.L™" com a adicéo
de aliquotas de 0,02 mL até pH 10,50 com o auxilio de um pipetador manual (20-200

ML) Digipete. As adigdes sucessivas de base foram realizadas apos a obtencao de



25

valores constantes de pH. O pKw da solugéo etanol/agua 70:30 % V/V contendo
0,100 mol.L™" de KCI utilizado para os calculos, foi 14,72(2). As titulagdes foram
realizadas em duplicata e os valores apresentados referem-se a média dos dois
experimentos. As constantes de equilibrio foram calculadas com o programa BEST7
e os diagramas de distribuicdo das espécies presentes em solugdo em fungao do pH
foram obtidos com os programa Species. (SCHWINGEL et al., 1996), (MARTELL;
MOTEKAITIS, 1992)

4.1.2.7 Reatividade

As atividades cataliticas do complexo foram avaliadas através da reacio de
oxidagao do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC) e de hidrélise do substrato
bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), o qual foi sintetizado de acordo com o
método descrito por Bunton. Os experimentos cinéticos foram realizados em
triplicata sob  condicbes de excesso de substrato  monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO
acoplado a um banho termostatizado, a variagdo de absorvancia ocorrida em 400
nm (€ = 1900 L.mol”".cm™) devido & formagéo da 3,5-di-terc-butilquinona e também
relacionada a liberagcdo do anion 2,4-dinitrofenolato (¢ = 12100 L.mol™".cm™), como
produto da reacdo de oxidacdo e hidrdlise, respectivamente. As reacdes foram
monitoradas entre 2 a 5% de conversao de substrato a produto e os dados foram
tratados pelo método das velocidades iniciais. (BUNTON; FARDER; 1969),
(FERNANDES et al., 2001), (BATISTA et al., 2003)

Os estudos em fungcdo do pH para atividade de catecolase, o qual visa a
obtengcdo do pH o6timo de atividade frente a oxidagcdo do substrato 3,5-di-terc-
butilcatecol e o pK, cinético para cada complexo, foram realizados em uma faixa de
pH entre 5,50 e 10,00 a 25°C. Utilizaram-se cubetas de quartzo e/ou vidro 6ptico
com capacidade para 4000 uL e caminho éptico de 1 cm, seladas com tampa de
teflon, nas quais foram adicionados 100 pL de solugdo aquosa ([Tina = 3.102 mol.L’
Y dos tampées: (MES pH 5,50 a 6,50; TRIS pH 7,00 a 8,50 e CHES pH 9,00 a
10,00), 200 pL de uma solugéo do complexo ([Clina = 2,9.10° mol.L™") e 2900 pL de
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metanol saturado com oxigénio. A reagéao foi iniciada com a adigdo de 100 uL de
uma solugdo metandlica do substrato ([Slinal = 5,6.10° mol.L™") e monitorada durante
20 minutos a 25°C.

Os experimentos cinéticos em condicdes de excesso de substrato foram
realizados como descrito a seguir: 100 uL de solugdo aquosa de tampéo CHES, pH
9,50 ([Tlfinat = 3.102 mol.L™"), 200 pL de uma solugdo metandlica do complexo ([Cleinal
= 2,9.10° mol.L™") e metanol saturado com oxigénio foram adicionados em cubetas
de quartzo ou vidro, com 1 cm de caminho 6ptico, a 25°C. A reacao foi iniciada com
a adicédo de volumes variando de 30 uL a 200 uL de solugdo metandlica do substrato
3,5-DTBC ([Slinat = 1,5.10°-9,7.10° mol.L™"). Em todos os experimentos, o volume
final da mistura reacional na cubeta foi de 3,3 mL. Corre¢gdes da oxidagao
espontanea do substrato 3,5-DTBC foram realizadas sob condi¢des idénticas, sem a
adicdo do complexo. As velocidades iniciais foram obtidas da inclinagdo da curva da
absorvancia versus tempo nos primeiros 20 minutos de reacdo, pelo método das
velocidades iniciais.

Os estudos em fungdo do pH para a atividade de hidrélise do complexo, o
qual visa a obtencdo do pH 6timo de atividade frente a hidrdlise do substrato bis-
(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) e o pKj cinético, foram realizados em uma faixa
de pH entre 3,50 e 9,50 a 25°C. Utilizaram-se cubetas de quartzo e/ou vidro éptico
com capacidade para 4000 uL e caminho éptico de 1 cm, seladas com tampa de
teflon, nas quais foram adicionados 1500 pL de solugdo aquosa (0,1 mol.L™") do
tampao (MES pH 3,50, a 6,50; HEPES pH 7,00 a 8,50; CHES pH 9,00 a 10,00) com
forga idnica mantida constante (I = 0,05 mol.L™, LiClO4), 400 uL de uma solugéo em
acetonitrila do complexo ([Cliinai = 3,9.10° mol.L™"), e 300 uL de acetonitrila. A reagéo
foi iniciada com a adicdo de 800 uL de uma solucdo em acetonitrila do substrato
([Slfinal = 5.10° mol.L™").

Os experimentos cinéticos em condicbes de excesso de substrato foram
realizados como descrito a seguir: 1,5 mL de solu¢gdo aquosa de tampao MES pH
6,50 ([Tlfna = 5.102 mol.L™"), 400 pL de uma solugdo, em acetonitrila, do complexo
([Clina = 3,9.10° mol.L™") e acetonitrila foram adicionados em cubetas de quartzo ou
vidro, com 1 cm de caminho 6ptico, a 25°C. A reacao foi iniciada com a adicédo de
volumes variando de 150 uL a 1100 pL de solugdo em acetonitrila, do substrato 2,4-
BDNPP ([S]inal = 9,4.10% — 6,9.10° mol.L™"). Em todos os experimentos realizados
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para a reacao de hidrolise, o volume final da mistura reacional na cubeta foi de 3,0
mL. Corregcbes da hidrolise espontanea do substrato 2,4-BDNPP foram realizadas
sob condicdes idénticas, sem a adigdo do complexo. As velocidades iniciais foram
obtidas da inclinagdo da curva da absorvancia versus tempo nos primeiros 15

minutos de reacéo.

4.2 Sintese do ligante

A sintese do ligante Hsbbpmp foi realizada através do precursor Hbpa de
acordo com Brito e colaboradores como ilustrado na Figura 6 e descrito abaixo. Um
esquema da rota completa de sintese do ligante pode ser observado no anexo 1.
(BRITO et al., 1993)

OH A~ =
S N
ET.N
2 NH Yt ocl cl ———» N N
. THF/CH,Cl,
D OH OH OH HO
=
Hbpa Hsbbpmp

Figura 6 Sintese do ligante Hsbbpmp

Foram adicionados Hbpa (10g; 46,7mmol) e trietilamina (9,38g; 92,8mmol) em
30 mL de THF. A esta solucgdo foi adicionado 2,6-bis(clorometil)-4-metilfenol (4,76g;
23,2mmol em 20 mL de diclorometano) gota a gota e sob agitacdo magnética. A
reacao foi mantida em agitacdo por trinta minutos a temperatura ambiente. Em
seguida acrescentou-se 500 mL de agua destilada, filtrou-se o ligante, dissolvendo-o
posteriormente em diclorometano.

A solugdo foi entdo lavada com Brine (solucdo 0,1 mol.L”" de NaHCO;
saturada com NacCl), seca com Na,SO,4 anidro e concentrada a pressao reduzida em
evaporador rotatorio. O ligante Hsbbpmp foi recristalizado em isopropanol e seco sob
vacuo, obtendo-se 6,5 g (11,6 mmol), com rendimento de 50% em relagéo ao Hbpa.
P.F. =167-168°C. Literatura: 167-168°C. (BRITO, 1994)
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O ligante foi caracterizado por espectro no IV (Figura 7) e RMN 'H (Figura 8)
IV (KBr), em cm™: v (C-Ha e C-Hai) 3015-2817; v (C=N e C=C) 1590-1483;
8 (O-Hsenot) 1371; v (C-Osenal) 1255; v (C-N) 1101; 6 (C-Har) 751.
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Figura 7 Espectroscopia no Infravermelho do ligante Hsbbpmp em pastilha de KBr.

RMN "H - 8y (400 MHz; CDCl3), em ppm: 2,2 (s, 3H, CHs); 3,74 (s, 4H, CHa); 3,79 (s,

4H, CH,), 3,83 (s, 4H, CH,); 6,75 (t, 2H, CHa): 6,80 (d, 2H, CHa);

6,87 (s, 2H, CHar); 7,00 (d, 2H, CHar); 7,13 (t, 2H, CHar); 7,19-7,21 (4H, CHa); 7,64 (t,
T

2H, CHy), 8,60 (d, 2H, CHy); 10,64 (s, 2H, OHpn).
7 4 2

Figura 8 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H do ligante em CDCl5.
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4.3 Sintese dos complexos

O complexo 1 foi sintetizado pela adi¢do, gota a gota, de dois equivalentes de
Fe(ClO4)3.9H,0O dissolvidos em metanol sobre uma solugdo também metandlica
contendo o ligante, sob agitacao e leve aquecimento. Foi adicionado uma solugao de
NaOH 1mol.L™ até obter coloracdo vermelha.

A sintese do complexo 2 foi realizada de maneira analoga a do complexo
anterior, usando FeCl3;.5H,0 como sal do metal de partida e sem a adigao de base.

A Figura 9 ilustra o esquema da sintese dos complexos.

W e, Y
S /l o
0
OF‘P/
O///,' / " O
‘Ead Ead
/Fe +\O/Fe\+
2 Fe(CIO4)39H20‘ /

N

NaOH(aq), MeOH
OH HO

2 FeCl3. 5H,0
Metanol

Figura 9 Sintese do complexo 1 e 2.
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Os complexos foram inicialmente caracterizados por espectroscopia na regiao
do infravermelho. Os graficos podem ser observados na secao 5.2.1 de resultados e

discusséo.

Complexo 1. IV (KBr), em cm™: v (C-Ha e C-Hai) 3050-2843; v (C=N e C=C)
1596,1482; v (C-Ofenol) 1297; v (C-N) 1101; 8 (C-Har) 758.

Complexo 2. IV (KBr), em cm™: v 3582 e 3395 (O-H.,); v (C-Har & C-Hai) 3105-2865;
v (C=N e C=C) 1606,1485; v (C-Orenol) 1292; v (C-N) 1078; 5 (C-Har) 769.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdes do ligante

O ligante foi caracterizado por espectroscopia na regidao do infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio. Os espectros obtidos foram
comparados aos reportados por Brito e colaboradores e comprovaram a sua

formacgao e pureza adequada para a sintese do complexo. (BRITO et al., 1993)

5.2 Caracterizacdes dos complexos

5.2.1 Infravermelho

Os espectros no infravermelho dos complexos 1 e 2 apresentaram as
mesmas bandas tipicas do ligante (Figura 10), porém com deslocamentos no
comprimento de onda que indicaram complexacdo. A banda correspondente a
ligagdo C-N das piridinas deslocou-se de 1255 no ligante livre para 1297 cm™ no
complexo 1 e para 1292 cm™ no complexo 2, bem como a auséncia da banda & (O-
Hrenol) €m 1371 cm™ nos complexos indica a coordenacdo dos fendis na forma
desprotonada. A auséncia de uma banda em torno de 1100 cm™” demonstra a
auséncia do contra-ion perclorato (presente no sal de partida) no espectro do
complexo 1. E observado ainda no complexo 2, duas bandas de &agua de

coordenacdo em 3582 e 3395 cm™.
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Figura 10 Espectros no infravermelho do ligante (vermelho) e do complexo 1 (preto) (A) e do

complexo 2 (azul) (B).

5.2.2 Estruturas de raios X

As estruturas dos complexos 1 e 2 foram resolvidas a partir da obtencao de
monocristais vermelhos e azuis, respectivamente, segundo a técnica de difratometria
de raios X. A Figura 11 mostra os diagramas ORTEP para as estruturas e os dados
cristalograficos do complexo 1 e 2 estdo resumidos no Anexo 2 e Anexo 3.

As principais distancias de ligagao e angulos para o complexo 1 apresentados
na Tabela 2 e observaveis na Figura 11 mostram que o comprimento de ligagao Fe-
Ooxo Nas pontes p-oxo (dos atomos de oxigénio centrais) é de 1,78A. Esta distancia
estd na faixa de 1,76-1,82A, observada em caracterizacdes cristalograficas das
unidades [Fe-O-Fe]** em complexos di- e tetranucleares. (LIPPARD, 1988)

Os comprimentos de ligagdo Fe-O, o S@0 significativamente mais curtos
quando comparados aos observados para Fe-O higroxo, CUjO cOmprimento
encontrado foi de 1,96A, e Fe-O, fenoxo de comprimento 2,13A e trazem como
consequéncias imediatas, uma maior sobreposicdo dos orbitais nas unidades Fe-
oxo-Fe em decorréncia de efeitos eletronicos e estéricos. Tais efeitos tém sido
atribuidos em outros complexos de Ferro também. Portanto as separacdes FeFe

séo 0,13A menores através das pontes p-oxo em relagédo as p-hidroxo e 0,37A
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menores em relagdo as p-fenoxo, mesmo sendo o angulo Fe(u-oxo)Fe de 144,02°
maior que o angulo Fe(p-hidroxo)Fe que é de 127,51°. (METRAN, 1995),
(DICKSON; BERRY, 1986)

Observa-se ainda que todos os atomos de Nitrogénio estdo em posi¢ao trans
aos atomos de oxigénio nos complexos 1 e 2. Com relagédo as distancias Fe-N, no
complexo 1, existe uma pequena, mas significativa influéncia estrutural das ligagdes,
referente ao tipo de ponte que se situa trans em relagdo aos nitrogénios. Nota-se
que o comprimento de 2,24A das ligagbes Fe-N trans as ligagdes Fe-O ,,_ox, S0 mais
longos que Fe-N de 2,21A a Fe-O , niaroxo- Este fato pode ser interpretado como
sendo resultado da maior influéncia trans exercida pelas ligagbes Fe-O ,_ox. Com
relagcdo ao complexo 2 a influéncia trans também €& observada, pois o comprimento
das ligacdes Fe-N trans ao Fe-O,, de 2,19 A sdo maiores que das ligacdes Fe-
Ofenolato d& 2,16 A e este é ainda maior que a ligagdo Fe-O, fenoxo de 2,13 A,
(METRAN, 1995)

Figura 11 ORTEP do complexo 1 e 2.
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Tabela 2 Comprimentos (A) e angulos de ligagdo (°) do centro de ferro selecionados para o

complexo 1 e 2.

Complexo 1 Complexo 2
Fe(1)-O(1) 1,782(3) Fe(1)-O(3) 1,899(5)
Fe(1)-O(3) 1,964(3) Fe(1)-O(1W) 2,034(5)
Fe(1)-O(20) 2,004(3) Fe(1)-O(1) 2,132(4)
Fe(1)-O(10) 2,129(3) Fe(1)-N(21) 2,155(6)
Fe(1)-N(1) 2,206(4) Fe(1)-N(1) 2,187(5)
Fe(1)-N(32) 2,240(4) Fe(1)-Cl(1) 2,314(2)
O(1)-Fe(1)-O(3) 101,15(14) O(3)-Fe(1)-O(1W) 95,0(2)
O(1)-Fe(1)-O(20) 98,32(15) 0O(3)-Fe(1)-0O(1) 91,7(2)
O(3)-Fe(1)-0O(20) 89,60(14) O(1W)-Fe(1)-O(1) 84,5(2)
O(1)-Fe(1)-O(10) 93,74(13) O(3)-Fe(1)-N(21) 163,8(2)
O(3)-Fe(1)-0O(10) 94,66(13) O(1W)-Fe(1)-N(21) 99,7(2)
0(20)-Fe(1)-0(10) 166,20(14) O(1)-Fe(1)-N(21) 82,9(2)
O(1)-Fe(1)-N(1) 95,32(16) 0O(3)-Fe(1)-N(1) 86,2(2)
O(3)-Fe(1)-N(1) 162,70(15) O(1W)-Fe(1)-N(1) 173,5(2)
0O(20)-Fe(1)-N(1) 82,78(15) O(1)-Fe(1)-N(1) 89,09(19)
O(10)-Fe(1)-N(1) 89,46(13) N(21)-Fe(1)-N(1) 78,5(2)
O(1)-Fe(1)-N(32) 170,59(16) O(3)-Fe(1)-CI(1) 98,56(17)
O(3)-Fe(1)-N(32) 88,15(15) O(1W)-Fe(1)-CI(1) 89,98(17)
0O(20)-Fe(1)-N(32) 82,99(15) O(1)-Fe(1)-CI(1) 168,74(15)
O(10)-Fe(1)-N(32) 84,02(13) N(21)-Fe(1)-CI(1) 88,46(18)
N(1)-Fe(1)-N(32) 75,55(16) N(1)-Fe(1)-Cl(1) 9620(16)
Fe(1)-O(1)-Fe(4) 144,0(2) C(11)-0O(1)-Fe(1) 117,5(3)
Fe(3)-O(3)-Fe(1) 127,62(17) C(31)-0(3)-Fe(1) 133,7(4)

Analisando o sitio ativo do complexo observa-se que a geometria exibida por

Fe4Og é do tipo adamantano como destacado na Figura 12.

»

Figura 12 Vista da geometria tipo adamantano exibida pelo complexo 1.
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5.2.3 Espectroscopia Eletrénica

O ion ferro no estado de oxidacdo 3+ possui configuracdo d°> e apresenta
geometria octaédrica, como € observado na Figura 11 para os dois complexos. O
efeito Jahn-Teller ndo é observado devido os atomos de ferro serem spin alto. Esta
atribuicao € feita baseada nas analises de espectroscopia Mdssbauer de varios

""“inclusive com o mesmo ligante por Brito e

complexos semelhantes de Fe

colaboradores. (BRITO, 1994)
Os espectros eletrdnicos dos complexos 1 e 2 sao apresentados na Figura

13. O complexo 1 apresenta duas transicdes eletronicas, um ombro em 448nm

atribuido a um processo de transferéncia de carga do tipo ligante—>metal (TCLM),

proveniente dos orbitais pmrencato—>dn* do ion Fe™, e uma banda centrada em 295 nm

de transigao intraligante. O complexo 2 apresenta uma banda em 548 nm (€=5468
L.mol".cm™) da mesma TCLM do complexo 1 e um ombro em 355 nm de uma

TCLM dos orbitais prenolato—>do™ do ion Fe™, e também um ombro em 274nm de

transi¢ao intraligante.
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1

Figura 13 Espectroscopia eletrénica do complexo 1 em acetonitrila (1,2.10° mol.L™") e 2 em

diclorometano (3,1.10° mol.L™).

Comparando-se as energias para os espectros eletrénicos dos complexos 1 e
2 pode-se observar um deslocamento batocrémico, que esta relacionado a diferenca
na densidade eletrénica sobre os atomos de Ferro. Esse deslocamento também

pode estar relacionado ao solvatocromismo.
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Através de um acompanhamento por espectroscopia eletrénica do complexo
1 em metanol, Figura 14, foi possivel observar a conversao deste no complexo 2 em
solucgao.

Os pontos isosbésticos observados no grafico indicam um equilibrio das duas
espécies. Através dos dados desse acompanhamento foi calculado o tempo de
aparecimento da espécie purpura (binuclear), onde se pode verificar na Figura 15

que a partir de 8h aproximadamente ja ndo ha maiores variagdes de absorvancia.

0.8

20 40 500

0.6

X0 40 s 6w 700
2 (nm) *(nm)

Abs.

espécie vermelha espécie plrpura

Figura 14 Acompanhamento da mudanga espectral com o tempo de uma solugdo 1,2.10°
mol.L" em metanol do complexo 1 através de espectroscopia eletronica. Insergdes:
Espectro Eletronico da espécie vermelha (complexo 1) em acetonitrila (1,2.10°mol.L™") e da

espécie purpura apés 15h de incubacéo.
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Figura 15 Aparecimento da espécie binuclear, baseado no acompanhamento do espectro

eletrénico em A = 552 nm. Concentracdo do complexo 1: 1,2. 10° mol.L™".
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5.2.4 Eletroquimica

A eletroquimica foi realizada em acetonitrila/agua (1:1 v/v) em pH 6,5 com o
intuito de se caracterizar a espécie ativa na catadlise da reagdao de hidrolise. O
comportamento redox do complexo 1 foi investigado através da técnica de
voltametria ciclica e onda quadrada. Na voltametria de onda quadrada observou-se
um processo quasi-reversivel com -0,02V vs NHE atribuida ao sistema redox
Fe'/Fe"" »Fe'/Fe" e uma segunda onda em Ej;, = -0,28V vs NHE, referente ao
sistema Fe'/Fe'>Fe'/Fe". As mesmas ondas referentes a oxidacédo e apenas uma
onda da reducdo sao observadas na voltametria ciclica, porém com menor

intensidade porque a técnica da onda quadrada é mais sensivel. (Figura 16).

= 04 3
— 14 \ /r"———,,\ / o _
1 ) \\
- 2 —
— 300mV.s \ /
2 1 1 \ /
—— 200 mV.s 1 2l \_/
—— Oxidagao|
T T T T T T -4 T T T T T T
1.0 0.5 0.0 0.5 -1.0 -1.5 100 0 -100 -200 -300 -400
E (mV) E (mV)
A B

Figura 16 A.Voltametria ciclica. Condigdes: solvente: acetonitrila/agua (1:1 v/v). eletrdlito:
KCl 0,1mol.L"; eletrodo de trabalho: carbono, eletrodo auxiliar: platina, eletrodo de
referéncia - Ag/AgCl). B. Voltametria de onda quadrada. Condicdes: solvente:
acetonitrila/agua (1:1 v/v). eletrélito: KCI 0,1mol.L™"; eletrodo de trabalho: carbono, eletrodo

auxiliar: platina, eletrodo de referéncia - Ag/AgCl)

5.3 Titulagdo potenciométrica

Devido a baixa solubilidade do complexo 1 em meio aquoso, os estudos de
titulagdo potenciométrica foram realizados em solugéo de etanol/agua (70/30 v/v).

Estes experimentos foram realizados para avaliar a presenga de moléculas de agua
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coordenadas aos centros metalicos, quando os complexos se encontram em solugao
e também com o intuito de confirmar a conversdo do complexo 1 no 2.

O resultado obtido mostrou a neutralizagdo de 3 mols de KOH por mol de
complexo na regido de pH entre 3,50 e 10,50. O tratamento destes dados levou a
obtencao de trés constantes de desprotonagéao, cujos valores sao: 3,19; 6,16 e 9,09.

O mesmo procedimento foi realizado para o complexo 2, o qual apresentou as
seqguintes constantes: 3,51; 6,17 e 8,81. Estes valores s&do muito semelhantes aos
obtidos para o complexo 1, corroborando a interconversao dos complexos em
solucao, apresentados na se¢ao de espectroscopia eletrénica.

A primeira constante, ou pKa, pode ser atribuida a formacao de uma espécie
contendo uma ponte oxo entre os dois centros metalicos. A segunda constante pode
ser atribuida a desprotonagdo de uma molécula de agua coordenada a um centro de
Fe'' e a terceira constante pode estar relacionada a formacdo da espécie
tetranuclear. Na Figura 17 €& apresentada uma proposta para os equilibrios

observados em solugao e o grafico de distribuigdo das espécies pode ser observado

na Figura 18.

o
‘--_____F/ \.FZ..--* ka “--___FE./ \\FE_..--" la “--.._FE/ FE.----"' ML 2
ahdi dhrdi i di

OHs M OH4 CHo JHs CH OH4

A B cC D

Figura 17 Proposta para os equilibrios observados para o complexo 1 e 2 em solugéo.
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Figura 18 Grafico de distribuicdo de espécies em fungcao do pH para o complexo 1.
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5.4 Reatividade

5.4.1 Hidrélise do Ester de Fosfato 2,4-BDNPP

A atividade catalitica do complexo 1 na hidrélise de ésteres de fosfato foi
avaliada na reacao de hidrdlise do substrato 2,4-BDNPP, sob condi¢cdes de excesso
de substrato a 25°C, conforme ilustrado na Figura 19. Para obtencéo dos parametros
cinéticos utilizou-se o0 método das velocidades iniciais, onde as reagdes foram
monitoradas por método espectrofotométrico durante 3 a 5 % da conversao de
substrato modelo a produto através do incremento da absorvancia em 400 nm
devido a liberacdo de 2,4-dinitrofenolato como produto. (PISZKIEWICZ, 1977),
(BATISTA et al., 2003)

0
g.,,o MO, ML,
0, 0" ™Np- _ catalisadar + Produtos

Figura 19 Reacéao de hidrélise de um substrato modelo (2,4-BDNPP) catalisada por 1.

5.4.1.1 Estudo da Influéncia do pH na hidroélise do 2,4-BDNPP

Foram realizados estudos do efeito do pH sobre a atividade catalitica do
complexo na reacao de hidrdlise, visando a determinacdo do pH de atividade
maxima. O perfil do grafico das velocidades iniciais (V) versus o pH apresenta um
formato de sino, apresentando valor de pH maximo em 6,5 como ilustrado na Figura
20.
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Figura 20 Dependéncia da velocidade de reagéo de hidrélise do 2,4-BDNPP com o pH para
o complexo. Condi¢des: [Complexo] = 3,9.10°mol.L", [2,4-BDNPP] = 5,0.10° mol.L",

[Tampdes] = 0,05 mol.L™", solugdo acetonitrila/agua (1:1) a 25°C.

Os valores dos pK, cinéticos foram determinados na inflexdo das curvas para
cada metade do sino, através do ajuste sigmoidal dos dados. Os valores
encontrados foram: 5,53 e 7,33.

Os valores de pKa obtidos via potenciometria e os pKa cinéticos estao
sumarizados na Tabela 3, onde pode ser observado que o pK,q cinético e 0 pKa2
potenciométrico estdo em concordancia. No entanto, o pKa2 cinético e pKas
potenciométrico apresentam uma diferenca significativa (1,76 unidades de pKj).
Uma explicacado para este resultado pode estar relacionada a influéncia da formacao

da espécie tetranuclear em inibir a hidrélise do substrato 2,4-BDNPP.

Tabela 3 Valores de pK, obtidos para o complexo 1.

Cinéticos Potenciométrico
pKa1 pKaZ pKaZ pKaS
5,53 7,33 6,16 9,09

Avaliando o perfil de pH da reacao de hidrdlise juntamente com a distribuicéo
das espécies (Figura 21) verifica-se que assim que o sino é formado logo em
seguida a atividade na hidrélise diminui ndo ocorrendo a formacéo de um plateau

caracteristico dos perfis de pH na forma de sino regular. Assim, a formagédo da
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especie tetranuclear pode estar relacionada a brusca diminuicdo na atividade

hidrolitica ja que esta inibe a reacéo.

% Espécies

Figura 21 Sobreposicdo do grafico de distribuicdo das espécies em fungdo do pH e
dependéncia da velocidade de reacao de hidrélise do 2,4-BDNPP com o pH para o

complexo 1.

Dessa forma é a espécie C a provavel espécie cataliticamente ativa na reacéo

de hidrélise por conter um sitio de coordenacéao labil Fe™-OH, para fixar e ativar o

substrato e um grupo Fe"-OH para realizar o ataque nucleofilico sobre o atomo de

fosforo do substrato.

5.4.1.2 Efeito da concentracdo do substrato na reacao de hidrélise do 2.,4-
BDNPP

A avaliacdo da dependéncia da concentracdo do substrato, sobre a
velocidade da reacgéo de hidrélise do mesmo foi investigada em pH 6,5, pH étimo de
atividade, descrito na sec¢ao anterior. Nesses experimentos péde-se observar que ha
uma dependéncia linear da velocidade a baixas concentracbes de substrato
(dependéncia de 12 ordem), porém, com o aumento da concentragéo de 2,4-BDNPP
ocorre um desvio da linearidade tendendo a uma curva de saturagao (ordem zero).
Esta dependéncia das velocidades iniciais em fungado da concentracdo do substrato

sugere que a reagao de hidrolise ocorre com a formagdo de um intermediario
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complexo-substrato, conforme o modelo de Michaelis-Menten. (PISZKIEWICZ,
1977).

Desta forma, péde ser aplicado o modelo de cinética através da equacao de
Michaelis-Menten (Equagéo 1) usando um método néo linear, o qual forneceu dados
necessarios para o calculo dos parametros cinéticos do complexo estudado. A
dependéncia da velocidade da reacéo de hidrélise com a concentragdo do substrato
catalisada pelo complexo 1 € mostrada na Figura 22 e os valores obtidos pelos
métodos das velocidades iniciais na Tabela 4.
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Figura 22 Dependéncia da velocidade de reagdo de hidrolise do 2,4-BDNPP com a
concentragdo do substrato para o complexo 1. Condi¢des: [Clina = 3,9.10° mol.L", [2,4-
BDNPPJinas = 0,9.10°-6,9.10° mol.L™", [MES]ina = 0,05 mol.L™ (pH = 6,5); em solugdo
Acetonitrila/Agua (1:1) a 25 °C.

Conforme se observa na Tabela 4, o complexo 1 € efetivo na conversao do
substrato a produtos, apresentando uma aceleracdo de aproximadamente 6040
vezes em relagdo a velocidade de hidrélise da reacdo nao catalisada (k. = 1,8.107
s™). (BUNTON; FARBER, 1969)

Tabela 4 Parametros cinéticos para a reacao de hidrélise estudada. (JOVITO, 2009)

Complexo V méx Ky Keat Kass f E
(mol.L".s")  (mol.L™" (s (mol™.L)
1 419.10°% 956.10° 1,08.10° 104,6 6042,5 0,11

Fe"Fe"  3,36.10° 0,19.10° 8,40.10°  5263,1 466,6 0,44
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Comparando-se os valores apresentados na Tabela 4 para o complexo 1 € o
complexo Fe''Fe'" com ligante nao simétrico (H.bpbpmp), ilustrado na Figura 23,
verifica-se que a constante de associacdo do complexo Fe''Fe" é muito maior que o
obtido pelo complexo 1, e apesar de ligantes ndo simétricos mimetizarem melhor os
residuos de aminoacidos presente no sitio ativo das PAP’s essa grande diferenca
entre as constantes pode indicar que os mecanismos sejam diferentes para os dois
complexos. Ja a constante catalitica do complexo 1 é maior que do complexo
Fe''Fe' e assim pode-se dizer que, apesar do complexo 1 ndo ter muita afinidade

pelo substrato, este € um melhor catalisador para a reacao.

C40
cat e T
C4 i =
C48 @ < / N\ . \
}3’ naz 062 AR '05
3 c43
Ca4

Figura 23 Complexo [(BPBPMP)Fe"(u-OAc),Fe""|(CIO,),. (JOVITO, 2009)

CE4

Vale lembrar que conforme dados de titulagdo potenciométrica,
espectroscopia eletrbnica e eletroquimica para o complexo 1, este se apresentou
como uma espécie homobinuclear, sendo esta a espécie ativa na hidrélise do
substrato 2,4-BDNPP. Assim, todos os calculos dos parametros e condicoes
cinéticas ja se encontram corrigidas para uma concentragdo do complexo em
solugdo multipla de 2, uma vez que uma espécie homotetranuclear gera dois

equivalentes da espécie homobinuclear.

5.4.1.3 Proposta de mecanismo para a reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP

Com base nas informacgdes obtidas nos estudos de efeito de pH e de substrato,
além dos dados de potenciometria € possivel propor um mecanismo de catalise do
diéster de fosfato 2,4-BDNPP.



44

Os estudos do efeito do pH na reagao de hidrélise, juntamente com os dados
da titulacdo potenciométrica, evidenciam que a espécie ativa seja a espécie
(OH)Fe"(u-O)Fe'"(OHy).

No mecanismo proposto, apresentado na Figura 24, o substrato desloca uma

molécula de agua coordenada a um centro de Fe"™ em uma etapa rapida.

NO,

OH OH»

o | QLo K O,N
o, "\ o K e
/Fe \O/Fe\ . 00 - o
N\/ \,N o« /Lo NO,
R

A
\ N
+H,0/0Hy 0 =N -
ROPO," 0§P< AN /k(;)i V4
e
v 0

Figura 24 Proposta para o mecanismo de hidrdlise do 2,4-BDNPP catalisada pelo complexo
1.

" atua como

A seguir, o ion hidroxido coordenado ao outro centro de Fe
nucledfilo, atacando o atomo de fésforo do substrato, ocorrendo entdo a hidrolise da
ligacao fosfodiéster e a liberagdo do produto 2,4-dinitrofenolato. O monoéster, 2,4-
dinitrofenilfosfato, permanece coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela

presenga de excesso do substrato 2,4-BDNPP, reiniciando o processo catalitico.

5.4.2 Oxidacao do 3,5-di-terc-butilcatecol

Com o objetivo se estudar a promiscuidade catalitica do complexo 1, foi
analisado a reatividade deste com um substrato modelo para catecol oxidase, o 3,5-

DTBC. Um esquema ilustrativo para essa reagao é apresentado na Figura 25.
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o Catecol Oxidase
2 —_—

Figura 25 Esquema ilustrativo para reacao de oxidagao do substrato 3,5-DTBC.

5.4.2.1 Estudo da Influéncia do pH na oxidacdo do 3,5-DTBC

A fim de investigar a dependéncia da reagao de oxidagao em fungéao do pH do
meio, realizou-se a oxidacdo do 3,5-DTBC na presenca do complexo 1 em varias
solugdes tamponadas. A partir da curva das velocidades iniciais (Vo) versus os
valores de pH, pode-se obter tanto o pH 6timo para a reagdo como o pKa cinético. O
grafico obtido pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26 Dependéncia da velocidade de reacao de oxidagao do 3,5-DTBC com o pH para o
complexo. Condicdes: [Complexo] = 2,9.10° mol.L™", [3,5-DTBC] = 5,0.10° mol.L”,

[Tampdes] = 1,0 mol.L™, solugdo metanol/agua (30:1) a 25°C.

O perfil obtido no efeito do pH indica que em valores de pH mais baixos nao

houve praticamente atividade de oxidagao promovida pelo complexo e, a medida
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que o pH foi aumentado, houve um significativo aumento na reatividade. A partir de
um ajuste sigmoidal a curva, obteve-se na inflexdo um valor pKa cinético de 8,55
que esta em concordancia com o valor obtido para o terceiro pKa,s por titulagdo
potenciométrica, 9,09.

Avaliando o perfil de pH da reagao de oxidagao juntamente com a distribuigao
das espécies (Figura 27) verifica-se que a espécie ativa € a D que provavelmente

esta relacionada a formacgao da espécie tetranuclear.
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Figura 27 Gréfico de distribuicdo de espécies em funcdo do pH e dependéncia da

velocidade de reagao de oxidagao do 3,5-DTBC com o pH para o complexo 1.

5.4.2.2 Efeito da concentracdo do substrato na reacdo de oxidacdo do 3.,5-
DTBC

Com o objetivo de determinar os parametros cinéticos da reagao de oxidagao
do 3,5-DTBC catalisada pelo complexo 1, estudos do efeito da concentragdo do
substrato 3,5-DTBC sobre a velocidade de oxidagdo do mesmo foram investigados
em pH 9,5. A Figura 28 apresenta os graficos de velocidade inicial (Vo) em fungéo da
concentracdo do 3,5-DTBC para a reagao de oxidagao catalisada e a Tabela 5 os

parametros cinéticos obtidos através da equacao de Michaelis-Menten (Equagao 1).
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Figura 28 Dependéncia da velocidade de reagdo de oxidagdo do 3,5-DTBC com a
concentragdo do substrato para o complexo. Insercdo: Graficos de Lineweaver-Burk.
Condigdes: [Clinal = 2,9.10° mol.L™", [3,5-DTBClina = 1,7.10°-11.10° mol.L"", [CHES]na =
1,0.10mol.L”" (pH = 9,5); em solugdo MeOH/H,0 (30:1) a 25 °C, incubacéo de 24h.

Analisando a Tabela 5, verifica-se que a constante de associacdo do
complexo Fe""Fe'", ilustrado anteriormente na Figura 23, é muito maior do que do

complexo 1 na reacao de oxidacao do substrato 3,5-DTBC.

Tabela 5 Parametros cinéticos para a reagéo de oxidagao do 3,5-DTBC. (JOVITO, 2009)

Cinética Vméx KM kcat Kass kcat/KM
(mol.L™".s™) (mol.L'™" (s™ (mol™.L) (L.mol™".s™)
1 8,75.10” 39,5.10* 0,0302 253,2 7,64
Fe'Fe' 1,69.107 7,1.10* 0,0116 1408,5 16,34

Essa diferenga indica uma menor afinidade da espécie tetranuclear com o
substrato ou ainda pode indicar que os mecanismos de reagéo sejam diferentes para

os complexos 1 e Fe'"Fe' referenciado na Tabela 5.
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6 CONCLUSOES

Foi sintetizado e caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho
e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio o ligante ja descrito na literatura
Hsbbpmp.

Foram sintetizados dois novos complexos de Fe'

empregando-se o ligante
Hsbbpmp. Os complexos foram caracterizados por infravermelho, de onde foi
possivel identificar as bandas provenientes do ligante, por espectroscopia eletrdnica,
de onde se atribuiram bandas de transferéncia de carga, e eletroquimica, cujos
experimentos forneceram os valores dos potenciais redox. Os complexos tiveram
sua estrutura resolvida pela técnica de difragdo de raios x e estudos de titulagéo
potenciométrica permitiram propor algumas espécies presentes em solugao.

Estudos de reatividade do complexo frente a hidrélise do substrato 2,4-
BDNPP revelaram que o complexo possui capacidade catalitica com aceleragao de
aproximadamente seis mil vezes em relagao a reacédo nao catalisada.

Estudos da reatividade do complexo frente a oxidagao do substrato 3,5-DTBC
revelaram que o complexo possui capacidade catalitica com kea = 30,2.10% s e E =
7,64 na conversao do substrato a produtos.

Dessa forma os novos complexos sintetizados, apesar de ndo serem modelo
estrutural para as PAPs na forma oxidada, em solugdo apresentam atividade na
hidrolise de éster de fosfato além de apresentarem promiscuidade catalitica em

reacao de transferéncia de elétrons.
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7 PERSPECTIVAS

Apesar dos esforcos de se obter dados suficientes para a proposta do
mecanismo de acdo do complexo na catalise dos substratos modelos alguns
experimentos ainda sado necessarios, como:

Acompanhamento da reagao de hidrolise do 2,4-DNPP (2,4-dinitrofenilfosfato)
para verificar se o complexo é também capaz de catalisar a hidrélise do monoéster
de fosfato.

Para avaliar a possibilidade de uma catalise geral na reagdo de hidrélise é
necessario o estudo do efeito isotépico de deutério.

Estudos de espectrometria de massa de elétron spray (ESI) em diferentes
pHs sdo absolutamente necessarios para os complexos obtidos no presente
trabalho. Estes estudos tém o objetivo de verificar se os complexos formam as
mesmas espécies em solugao, corroborando a idéia de interconversdao dos mesmos
e para a elucidagao das espécies ativas na reagao de oxidagao.

A utilizagdo de substratos com apenas um grupo de saida, como por exemplo,
o diéster, sal de litio do 2,4-dinitrofeniletilfosfato, permitira um estudo mais adequado
dos produtos da reacao de hidrdlise.

Estudos das propriedades magnéticas e de Madssbauer dos complexos

também permitirdo uma melhor caracterizagdo dos mesmos.
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9 ANEXOS



9.1 Anexo 1-Esquema de sintese para o ligante Hsbbpmp de acordo com
Brito e colaboradores

SOCI2
+2 NaOH(aq)—>
H

THF/C H20|2

/
\

o b Hojé

// [:::I:{ [:::]:% Habbpmp

ANy

Hbpa

Figura 29 Esquema de sintese do ligante Hzbbpmp. (BRITO et al., 1993).



9.2 Anexo 2 — Dados cristalogréaficos suplementares do complexo 1

Figura 30 ORTEP do complexo 1

Tabela 6 Dados cristalograficos para o complexo 1

Ivi

Foérmula empirica

Massa molecular
Temperatura

Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da célula unitaria

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorgao
Tamanho do cristal
Reflexdes coletadas
Reflxdes independentes
Método de refinamento

CroHgoFe4NgO16

1512,.82 g.mol”

293(2) K

0,.71069 A

Monoclinico

P 21/c

a=13,2970(10) A a=90°.

b =22,002(3) A B=101,324(7)°.
¢ = 25,3550(10) A y =90°.
7273,5(12) A®

4

1,382 Mg/m?®

0,852 mm™

0,40 x 0,26 x 0,16 mm®

13215

12899 [R(int) = 0,0450]

Minimos quadrados com matriz completa F?




Tabela 7 Comprimentos (A) e angulos de ligagéo (°) selecionados para o complexo 1

Ivii

Fe(1)-O(1)
Fe(1)-0(3)
Fe(1)-0(20)
Fe(1)-O(10)
Fe(1)-N(1)
Fe(1)-N(32)
Fe(3)-0O(2)
Fe(3)-0(3)
Fe(3)-0(70)
Fe(3)-0(60)
Fe(3)-N(6)
Fe(3)-N(82)
O(1)-Fe(1)-O(3)
O(1)-Fe(1)-O(20)
O(3)-Fe(1)-O(20)
O(1)-Fe(1)-O(10)
(3)-Fe(1)-0(10)
O(20)-Fe(1)-O(10)
O(1)-Fe(1)-N(1)
O(3)-Fe(1)-N(1)
O(20)-Fe(1)-N(1)
O(10)-Fe(1)-N(1)
O(1)-Fe(1)-N(32)
O(3)-Fe(1)-N(32)
O(20)-Fe(1)-N(32)
O(10)-Fe(1)-N(32)
N(1)-Fe(1)-N(32)
0O(2)-Fe(3)-0(3)
0O(2)-Fe(3)-O(70
O(3)-Fe(3)-O(70
0O(2)-Fe(3)-O(60
0O(3)-Fe(3)-0O(60
O(70)-Fe(3)-O(60)
O(2)-Fe(3)-N(6)
)-Fe(3)-N(6)
0)-Fe(3)-N(6)
0)-Fe(3)-N(6)
)- 2)
)

~— ~— ~— ~—

(3)-N(8
O(3)-Fe(3)-N(82)
O(70)-Fe(3)-N(82)
O(60)-Fe(3)-N(82)
N(6)-Fe(3)-N(82)
Fe(1)-O(1)-Fe(4)
Fe(3)-0(3)-Fe(1)

(

0o
o(7
O(6
O(2)-Fe

3)-Fe

101,15(
98,32(15)
89,60(14)
93,74(13)
94,66(13)
166,20(14)
95,32(16)
162,70(15)
82,78(15)
89,46(13)
170,59(16)
88,15(15)
82,99(15)
84,02(13)
75,55(16)
101,69(14)
98,02(16)
89,80(15)
92,70(14)
95,04(13)
167,11(14)
94,91(16)
162,57(15)
82,62(16)
89,38(15)
169,80(16)
87,97(15)
85,16(15)
83,09(14)
75,81(16)
144,0(2)
127,62(17)

)

Fe(2)-0(2)
Fe(2)-0(4)
Fe(2)-0(40)
Fe(2)-0(10)
Fe(2)-N(4)
Fe(2)-N(52)
Fe(4)-0(1)
Fe(4)-0(4)
Fe(4)-0(90)
Fe(4)-0(60)
Fe(4)-N(9)
Fe(4)-N(102)
0(2)-Fe(2)-0(4)
)-Fe(2)-0(40)
)-Fe(2)-0(40)
)-Fe(2)-0(10)
)-Fe(2)-0(10)
Fe(2) 0(10)
Fe(2)-N(4)
0(4) Fe(2)-N(4)
O(40)-Fe(2)-N(4)
O(10)-Fe(2)-N(4)
O(2)-Fe(2)-N(52)
O(4)-Fe(2)-N(52)
O(40)-Fe(2)-N(52)
O(10)-Fe(2)-N(52)
N(4)-Fe(2)-N(52)
O(1)-Fe(4)-0O(4)
Fe(4)-0(90)
Fe(4)-0(90)
Fe(4)-O(60)
Fe(4)-O(60)
Fe(4) 0O(60)
Fe(4)-N(9)
( )Fe(4) N(9)
O(90)-Fe(4)-N(9)
O(60)-Fe(4)-N(9)
O(1)-Fe(4)-N(102)
O(4)-Fe(4)-N(102)

0(90)-Fe(4)-N(102)
0(60)-Fe(4)-N(102)

N(9)-Fe(4)-N(102)
Fe(3)-0(2)-Fe(2)
Fe(4)-O(4)-Fe(2)

1,790(3)
1,973(3)
2,001(3)
2,149(3)
2,213(4)
2,222(4)
1,788(3)
1,960(3)
1,996(4)
2,180(3)
2,215(4)
2,265(5)
101,14(15)
99,82(16)
89,91(15)
93,70(14)
95,15(13)
164,39(14)
93,41(15)
164,63(15)
82,69(15)
88,77(13)
168,84(16)
89,32(15)
83,95(16)
81,35(13)
76,56(15)
101,29(14)
99,32(16)
90,95(15)
92,92(14)
94,99(14)
165,08(14)
94,59(15)
163,65(15)
82,58(15)
88,02(14)
169,03(16)
88,24(15)
85,81(17)
80,72(14)
76,37(17)
143,4(2)
126,91(17)




9.3 Anexo 3 - Dados cristalogréaficos suplementares do complexo 2

Figura 31 ORTEP do complexo 2

Tabela 8 Dados cristalograficos para o complexo 2

Iviii

Férmula empirica
Massa molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial
Dimensodes da célula unitaria

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorgao
Tamanho do cristal
Reflexdes coletadas
Reflxdes independentes

Método de refinamento

CasHa3Cl3FesN4Og
865,78 g.mol™”
296(2) K

0,71073 A
Orthorhombic

Pna2,

a =20,6940(4) A

b =10,6140(6) A

c =17,7040(8) A
3888,6(3) A3

4

1,479 Mg/m?®

1,006 mm"”

0,27 x 0,13 x 0,09 mm?®
20568

7240 [R(int) = 0,0925]

Minimos quadrados com matriz completa F?




Tabela 9 Comprimentos (A) e angulos de ligagéo (°) selecionados para o complexo 2

lix

Fe(1)-0(3)
Fe(1)-0(1W)
Fe(1)-O(1)
Fe(1)-N(21)
Fe(1)-N(1)
Fe(1)-Cl(1)
O(3)-Fe(1)-0(1W)
O(3)-Fe(1)-0(1)
O(1W)-Fe(1)-0(1)
O(3)-Fe(1)-N(21)
O(1W)-Fe(1)-N(21)
O(1)-Fe(1)-N(21)
O(3)-Fe(1)-N(1)
O(1W)-Fe(1)-N(1)
O(1)-Fe(1)-N(1)
N(21)-Fe(1)-N(1)
O(3)-Fe(1)-CI(1)
O(1W)-Fe(1)-CI(1)
O(1)-Fe(1)-CI(1)
N(21)-Fe(1)-CI(1)
N(1)-Fe(1)-CI(1)
Fe(1)-O(1)-Fe(2)
C(31)-0(3)-Fe(1)
C(11)-0(1)-Fe(1)

1,899(5)
2,034(5)
2,132(4)
2,155(6)
2,187(5)
2,314(2)
95,0(2)
91,7(2)
84,5(2)
163,8(2)
99,7(2)
82,9(2)
86,2(2)
173,5(2)
89,09(19)
78,5(2)
98,56(17)
89,98(17)
168,74(15)
88,46(18)
96,20(16)
128,8(2)
133,7(4)
117,5(3)

Fe(2)-0(51)
Fe(2)-0(2W)
Fe(2)-N(41)
Fe(2)-O(1)
Fe(2)-N(2)
Fe(2)-Cl(2)
O(51)-Fe(2)-0(2W)
O(51)-Fe(2)-N(41)
O(2W)-Fe(2)-N(41)
O(51)-Fe(2)-0(1)
O(2W)-Fe(2)-0(1)
N(41)-Fe(2)-0(1)
O(51)-Fe(2)-N(2)
O(2W)-Fe(2)-N(2)
N(41)-Fe(2)-N(2)
O(1)-Fe(2)-N(2)
O(51)-Fe(2)-CI(2)
O(2W)-Fe(2)-CI(2)
N(41)-Fe(2)-CI(2)
O(1)-Fe(2)-Cl(2)
N(2)-Fe(2)-CI(2)
C(51)-0(51)-Fe(2)
C(11)-O(1)-Fe(2)

1,896(5)
2,016(5)
2,131(5)
2,153(4)
2,182(6)
2,3257(19)
99,2(2)
163,1(2)
96,0(2)
90,30(19)
84,06(19)
83,83(18)
86,4(2)
172,4(2)
77,8(2)
90,79(18)
96,59(16)
90,23(16)
90,79(15)
171,69(14)
94,27(15)
134,0(5)
113,8(4)




