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RESUMO

CORRELACAO ENTRE ESTRUTURA E ATIVIDADE EM COMPLEXOS DE COBRE
BIOMIMETICOS A LPMO PARA DEGRADACAO DE BIOMASSA
LIGNOCELULOSICA. A transicdo para uma economia mais sustentavel tem
impulsionado a busca por tecnologias mais eficientes para a conversdo de biomassa
lignocelulésica em biocombustiveis. Neste contexto, as monooxigenases liticas de
polissacarideos (LPMOs) se destacam por sua capacidade de fazer a clivagem
oxidativa de ligagdes glicosidicas em regides cristalinas da celulose. Essa atividade
€ dada pelo sitio catalitico desta enzima, tendo um atomo de cobre coordenado a duas
histidinas, uma delas em modo de coordenacao tipo bragadeira. Tomando seu sitio
ativo como inspiragao, este trabalho teve o objetivo de sintetizar, caracterizar e avaliar
a atividade catalitica de complexos biomiméticos de cobre(ll), com énfase no
desenvolvimento de um complexo inédito derivado da L-prolina (CuAL), e a
comparagao de seu desempenho com dois outros complexos que possuem atividade
mimeética a LPMO: CuPol e CuPTB. O ligante AL foi sintetizado a partir da L-prolina e
caracterizado por técnicas de RMN, HRMS e IR. Seu complexo de cobre(ll), foi obtido
pela reagcdo com Cu(ClO4)2:-6H20 e caracterizado por UV-Vis, IV, analise elementar,
XPS, voltametria ciclica e EPR. Os dados de XPS revelaram deslocamentos nas
energias de ligacdo dos atomos de nitrogénio e carbono consistentes com
coordenacgao ao metal, indicando doacao eletronica dos sitios doadores e retrodoagao
T do metal para o ligante. A atividade catalitica dos complexos foi avaliada em
diferentes substratos. Nos ensaios com 4-nitrofenil-B-D-glicopiranosideo, o CuAL
apresentou desempenho superior (abs 405 nm ~1,0), seguido pelo CuPol (~0,7) e
CuPTB (<0,3). Nos ensaios de atividade celulolitica total na auséncia de aditivos (H20:2
ou ascorbato), o CuAL destacou-se novamente, liberando 0,14 mg/mL de equivalentes
de glicose na auséncia de H202, valor superior ao CuPol (0,05 mg/mL) e ao extrato
enzimatico (<0,05 mg/mL). Observou-se efeito sinérgico entre CuPol e a enzima, com
liberagdo de 0,10 mg/mL. Ensaios com carboximetilcelulose indicaram atividade de
endoglucanase para o CuAL, enquanto testes com celulose cristalina foram negativos,
sugerindo atuacgédo preferencial sobre substratos amorfos. A adicdo de H202 e
ascorbato aos ensaios com papel filtro inibiu completamente a atividade do CuAL,
sugerindo atuacdo por hidrolise e ndo por vias oxidativas. Os resultados obtidos
demonstraram que a correlacdo entre estrutura e atividade oferece informacoes
extremamente relevantes para o desenvolvimento de catalisadores. A substituicido do
grupo carboxilato do CuPol pelo grupo alcool primario no CuAL alterou
significativamente o perfil de reatividade do complexo. Enquanto o CuPol apresenta
alta densidade de radicais e opera preferencialmente por vias oxidativas dependentes
de H202, o CuAL demonstra atividade catalitica expressiva mesmo na auséncia de
oxidantes. Isso sugere que o grupo alcool coordenado favorece mecanismos
hidroliticos diretos, possivelmente por ativacdo de moléculas de agua ou por
interacdes mais favoraveis com as hidroxilas da celulose. A labilidade da ligagcdo Cu—
O no CuAL e a menor tendéncia a polimerizacdo em solugao contribuem para a maior
acessibilidade do sitio metalico ao substrato, enquanto a auséncia de radicais
estabilizados no ligante limita a protegdo contra danos oxidativos e direciona a catalise
para vias hidroliticas.
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ABSTRACT

CORRELATION BETWEEN STRUCTURE AND ACTIVITY IN LPMO BIOMIMETIC
COPPER COMPLEXES FOR DEGRADATION OF LIGNOCELLULOSIC BIOMASS.
The transition toward a more sustainable economy has driven the search for more
efficient technologies for the conversion of lignocellulosic biomass into biofuels. In this
context, lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOs) stand out for their ability to
promote the oxidative cleavage of glycosidic bonds in crystalline regions of cellulose.
This activity is conferred by the enzyme's catalytic site, which features a copper ion
coordinated by two histidine residues, one of them in a histidine brace coordination
mode. Taking this active site as inspiration, this work aimed to synthesize, characterize,
and evaluate the catalytic activity of biomimetic copper(ll) complexes, with emphasis
on the development of a novel L-proline-derived complex (CuAL), and to compare its
performance with two other LPMO-mimetic complexes: CuPol and CuPTB. The AL
ligand was synthesized from L-proline and characterized by NMR, HRMS, and IR
spectroscopy. Its copper(ll) complex was obtained by reaction with Cu(ClO4)2:6H20
and characterized by UV-Vis, IR, elemental analysis, XPS, cyclic voltammetry, and
EPR. XPS data revealed shifts in the binding energies of nitrogen and carbon atoms
consistent with metal coordination, indicating electron donation from the donor sites
and tr-backdonation from the metal to the ligand. The catalytic activity of the complexes
was evaluated using different substrates. In assays with 4-nitrophenyl-p-D-
glucopyranoside, CuAL exhibited superior performance (Abs 405 nm ~1.0), followed
by CuPol (~0.7) and CuPTB (<0.3). In total cellulolytic activity assays carried out in the
absence of additives (H202 or ascorbate), CUAL again stood out, releasing 0.14 mg/mL
of glucose equivalents without H202, a value higher than those obtained for CuPol (0.05
mg/mL) and the enzymatic extract (<0.05 mg/mL). A synergistic effect between CuPol
and the enzyme was observed, with a release of 0.10 mg/mL. Assays with
carboxymethylcellulose indicated endoglucanase-like activity for CuAL, while tests
with crystalline cellulose were negative, suggesting preferential action on amorphous
substrates. The addition of H202 and ascorbate to the filter paper assays completely
inhibited CuAL activity, indicating that the complex acts via hydrolysis rather than
oxidative pathways. The results demonstrated that the structure—activity correlation
provides highly relevant insights for catalyst development. The substitution of the
carboxylate group in CuPol by the primary alcohol group in CuAL significantly altered
the reactivity profile of the complex. While CuPol exhibits a high density of ligand-
centered radicals and operates preferentially through H202-dependent oxidative
pathways, CUAL displays significant catalytic activity even in the absence of oxidants.
This suggests that the coordinated alcohol group favors direct hydrolytic mechanisms,
possibly through water molecule activation or more favorable interactions with
cellulose hydroxyl groups. The lability of the Cu—O bond in CuAL and its lower tendency
towards polymerization in solution contribute to greater accessibility of the metal site
to the substrate, while the absence of stabilized ligand-centered radicals limits
protection against oxidative damage and directs catalysis toward hydrolytic pathways.
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1. Introducéao

1.1 Contexto atual

A transigao para uma bioeconomia circular de baixo carbono e a necessidade
urgente de de encontrar fontes energéticas sustentaveis tém se consolidado nas
ultimas décadas como uma das maiores prioridades globais, principalmente no que
se refere ao enfrentamento das mudancgas climaticas e na redu¢do da dependéncia
de combustiveis fosseis.!? Esse movimento esta associado a busca por alternativas
que possam substituir gradualmente o petréleo e seus derivados, sem comprometer
0 abastecimento energético ou agravar questdes ambientais.

A aplicacdo de tecnologias de conversao de biomassa em larga escala,
transformando residuos alimentares em biogas e bioetanol, pode prevenir o aumento
da temperatura global. Proje¢des estimam que, processando metade do lixo organico
dos quatro maiores paises produtores desse residuo (China, EUA, india e Brasil),
seria possivel gerar até 34 exajoules de energia renovavel e reduzir as emissdes em
até 26,8 gigatoneladas de CO2 equivalente, o que evitaria uma alteragdo de 0,06 a
0,07°C no aquecimento global até 2050.3

Para além dos residuos alimentares, essa logica de aproveitamento energético
pode ser estendida a outras fontes de biomassa igualmente promissoras, como a
biomassa lignoceluldsica proveniente de residuos agricolas e florestais. Esta destaca-
se como o recurso renovavel mais abundante do planeta, com uma produgéao anual
estimada entre 181,5 e 220 bilhdes de toneladas*. Sua ampla disponibilidade e baixo
custo relativo a tornam uma matéria-prima muito eficiente para o desenvolvimento de
tecnologias mais limpas e descentralizadas para produgao de energia e insumos
quimicos. Dessa forma, esse recurso representa uma via promissora para a
implantagdo de biorrefinarias integradas, capazes de transformar residuos em
biocombustiveis, bioquimicos e bioenergia, sem comprometer a produgdo de
alimentos.>8

Contudo, a utilizacdo eficiente dessa biomassa €& limitada pela sua
complexidade estrutural e recalcitrancia natural, caracteristicas que impdem desafios
significativos aos processos de conversao biotecnolédgica. As paredes celulares das
plantas, evoluidas ao longo de milhdées de anos para conferir protecdo e suporte

mecanico aos tecidos vegetais, sdo constituidas por uma matriz intrincada e altamente



organizada de celulose, hemicelulose e lignina.”® Uma arquitetura complexa como
essa € o resultado de um processo evolutivo que visa justamente dificultar a
degradagao por microrganismos e patdgenos.

Entre esses componentes, destaca-se a celulose, um polimero linear de glicose
unido por ligagbes glicosidicas do tipo B-1,4, que se organiza em microfibrilas
cristalinas insoluveis que conferem resisténcia a estrutura vegetal. Essas microfibrilas
sdo envolvidas por uma matriz amorfa de hemicelulose e, mais externamente, por uma
barreira hidrofébica de lignina, formando um complexo lignocelulésico que dificulta o
acesso de agentes bioldgicos e quimicos aos carboidratos fermentaveis.® A lignina,
em particular, atua como uma barreira fisica e ndo produtiva que adsorve enzimas de
forma irreversivel, reduzindo a eficiéncia da hidrélise enzimatica e comprometendo o
rendimento do processo®. A Figura 1.1 abaixo contém um esquema com ilustrages
da estrutura basica desses compostos e uma listagem das enzimas comumente

utilizadas para cada substrato.

Figura 1.1 — Substratos encontrados na parede celular de plantas e suas respectivas

enzimas.

[ { Plantcellwall )
_é_

N o
X oH eocd o °S
) P-coumaryl alcohol @ O%m C ¢
oH goeeeeee b A

.%“ .%%;%o....ﬂm.;z. L]

L) " - o o
M 8 b Pyay
S 2 i - A i~ 4
W, H o H W / -
I Coniferyl alcohol G|l Ly B34 d - Zoc, coon (5% coon cociis
i = Coniteryl alcono 0 0, H\ oH H 0 HO" OH o, o, 0, o,
Gle Gle 0, H H H H
Gala o GalA Gala Gala
MO A AN i & fpra e " AN OH H oH H
3 Ara
) ‘ /‘ Sinapy! alcohol HOH,C\ "
OH

OH OH H OH H oM H O0CH H OH

o Cellobiose e Arabinoxylan Homogalacturonan
e

(
Ligninases Amorphous Crystalline Hemicellulases Pectinases

Laccases A Endo-glucanases Q LPMOs <> Endo-xylanases @ Endo-polygalacturonases
Polyphenol-oxidases A Exo-glucanases < B-xylosidases < Exo-polygalacturonases
Manganese peroxidases A Cellobiohydrolases <> L-a-arabinofuranosidases @ Pectate lyases

A B-glucosidases

Extraido de Giovannoni et al, 2021.

A cristalinidade da celulose impde uma barreira fisica significativa a acao
enzimatica, exigindo o uso de enzimas que possuam mecanismos especializados de
reconhecimento e degradacgido.’® Nesse ambito, estudos recentes destacam que
dominios especificos de ligagédo a celulose, quando acoplados a enzimas oxidativas,
sao cruciais para reconhecer superficies hidrofébicas da celulose cristalina nativa, o
que facilitaria a adsorgéo e a catalise em regides de dificil acesso'?. Ainda assim, a

estrutura complexa da parede celular das plantas torna a biomassa em geral um



substrato que, apesar de possuir grande potencial para geragao de energia renovavel,
tem sua utilizagdo em grande escala prejudicada.’?

Em funcéo disso, para a produgéo de energia renovavel utilizando biomassa,
torna-se necessario realizar etapas de pré-tratamento para desconstruir essa
estrutura protetora e liberar os polissacarideos para a conversao em acgucares
fermentaveis." Esses pré-tratamentos podem ser fisicos (como irradiagdo de
microondas ou tratamentos mecanicos), quimicos (como Hidrolise &acida ou
basica/alcalina, Liquidos iénicos (LIs) e solventes eutéticos profundos (SEPs)), ou
fisico-quimicos (Explosé&o de vapor, Agua quente liquida (LHW) ou os métodos a base
de amobnia),-? conforme ilustrado na Figura 1.2.

Além destes tratamentos, pode-se citar os pré-tratamentos biolégicos, que
consistem basicamente no uso de micro-organismos e enzimas para a degradagéo da
biomassa, chamado digestdo enzimatica.'® Esse processo, embora apresente as
vantagens de ser energeticamente eficiente, sustentavel e seletivo, com baixa
formacéao de inibidores e sulfonagao de celulose e livre de produtos quimicos, ainda
tem as desvantagens de possuir uma dificil aplicagdo em larga escala, alto tempo de

retencao, e baixo rendimento em relagido aos métodos mais tradicionais. '

Figura 1.2 — Métodos de pré-tratamento.
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Adaptado de Devi et al, 2021.

Novos métodos mais modernos estdo em constante desenvolvimento na

tentativa de superar essas barreiras', mas, embora essenciais, no cenario atual os



pré-tratamentos continuam sendo um dos principais entraves econbmicos e

energéticos da cadeia de produgdo de biocombustiveis de segunda geragéo.'®

1.2 Degradacao Enzimatica

Paralelamente ao desenvolvimento de diversos outros pré-tratamentos mais
eficientes, a hidrélise enzimatica também tem experimentado avangos importantes. A
degradacdo enzimatica convencional, baseada no uso de coquetéis de glicosil-
hidrolases (GHs), como celulases e hemicelulases, que atuam de forma sinérgica na
despolimerizagdo da parede celular vegetal, tem sua eficiéncia limitada pela baixa
acessibilidade as regides cristalinas da celulose, cuja compactacéao restringe a agao
catalitica dessas enzimas. %7

Nesse contexto, a descoberta das LPMOs, enzimas dependentes de cobre
revolucionou o entendimento sobre os mecanismos de degradacdo da biomassa
lignoceluldsica.’®'® Diferentemente das hidrolases tradicionais, as LPMOs catalisam
a clivagem oxidativa de ligagdes glicosidicas nas superficies cristalinas de
polissacarideos, como celulose e quitina, e até mesmo em hemiceluloses,
introduzindo quebras na estrutura compacta do substrato’” 2. Ao criar novos pontos
de acesso, essas enzimas potencializam a agao das celulases convencionais,
promovendo um efeito sinérgico que aumenta a eficiéncia global da hidrolise.

Do ponto de vista estrutural, as LPMOs possuem um sitio ativo singular,
denominado "histidine brace", (em traducgao livre: bragadeira de histidina), no qual um
atomo de cobre é coordenado por duas histidinas, uma delas o residuo N-terminal da
proteina, sendo essa uma caracteristica que distingue essa familia enzimatica e é
fundamental para sua atividade catalitica.?'?2 A Figura 1.3 A demonstra uma ilustragdo
da estrutura tridimensional da LPMO e a Figura 1.3 B ilustra a estrutura de seu centro

ativo.



Figura 1.3 — A) Estrutura tridimensional da LPMO. B) Sitio ativo.
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A reacao catalisada pelas LPMOs depende da presenga de um doador de
elétrons externo e de um cossubstrato oxidante, cuja identidade tem sido objeto de
diversos debates no meio cientifico nos ultimos anos, oscilando entre o oxigénio
molecular (O2) e o peroxido de hidrogénio (H202). Embora o oxigénio molecular tenha
sido inicialmente considerado o oxidante primario, investigacdes teoricas avangadas
utilizando métodos de mecanica quantica e molecular indicam que, para algumas
LPMOs como a LsAA9, a via impulsionada por O2 é energeticamente inviavel,
enquanto a ativagao por peroxido de hidrogénio é termodinamica e cineticamente
favoravel, envolvendo a formagéo de intermediarios reativos como o Cu(ll)-oxil?3.

Ainda assim, o mecanismo de funcionamento das LPMOs permanece sendo
um objeto de intenso debate na academia, uma vez que ndo ha consenso na literatura
sobre sua real dinamica catalitica.?4?° A familia das LPMOs é extremamente variada
e permanece em expansao?®, portanto, ainda ha muito que investigar no que tange a

compreensao das especificidades de cada enzima.

1.3 Os Biomiméticos

Diante da complexidade estrutural e da relevancia industrial das LPMOs, o
desenvolvimento de complexos sintéticos biomiméticos de cobre tem se destacado
como uma estratégia promissora tanto para a elucidagdo de mecanismos de reacao
quanto para a obtencdo de novos catalisadores aplicaveis a despolimerizagao de
polissacarideos. A premissa fundamental dessa abordagem consiste em replicar, em

estruturas mais simples, o ambiente de coordenacéo do tipo bragcadeira de histidina



que é caracteristico dessas enzimas, utilizando ligantes nitrogenados que estabilizem
o centro metalico e permitam a ativagdo de espécies oxidantes?”28,

Visando entender mais sobre o funcionamento das LPMOs, estudos recentes
com complexos de cobre(l) e H202 demonstraram que a quimica do tipo Fenton pode
ser direcionada para realizar uma hidroxilagao especifica em certos sitios de ligantes,
sugerindo que a atividade de peroxigenase observada nas LPMOs pode operar
através de mecanismos similares, envolvendo espécies de Cu-OH e radicais
hidroxila2®.

Para replicar a geometria em forma de T do sitio ativo biolégico, diversas
abordagens tem optado por empregar ligantes tridentados do tipo Cu-N3, que exibem
uma acidez de Lewis superior e taxas de clivagem oxidativa mais rapidas quando
comparados a analogos estruturais com ligantes tetradentados do tipo Cu-N4.%°
Avancgos recentes no design de complexos modelo permitiram mimetizar com alta
precisao o grande angulo de tor¢ao (~ 75°) entre os anéis de imidazol encontrados na
enzima bioldgica3'!, além do uso de arranjos peptidicos heteroquirais que conseguem
estabilizar a coordenagcao com o atomo de cobre de forma eficiente3?. A estrutura de

alguns dos biomiméticos ja registrados na literatura podem ser observadas na Figura

1.4 abaixo.
Figura 1.4 — Biomiméticos presentes na literatura.
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A atividade catalitica desses compostos tem sido comprovada por meio de
testes utilizando diversos substratos variados, englobando desde pequenas
moléculas-modelo como o alcool benzilico e o p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo
(PNp), oligossacarideos soluveis como a celobiose, até polimeros insoluveis
complexos como quitina, celulose microcristalina e bagago de agave.30-33

Apesar do progresso na sintese de biomiméticos, a comunidade cientifica ainda
enfrenta desafios significativos no que tange as questdes mecanisticas e

metodoldgicas. A quantificagéo exata da eficiéncia desses complexos modelo esbarra



em limitagdes experimentais significativas, uma vez que em alguns testes, como os
ensaios colorimétricos com PNp, os proprios complexos podem acabar degradando o
cromoforo gerado durante a reacdo, o que pode resultar na subestimagao dos valores
reais de atividade catalitica®?.

Outro obstaculo na transicao de sistemas sintéticos para a aplicagao pratica é
a baixa estabilidade estrutural sob condicdes operacionais durante periodos
prolongados. Durante a incubagéo com o co-substrato peréxido de hidrogénio, muitos
compostos sofrem inativagdo rapida ou danos auto-oxidativos irreversiveis nos
préprios ligantes, o que resulta na liberagéo de ions de cobre livres na solugao®*.

Além disso, também é reportado que o uso de oxidantes mais fortes, como € o
caso do H202 em relagdo ao O2, costuma gerar maior nivel de degradacgéao estrutural
e até mesmo a diminuigdo da seletividade do processo oxidativo com o tempo3®.
Portanto, desvendar essas vias de inativagdo e pensar na arquitetura da segunda
esfera de coordenacdo de forma a proteger o centro metalico contra reagdes
indesejadas representa um grande desafio nessa area de pesquisas®.

Mesmo uma simples substituicdo do residuo de glicina na posigao 2 é capaz
de alterar drasticamente a rede de ligagbes de hidrogénio, a geometria de
coordenacao do centro de cobre e a interagdo com o substrato, resultando em perda
significativa de atividade.3” Essa complexidade é amplificada quando se considera o
papel critico da esfera de coordenagao secundaria, onde pequenas mutagdes em um
unico residuo nao perturbam diretamente o campo de ligagdo do cobre, mas alteram
consideravelmente o potencial de reducgao, as taxas de reoxidagcado e a estabilidade
de intermediarios radicais®, o que significa que a atividade catalitica das LPMOs é
dependente de interagdes sutis, o que dificulta sua reproducédo em sistemas sintéticos.

Um dos principais debates na literatura reside na identificacdo incontestavel
das espécies reativas de oxigénio (ROS) responsaveis pela atividade catalitica da
enzima. Atualmente, ainda ha intensa discussao para determinar se o verdadeiro
agente da clivagem é um intermediario mononuclear de cobre-hidroperoxo estavel,
uma espécie cobre-oxil altamente reativa, ou radicais hidroxila livres que operam via
reacoes inespecificas do tipo Fenton3®, onde ha estudos propondo um papel central
para o peréxido de hidrogénio e questionando a real relevancia da atividade
diretamente dependente de 02.39

Enquanto a natureza dos intermediarios reativos gerados na clivagem da

ligacdo O-O também gera controvérsias, simulagbes computacionais com base em



complexos biomiméticos indicam que ha a formagao de espécies trans-Cu(ll)-(OH)2
em detrimento dos tradicionalmente propostos radicais hidroxila ou intermediarios
Cu(ll)-oxil.4° Essa variedade de mecanismos possiveis, aliada a complexa relagéo
entre a ligagdo do polissacarideo e do cosubstrato, a influéncia do ambiente redox
repleto de fendis e lignina, e a necessidade de controle da produgcédo de H202 para
evitar danos oxidativos, evidencia que fazer uma réplica sintética fiel do sitio ativo das
LPMOs ¢ apenas uma parte do problema, sendo indispensavel uma compreensao do
sistema que integre desde efeitos quanticos locais até o comportamento do substrato
a nivel molecular para que seja possivel desenhar catalisadores sintéticos a altura das
enzimas LPMO.

A necessidade de superar essas barreiras operacionais e analiticas
fundamenta a relevancia desse tipo de estudo. O design e sintese de catalisadores
modelo mais robustos e estaveis, que consigam aliar a fidelidade a bragadeira de
histidina do sistema bioldégico a uma alta resiliéncia termodinamica contra reacdes de
auto-oxidagao permanece um desafio para os quimicos inorganicos.

Nesse sentido, o presente trabalho busca analisar as diferencas entre
diferentes biomiméticos sintetizados no laboratério, conforme Figura 1.5, e propor
modelos mais estaveis e eficientes com base nesses dados, de forma a contribuir com
o esforgo coletivo para tornar a catalise com complexos de cobre sintéticos mais
proxima de possiveis aplicacdes praticas e sustentaveis na area de conversao de
biomassa.

Figura 1.5 — Catalisadores sintetizados em laboratorio.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo geral a sintese de um novo biomimético de
LPMO derivado da L-Prolina para atuar como catalisador no processo de degradagao
de biomassa lignoceluldsica, e o estudo da correlagdo estrutura-atividade em
diferentes complexos de cobre elaborados e sintetizados dentro do grupo de pesquisa,
a fim de identificar quais caracteristicas estruturais sdo determinantes para maior
atividade catalitica, apontando caminhos mais promissores para o desenho de

catalisadores com atividade otimizada.

2.2 Especificos

e Sintetizar um ligante novo (AL) baseado na estrutura da L-Prolina com
baixo impedimento estérico.

e Caracterizar o ligante AL pelas técnicas de Ressonancia Magnética
Nuclear 1D e 2D, Espectroscopias na Regiao do Infravermelho,
Ultravioleta e Visivel, Espectrometria de Massas, XPS e Voltametria
Ciclica.

e Sintetizar um complexo de cobre (Il) inédito, proveniente do perclorato
de cobre hexahidratado com o ligante AL previamente sintetizado e
caracterizado.

e Caracterizar o novo complexo com as técnicas de Espectroscopias na
Regido do Infravermelho, Ultravioleta e Visivel, Espectrometria de
Massas, XPS e Voltametria Ciclica, além das técnicas de Andlise
Elementar e Ressonancia Paramagnética Eletrénica.

e Verificar se 0 novo complexo apresenta atividade catalitica por meio de
testes utilizando 4-Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo (PNp) e papel filtro
como substratos.

e Realizar uma analise comparativa entre o CuAL e dois outros
complexos sintetizados no grupo de pesquisa com ligantes distintos, de
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modo a correlacionar mudancas nas estruturas dos complexos com
sua atividade catalitica e mecanismos de acao
Detectar a presenca de radicais no processo de catalise de forma a

compreender o mecanismo de funcionamento do catalisador.
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3. Parte experimental
3.1 Sintese dos complexos

3.1.1 Sintese do CuPTB

O complexo CuPTB é um mimético cuja sintese e caracterizacdo foi
desenvolvida previamente no grupo de pesquisa*', sendo inicialmente pensado para

catalisar a reacao de reducao de nitrito.

Figura 3.1 — Esquema de sintese do CuPTB
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3.1.1.1 Sintese dos compostos prolinato de metila (1) e prolinato

(piridin-2-ilmetil) de metila (2)

Em um baldo Schlenk de 250 mL, sob atmosfera inerte de argbnio, foram
introduzidos 40 mL de metanol anidro. O sistema foi resfriado em banho de gelo até
atingir 0 °C. Nessa temperatura, adicionou-se 8,4 mL (0,115 mol) de SOCI2 gota a
gota. Na sequéncia, acrescentou-se 12 g (0,104 mol) de L-prolina a mistura reacional,
que foi mantida sob agitagdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, o solvente foi eliminado por evaporagdo, obtendo-se 17,2 g do

intermediario (1) na forma de um 6leo de coloragdo amarela clara.
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O material obtido (17,2 g; 0,104 mol) foi entdo dissolvido em 70 mL de DMF.
Em seguida, adicionaram-se 33 g (0,311 mol) de K2COs, 18,8 g (0,114 mol) de 2-
(clorometil)piridina hidrocloreto e 7,91 g (0,047 mol) de KI. A suspenséao resultante foi
agitada a 50 °C por 16 horas. Passado esse intervalo, adicionaram-se 50 mL de agua
e realizou-se a extragdao do produto com diclorometano (trés porgcoes de 30 mL). A
fase organica combinada foi seca sobre MgSOs4, e o0 solvente foi removido em
evaporador rotatério sob pressao reduzida. O composto (2) foi isolado como um éleo

vermelho-escuro, com rendimento de 82%.

RMN 'H: (400 MHz, CDCI3): & 8,53 (d, 1H); 7,66 (t, 1H); 7,46 (d, 2H); 7,19 (q, 1H);
4,04 (d, 1H); 3,82 (d, 1H); 3,67 (s, 3H); 3,44 (m, 1H); 3,14 (m, 1H); 2,54 (m, 1H) 2,19
(m, 1H); 1,95 (m, 1H); 1,84 ppm (m, 1H).

RMN 13C: & 174,49; 158,67; 148,95; 136,47; 122,99; 122,08; 66,37; 60,30; 55,53;
51,33; 29,33; 23,20 ppm.

3.1.1.2 Sintese do difenil(1-(piridin-2-il-metil)pirrolidin-2-il)metanol
(3)

Em um baldo Schlenk de 250 mL contendo 0,653 g (0,026 mol) de magnésio
metalico, foi feita a flambagem do sistema sob vacuo, seguida de resfriamento até

temperatura ambiente.

Sob atmosfera inerte de argbnio, adicionaram-se 30 mL de THF anidro e
aproximadamente 20 mg de iodo. Apds dissolugao completa do |2, 2,86 mL (0,026 mol)
de brometo de benzila foram introduzidos gota a gota. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente até o consumo total do magnésio metalico. Em
seguida, o sistema foi resfriado em banho de gelo e 2,96 g (0,013 mol) do composto
(2) foram adicionados gota a gota. A reagao foi entdo mantida sob agitagao por 1 hora
a temperatura ambiente. Transcorrido esse periodo, adicionaram-se 10 mL de HCI a
10% e a mistura permaneceu sob agitagdo por mais 1 hora. A solugao resultante foi
neutralizada com NaOH 0,1 M e submetida a extragcdo com diclorometano (trés
por¢cdes de 50 mL). A fase organica combinada foi seca sobre MgSQO4 anidro, e o
solvente foi eliminado em evaporador rotatério sob pressao reduzida. O residuo obtido

foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando como fase maével
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uma mistura de acetato de etila e hexano (50:50). O produto final foi isolado na forma

de um sélido amarelo-claro, com rendimento de 42%.

RMN 'H: (400 MHz, CDCI3): & 8,45 (d, 1H); 7,70 (d, 2H): 7,60 (m, 3H); 7,19 (q, 1H);
7,32 (m, 4H); 7,27 (m, 1H): 7,10 (m, 3H); 5,05 (br, 1H) 4,10 (s 1H); 3,41 (m, 2H); 3,02
(m, 1H); 2,58 (m, 1H); 1,99 (m, 1H) 1,81 (m, 1H); 1,69 ppm (m, 1H).

RMN '3C: & 148,69; 146,34; 136,50; 128,20; 128,10; 126,54; 126,36; 125,70; 125,63;
122,74;122,04; 78,14; 77,24; 70,36; 63,34; 54,05; 29,56; 24,38 ppm.

3.1.1.3 Sintese do 2-((2-(azidodifenilmetil)pirrolidin-1-
imetil)piridina(4)

Em um baldo contendo 40 mL de cloroférmio foram dissolvidos 1 g (0,270
mmol) do composto (3) e 1 g (1,538 mmol) de azida de sédio. O sistema foi resfriado
em banho de gelo e, sob agitacao, adicionaram-se 10 mL de H2SO4 75% gota a gota.
A mistura reacional foi mantida sob agitagao constante a temperatura de 12 °C por um
periodo de 24 horas. Apds esse intervalo, a reagao foi neutralizada pela adicao de
uma solugdo concentrada de bicarbonato de sddio. Em seguida, realizou-se a
extracdo do produto com diclorometano (trés vezes de 30 mL). A fase orgénica
combinada foi seca sobre MgSO4 anidro, filtrada e o solvente foi eliminado em
evaporador rotatorio sob pressao reduzida. O composto (4) foi obtido na forma de um
O0leo castanho, com massa de 1,07 g, correspondendo a um rendimento de

aproximadamente 100%.
FTIR (pastilha de KBr, cm™): 2108 cm, s [v (N=N=N)]

RMN H: (400 MHz, CDCI3): & 8,45 (d, 1H); 7,62 (t, 1H); 7,53 (d, 2H); 7,47 (d, 2H);
7,38-7,20 (m, 8H); 7,11 (t, TH); 4,20 (dd, 1H); 3,9 (d, 1H); 3,65 (d, 1H); 2,89 (m, 1H);
2,44 (m, 1H); 2,12 (m, 1H):1,89 (m, 1H) 1,63 (m, 1H) 1,39 ppm (m, 1H).

RMN "3C: 160,30; 148,30; 142,19; 141,4; 136,08; 128,01; 127,90; 127,42; 127,37
122,81;121,70; 77,25; 76,47; 72,71, 64,27, 57,71; 31,69; 23,32 ppm.
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3.1.1.4 Sintese do ligante PTB

Em um baldo de 50 mL, sob atmosfera inerte de argdnio, foram adicionados 1
g (0,270 mmol) do composto (4) e 4 mL de acetonitrila. A solucdo resultante,
acrescentou-se 0,270 mmol de 1-hexino, seguido de 33 mg (5 mol%) de CuSO4-5H,0,
53 mg (10 mol%) de ascorbato de sédio e 1 mL de agua. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente, em atmosfera de argdnio, por um
periodo de 24 horas. Apos esse tempo, adicionaram-se 15 mL de agua e realizou-se
a extracdo do produto com diclorometano (trés por¢cdes de 30 mL). A fase orgénica
combinada foi seca sobre MgSO4 anidro e o solvente foi removido em evaporador
rotatério sob pressao reduzida. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel, utilizando como eluente uma mistura de acetato de etila e hexano
(50:50). O produto puro foi isolado na forma de um sodlido amarelo-claro, com

rendimento de 76%.

FTIR (pastilha de KBr, cm™"): 3059 v(C-H) sp2; 2953, 2958, 2870, 2808 v(CH)sp3;
1590, 1568 v(C=N); 1493, 1474, 1447, 1433 v(C=C); 1042 v(C-N); 703, 754 & fora do
plano(=C-H).

H NMR: (400 MHz, acetona-d6): & 7,71 (s, 1H); 7,61 (t, 1H); 7,54 (m, 2H); 7,41 (m,
2H); 7,37-7,27 (m, 6H); 7,14 (m, 1H); 6,93 (d, 1H); 5,16 (dd, 1H); 4,17 (d, 1H); 3,66 (d,
1H); 2,63 (t, 2H); 2,51 (m, 1H) 2,404 (m, 2H):1,80 (m, 1H); 1,57 (quin, 2H); 1,36 (m,
1H); 1,31 (m, 2H); 0,86 (t, 3H); 0,24 ppm (m, 1H).

13C NMR: & 160,69; 148,54; 146,14; 141,93; 140,48; 135,97; 130,47; 128,64; 127,77;
127,69; 127,40; 127,31; 123,43; 122,48; 121,54; 77,28; 69,64; 63,35; 55,00; 31,60;
30,73; 25,03; 23,45; 21,90; 13,22 ppm.

HRMS: [MH]+: 452.2809 (Experimental); 452.2814 (calc. for C29H34N5)

3.1.1.5 Sintese do complexo CuPTB

Em 6 mL de metanol foi adicionado 0,148 mmol do sal Cu(ClO4)2.6H20 e em
seguida foi adicionado 0,148 mmol do ligante. A reacao foi deixada em agitacéo e
temperatura de 50°C por 4h. Apds esse tempo, o solvente foi removido sob pressao
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reduzida. O sélido obtido foi lavado com éter e mantido no dessecador, e o rendimento
obtido foi de 90%.

3.1.2 Sintese do CuPol e CuAL

O complexo CuPol, desenvolvido recentemente*?, representa o primeiro
mimético de LPMO sintetizado pelo grupo de pesquisa com a finalidade de catalisar
reacoes de clivagem de biomassa. Inspirado na estrutura do CuPol, o complexo CuAL
foi sintetizado com o objetivo de apresentar desempenho superior ao seu precursor. A
rota sintética para a obtencao tanto do CuPol quanto do CuAL esta esquematizada na
Figura 3.2.

Figura 3.2 — Rota de Sintese do CuPol e CuAL
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Para todas as reacgdes, foram utilizados reagentes de grau analitico, néo
havendo necessidade de purificagdo prévia, exceto para o cloreto de tionila que foi
destilado previamente. Para garantir a auséncia de agua ou oxigénio nos solventes
utilizados, estes foram colocados sob refluxo em atmosfera de N2 durante 1 hora.

As sinteses dos ligantes precursores (2) e (3) ocorreu da mesma forma que na

secao 3.1.1.1.

3.1.2.1 Sintese do Ligante Pol

Em um baldo schlenk de 50 mL, sob atmosfera inerte de argbnio, foram
adicionados 20mL uma solu¢do 1M de NaOH, e 881mg do composto (3), o equivalente
a 8mmol. A proporcao utilizada foi de 5:1. A mistura reacional ficou sob agitagcao
durante 17 horas, em seguida foi neutralizada com solugédo de HCI 0,1M, filtrada e a
solugéo contendo o ligante foi submetida a pressao reduzida em evaporador rotatorio

para remoc¢ao do solvente.

3.1.2.2 Sintese do complexo CuPol

A um baldo schlenk de 50mL com 8 mL de metanol anidro sob atmosfera de
argonio, foram adicionados 154 mg de Cu(ClO4) 2.6H20 (0.414 mmol). Depois de 5
minutos em agitagcdo, uma solugao de 91 mg do ligante Pol (0.414 mmol) em metanol
foi adicionada gota-a-gota. A reagao ficou sob agitagcao constante a 40 °C por 4 horas.
Depois disso, a mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente até a formacao
de cristais azuis. Uma mistura de metanol e éter etilico foi adicionada ao sobrenadante
para obter uma quantidade maior de cristais. Os cristais foram lavados com éter etilico
e foram obtidos 112 mg de complexo. O rendimento foi calculado em 70%.

HRMS (m/z) cluster isotopico [CuPol]3Cu]?*: 452.5138 (calculado: 451.5158).

FTIR in KBr (cm™): 3477; 2964, 2947; 1651, 1614; 1566; 1483, 1446, 1421, 1357,
1300; 1109, 1093; 765, 627.

Analise elementar calculada para C11H1sCICuN207: C 34.21; H 3.91; N 7.25.

Valor experimental: C: 34.08; H: 4.22; N 7.36.
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3.1.2.3 Sintese do Ligante AL

A um baldo schlenk de 50mL, sob atmosfera de argdnio, foram adicionados 8
mL de THF anidro. Em seguida, foram dissolvidos 300 mg (1,362mmol) do composto
(3). Adicionou-se entdo 52mg de LiH4Al (~1,37 mmol) a mistura reacional e a reagao
ficou sob agitacao e refluxo a 50 °C durante 17 horas. A solugéo foi posteriormente
resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se 5 gotas de solugdo de NH4Cl 5%. A
solucao final foi filtrada e o solvente foi evaporado sob presséao reduzida. O rendimento
foi de 90%.

3.1.2.4 Sintese do complexo CuAL

A um bal&o schlenk de 50 mL com 20 mL de metanol anidro sob atmosfera de
argbnio, foram adicionados 578 mg de Cu(ClO4)2.6H20 (1,56 mmol). Depois de 5
minutos em agitacdo, uma solugao de 300 mg do ligante AL (1,56 mmol) em metanol
foi adicionada gota-a-gota. A reagao ficou sob agitagcdo constante a 40 °C por 4 horas.
Depois disso, a mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente e o solvente foi
evaporado sob pressao reduzida. Foi obtido um p6 azul que foi lavado com acetona e

éter etilico. O rendimento foi calculado em 82%.

3.2 Técnicas de Caracterizacao

3.2.1 Caracterizagéo do Ligante AL

3.2.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros foram obtidos através do espectrémetro BRUKER DRX 400 MHz
do laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos, liderado pelo prof. Dr. Anténio Gilberto Ferreira.
Foram realizadas as técnicas unidimensionais de 'H e '8C e correlagbes
bidimensionais COSY e HSQC. Os experimentos foram realizados utilizando os
solventes CDCls, D20 e (CD3)2CO.
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3.2.1.2 Espectrometria de massas

Os espectros de massas dos complexos de Cu2+ e dos ligantes foram obtidos
em colaboragédo com o laboratério da professora Maria Fatima das Gragas Fernandes
da Silva, do Departamento de Quimica da UFSCar. Para os ligantes, a ionizagao foi
realizada pelo método de ionizagdo quimica por metano e para os complexos foi

utilizada ionizag&o por electrospray (ESI+).

3.2.1.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O espectro de IR do complexo foi obtido utilizando um espectrometro FTIR
Shimadzu Prestige-21 com acessorio de ATR, pertencente a Central Analitica do
departamento de quimica da UFSCar. Os espectros foram adquiridos na faixa de
4.000 a 400 cm™, e a calibragdo do equipamento foi verificada com um padrédo de

poliestireno antes das analises.

3.2.2 Caracterizacdo do Complexo CuAL

3.2.2.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis do complexo foram obtidos em
um espectrofotdmetro HP — Hewlett Packard 8452 A. As amostras foram analisadas
em solugdes utilizando uma célula de quartzo retangular com capacidade para volume

de 1mL, e caminho 6ptico de 1,0 cm.

3.2.2.2 Voltametria Ciclica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato EG&G
Princeton Applied Research Model 2732, utilizando uma célula convencional de vidro
com entrada para os trés eletrodos. Os eletrodos utilizados foram: carbono vitreo
(0,071 cm-2), platina e Ag(s)/AgCl(s)| KCI (3,5M) como eletrodos de trabalho, auxiliar
e de referéncia, respectivamente. As medidas foram realizadas em metanol contendo

perclorato de tetrabutilaménio (PTBA) 0,1 mol/L como eletrdlito de suporte.
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Os parametros eletroquimicos foram obtidos a partir dos voltamogramas
ciclicos dos processos reversiveis, ou quase-reversiveis, em que apresentam linhas
de base anddica e catédica bem definidas. Os potenciais de pico anddico (Ea) e
catédico (Ec) foram determinados pelas projegdes verticais dos maximos das

correntes sobre 0s eixos.

3.2.2.3 Analise elementar

As medidas de andlise elementar foram realizadas na central analitica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos para determinagéo
da porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nas amostras. O

equipamento utilizado foi o EAGER 200 CE Instruments.

3.2.2.4 Ressonancia Paramagneética Eletronica

Os resultados de EPR foram obtidos em colaboragdo com o Prof. Otaciro
Rangel Nascimento do Instituto de Fisica da USP campus Il. As medidas foram
realizadas em tampéo de carbonato de calcio pH10,5, a temperatura ambiente (296
K) e congeladas em N2z liquido (77K). As medidas foram realizadas utilizando o
equipamento de EPR Modelo Varian E109, banda X, utilizando a cavidade retangular
e modulagdo de campo a 100 kHz. Os parametros de ajuste das medidas foram:
poténcia de microondas de 20 mW, amplitude de modulagédo de 0,4 mT pico a pico,
ganho ajustavel para cada amostra, varredura de campo de 160 mT, constante de
tempo de 0,064 s, tempo de varredura de 3 minutos. Para as medidas sob N2 liquido
foi utilizado o Dewar de imersao. Utilizou-se um padrao de EPR para calibracdo do
campo magnético (cristal de MgO:Cr("), g = 1,9797) e a frequéncia de ressonancia foi

medida com um frequencimetro de micro-ondas.

3.2.2.5 XPS

Os espectros foram obtidos utilizando o espectrofotdmetro de raios-X ESCA+
da Scienta Omicron, equipado com monocromador com fonte de raios X Al Ka (hv =
1486,7 eV), operado pelo Prof. Valmor Mastelaro do Laboratério de Nanomateriais e
Ceramicas Avancgadas (NaCA) do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC - USP).
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3.3 Testes de atividade

3.3.1 Atividade catalitica

Para verificar se os complexos possuiam atividade catalitica, foram realizados
testes com 4-Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo como substrato, sendo esses baseados
em uma metodologia ja conhecida*®, com algumas adaptagbes. O composto 4-
Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo tem estrutura similar a da celobiose, que € o substrato
da enzima (B-glucosidase. Ao sofrer a quebra da ligagao B (1—4), séo liberadas uma
molécula de acido glucénico e o ion p-nitrofenolato (Figura 3.3), que possui

absorbancia em cerca de 405nm.

Figura 3.3 — Quebra do 4-Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo
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O procedimento adaptado consistiu na adicdo, ao meio reacional, de 100 uL de
solugdo do complexo (1 mmol) em solugdo tampao de pH mais alto, o carbonato de
sodio pH 10,5, para que o ion p-nitrofenolato formado fique mais estavel em solugao
. Em seguida, adiciona-se 500 uL de solugao do substrato (50 mmol em tampao), 100
ML de solugcdo de H202 (~9 mmol em agua destilada) e 300 yL de solugéo tampéo,

totalizando um volume final de 1 mL.

3.3.2 Atividade celulolitica total

Para o teste de atividade celulolitica total utilizou-se papel filtro como
substrato** e a absorbancia foi medida pelo método DNS*5, em que ha a redugéo do
acido dinitrosalissilico pelos agucares redutores a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, cuja

absorbancia maxima é em torno de 540 nm.
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Ao meio reacional, adicionou-se uma amostra de 0,5 x 0,75 cm de papel de
filtro, 31,2 pL de solugdo de complexo 1mM e 62,4 puL de tampéo carbonato de sodio
pH 10,5, e entdo a mistura foi encubada a 45°C durante 1 hora. Apos esse processo,
adicionou-se 188 uL de DNS e a mistura foi aquecida a 100°C e agitada por 15
minutos.

Em seguida, a mistura foi refrigerada até a temperatura ambiente e
posteriormente adicionou-se 1250 uL de agua. Fez-se uma pausa de 20 minutos e
entao foi lida a absorbancia utilizando uma curva padréo de glucose. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata e foi feito um controle adicionando apenas solugéo
tampao, sem o complexo, que foi utilizado como branco e cujos valores foram

reduzidos dos valores finais de absorbancia pelo proprio software do equipamento.

3.3.3 Atividade de Endoglucanase

Para fins de determinacdo de atividade especifica para endoglucanase, foi
realizado um teste utilizando CMC como substrato (4), também pelo método do DNS
(5). Da mesma forma que o teste anterior, a mistura reacional continha 31,25 uL de
solucado de complexo 1mM e 31,25 uL de substrato CMC 0,03125% preparado em
tampao citrato 50 mM pH 4,8, e foi incubada a 45°C durante 1 hora. Em seguida, 188
ML de DNS foram adicionados e a amostra foi aquecida a 100°C e agitada por 15
minutos.

Em seguida, a amostra foi resfriada até a temperatura ambiente e adicionou-se
1250 yL de agua. Fez-se uma pausa de 20 minutos e ent&o foi lida a absorbéncia
utilizando uma curva padrdao de glucose. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdes
4.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
Para caracterizagao do ligante final AL, foram obtidos espectros de RMN de 'H
e 13C (Figuras 4.1 e 4.2), além de espectros bidimensionais de HSQC 'H —"3C e COSY
'"H — 'H (Figuras 4.3 e 4.4) que foram analisados utilizando o software Spectrus da

ACD/Labs.

Figura 4.1 — Espectro de RMN de 'H do ligante AL em D20.
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No espectro de RMN 'H, os hidrogénios aromaticos do anel piridinico sao
observados entre 7,3 e 8,5 ppm, com o sinal em 8,42 ppm atribuido ao hidrogénio orto

ao nitrogénio da piridina, mais desblindado.
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Os dois hidrogénios do carbono C7, que servem como uma “ponte” entre a
piridina e o nitrogénio da pirrolidina, sao diastereotopicos devido a quiralidade do
centro pirrolidinico e a proximidade com o anel aromatico, apresentando-se como dois
dupletos “espelhados” na regido de 4,2—4,5 ppm. Em seguida, os dois hidrogénios no
carbono C13 exibem um sinal em 3,58 ppm, sendo esse um dupleto por ocorrer
acoplamento com o hidrogénio do C10.

No anel pirrolidina, os hidrogénios do carbono C9 formam dois multipletos de
integral 1 entre 2,8 e 3,3 ppm, e o hidrogénio do carbono quiral C10 aparece como um
multipleto em 2,93 ppm.

Os hidrogénios dos carbonos C11 e C12 aparecem como multipletos na regiao
de 1,6-2,0 ppm, sendo os protons do C12 ligeiramente mais desblindados em relagéo
aos do C11, o que pode ser observado pelo fato de que os multipletos referentes aos
hidrogénios do C11 possuem maior valor de J e estéo, portanto , e pode ser explicado

pela proximidade conformacional com o oxigénio do grupo hidroxila.

Figura 4.2 — Espectro de RMN de '3C do ligante AL em D20.
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No RMN de '3C do ligante, é possivel observar sinais referentes aos carbonos
presentes na estrutura molecular, considerando a auséncia de elementos de simetria
que tornariam alguns nucleos equivalentes entre si.

Os carbonos do anel piridinico aparecem na regido caracteristica entre 120 e
160 ppm, tipica de sistemas aromaticos nitrogenados. Nessa faixa, foram identificados
4 sinais, em 151, 140, 127 e 126 ppm, o sinal em 151 ppm é atribuido ao carbono 1,
diretamente ligado ao nitrogénio do anel piridinico, que sofre forte desblindagem por
efeito indutivo e de ressonancia.

O sinal em 140 ppm corresponde ao carbono 4, em posi¢cado para em relagao
ao nitrogénio, também desblindado pela aromaticidade do anel. Ja os sinais em 127
e 126 ppm séo atribuidos aos carbonos 2 e 5, respectivamente. No entanto, a
intensidade ligeiramente superior do sinal em 127 ppm sugere uma sobreposicao de
sinais, muito provavelmente envolvendo os carbonos 2 e 6, que por estarem em
posicbes proximas e sujeitos a influéncias eletrbnicas semelhantes, acabam
ressoando em valores muito préximos.

O carbono identificado como C13 na figura acima, se encontra em 69,5 ppm,
um deslocamento significativamente mais alto em comparacéao aos demais carbonos
da pirrolidina. Isso pode ser justificado pela ligagdo com o atomo de oxigénio do grupo
hidroxila, que atua desblindando fortemente esse carbono. Esse efeito € ainda mais
pronunciado por se tratar de um carbono secundario ligado diretamente a um
heteroatomo eletronegativo, deslocando seu sinal para a regiao tipica de carbonos sp?®
oxigenados.

Em seguida, os carbonos 7, 9 e 10, que estdo diretamente conectados ao
nitrogénio do anel pirrolidinico, aparecem em regides intermediarias do espectro, com
deslocamentos quimicos influenciados pela vizinhanca com este heteroatomo. O
carbono 7, que faz a ponte entre o anel piridinico e o nitrogénio da pirrolidina, sofre
desblindagem tanto pelo nitrogénio pirrolidinico quanto pelo anel aromatico,
aparecendo em 62 ppm. Os carbonos 9 e 10, apresentam deslocamentos na faixa de
55 a 60 ppm, compativeis com carbonos em posicao alfa a um atomo de nitrogénio
em aminas terciarias.

Por fim, os carbonos 11 e 12, que compdem a porcao mais interna do anel
pirrolidinico, aparecem na regiao de alto campo do espectro, com deslocamentos

quimicos menores, entre 23 e 28 ppm, assim como no espectro de 'H, em que também
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se encontram em valores mais baixos do espectro, justamente por estarem mais

blindados que os demais carbonos na molécula.

Figura 4.3 — Espectro de HSQC 'H — '3C do ligante AL em D20.
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No espectro de HSQC, podemos observar as correlacbes diretas entre
hidrogénios e carbonos diretamente ligados, permitindo confirmar as atribuicdes
propostas nos espectros de carbono e hidrogénio, e estabelecendo uma
correspondéncia entre os sinais de proton e carbono na estrutura molecular proposta.

O hidrogénio em 8,46 ppm, caracteristico da posi¢do orto ao nitrogénio,
correlaciona-se com o carbono em 149,6 ppm, valor compativel com o C1 da piridina,
que em seu espectro de '3C aparece em 151 ppm. O sinal em 7,81 ppm mostra
correlagdo direta com o carbono em 138,5 ppm, correspondente ao C4, cujo
deslocamento no espectro unidimensional € de 140 ppm.

Os hidrogénios em 7,46 ppm e 7,37 ppm, tipicos das posi¢cdes meta em relagao
ao nitrogénio, correlacionam ambos com um o carbono em 125 ppm, indicando que
os carbonos C2 e C6 ressoam em valores muito préximos, em torno de 126 e 127
ppm no espectro de '3C. Por fim, observa-se um carbono em 124,56 ppm que ndo
apresenta correlagdo com qualquer hidrogénio no HSQC, confirmando tratar-se do
C5, o carbono quaternario do anel piridinico ligado a cadeia lateral. Essa distribui¢ao
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ajuda a validar a atribuicdo proposta de uma sobreposigédo dos sinais de C2 e C6 na
regiao de 126 ppm do espectro de carbono.

Na regido de campo mais alto, as correlagdes vao se tornando mais complexas
devido a sobreposigédo parcial dos sinais de hidrogénio e a presenga de multiplos
grupos CH2 na estrutura. O hidrogénio em 4,5 ppm, que corresponde a um dos
hidrogénios diastereotopicos do carbono 7, correlaciona com dois carbonos
diferentes: um em 69 ppm e outro em 62 ppm. Essa dupla correlagao esta relacionada
a estrutura tridimensional da molécula, onde um dos hidrogénios do carbono 7 esta
préximo ao carbono no anel pirrolidinico. O outro hidrogénio diastereotdpico do
carbono 7, em 4,4 ppm, correlaciona-se com o carbono em 62 ppm, indicando que
esse carbono € o C7, cujo deslocamento em torno de 69 ppm ¢€ justificado pela
vizinhang¢a com o nitrogénio e o anel aromatico.

O hidrogénio em 2,98 ppm mostra correlagdo com o carbono em 72,10 ppm,
valor atipico para um CH2 comum, mas compativel com um CH em ambiente
desblindado, possivelmente o hidrogénio do carbono quiral 10. Ja os hidrogénios entre
3,63 e 3,21 ppm correlacionam-se com carbonos na faixa de 54,31 a 59,98 ppm,
regido tipica de carbonos ligados a nitrogénio. Esses sinais sédo atribuidos aos
hidrogénios dos carbonos 9 e 10 cujos deslocamentos se sobrepbem parcialmente
nessa regiao.

O hidrogénio em 2,97 ppm correlaciona-se com o carbono em 54,13 ppm,
reforcando a presenga de um grupo CH2 ou CH ligado a nitrogénio, enquanto o sinal
em 2,11 ppm mostra correlagdo com o carbono em 55,35 ppm, sugerindo tratar-se de
outro hidrogénio do mesmo sistema. Na regido mais blindada, os multipletos entre 2,1
e 1,7 ppm, de integral 4, correlacionam-se com carbonos entre 21,73 e 34,52 ppm.
Esses valores sao caracteristicos para os CHz2 mais internos do anel pirrolidinico, que
estdo mais afastados dos heteroatomos e, portanto, mais blindados, sendo esses os
carbonos 11 e 12.

A distribuicdo das correlagdes no mapa HSQC valida, portanto, a atribuicdo
conjunta dos espectros de hidrogénio e carbono, permitindo uma visao integrada da

estrutura do ligante em solugao.
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Figura 4.4 — Espectro de COSY 'H — 'H do ligante AL em D20.
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No espectro de cosy, é possivel observar correlagdes entre os hidrogénios do
anel piridinico, relativamente isolados do resto da molécula, onde ja era esperado
haver tanto acoplamento geminal quanto vicinal. Também ¢é possivel verificar
correlagdes entre os hidrogénios do carbono C7, que por estarem em um carbono
ligado unicamente a um nitrogénio e um carbono quaternario, ambos em cadeias
fechadas, também estdao relativamente isolados dos demais atomos na parte
“superior” da molécula.

Os dois hidrogénios no carbono 13, além de se correlacionarem entre si,
também apresentaram correlagdes cruzadas com o hidrogénio do carbono quiral C10,
permitindo assim confirmar a conectividade entre o grupo CH20H e o anel pirrolidinico.
Adicionalmente, observam-se correlagdes entre os hidrogénios do sistema C9-C10-
C11-C12, que formam uma rede de acoplamentos ao longo do anel pirrolidinico. Os
hidrogénios de C9, mais desblindados pela vizinhanga com o nitrogénio, mostram
correlagdes com os hidrogénios de C10 e C11, enquanto estes, por sua vez, se
correlacionam com os hidrogénios de C12, permitindo o mapeamento completo da

conectividade da pirrolidina.
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4.1.2 Espectrometria de Massas

4.1.2.1 Ligante AL

Para corroborar com os espectros de RMN na caracterizagdo dos ligantes
organicos, foi obtido um espectro de massas de baixa resolugdo do ligante em

metanol.

Figura 4.5 — Espectro de Massas de baixa resolugao para o ligante AL.
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O espectro de massas de baixa resolugao apresentou um pico em m/z 193,25,
préoximo ao valor esperado para o ion [M+H]* do ligante (calculado: 193,1378). A
pequena diferenca de 0,112 Da esta dentro de uma faixa aceitavel considerando que
0 espectro possui baixa resolucgao.

Além disso, os espectros de RMN de 'H e *C apresentaram fortes indicios de
que a estrutura do composto corresponde ao ligante proposto, uma vez que os
deslocamentos quimicos e as multiplicidades observadas sdo consistentes com o
esperado. Dessa forma, em conjunto com as demais técnicas espectroscoépicas, os

dados obtidos na espectrometria de massas corroboram a identidade do ligante.
4.1.2.2 Complexo CuAL
Para o complexo, foi obtido um espectro de massas de alta resolugao utilizando

uma solugao aquosa do complexo, que foi analisada por injegao direta e apresentou

os padrbes de fragmentagdo esperados para o complexo. No espectro, que se
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encontra na Figura 4.6 abaixo, € possivel observar um pico em m/z 193,1346
corresponde a estrutura do ligante, e o pico em 224,0383 foi atribuido ao fragmento
correspondente a estrutura do complexo sem o bragco CH20H, com valor calculado de
224,0375. A acuracia foi calculada em 3,57 ppm, o que esta dentro do aceitavel em

espectrometria de massas de alta resolugao.*®

FIGURA 4.6 — Espectro de Massas de Alta Resolugao para o CuAL.
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Dado que a metodologia utilizada foi a de inje¢ao direta (ESI-MS), o brago
CH20H do complexo acaba se fragmentando muito facilmente da estrutura principal,
0 que é bastante comum para radicais hidroximetila.#” Para observar o complexo com
o grupo CH20H intacto, o ideal seria utilizar LC-MS com separagédo cromatografica.
No entanto, a presenca de cobre inviabiliza o uso de colunas, pois metais de transicao
contaminam irreversivelmente a fase estacionaria. Por isso, optou-se pela injecéo
direta, mesmo ciente de que isso poderia induzir a fragmentagcdo. O modo negativo
(ESI-) poderia minimizar essas perdas, mas o complexo é naturalmente catidnico,

resultando em menor sensibilidade, por isso sendo preferido o modo positivo.

4.1.2.3 Complexo CuPol

Comparando os resultados obtidos com o espectro do CuPol (Figura 4.7
abaixo), é possivel observar diversas semelhancgas e dissimilaridades. O pico em 224

referente ao fragmento sem o “braco” se mantém, porém, também os picos em 314 e
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336 ppm estao presentes, com valores proximos o suficiente para atribuir a ambos os
complexos. O pico em 207, entretanto, € ausente no espectro do CuAL, revelando que
ndo ha ligante Pol envolvido em sua estrutura. Os fragmentos em 314 e 336 foram
atribuidos a uma espécie monomeérica coordenada com OH e MeOH, e seu sal de

sodio, respectivamente.

Figura 4.7 — Espectro de massas de alta resolugéo do CuPol.

Intens. L +MS, 0.2min #17, Background Subtracted

x105
224.0369

2.0 1 =

207.1125

314.0320
0
N,
0.5 ('S 196.0051 m/z 314
. - +Na
161.1063 336.0136
265.0634
110.0594 144.9816 172.9824 | 239"]22?2561J263LL
ool el iy A A TR —
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 mz

4.1.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho

4.1.3.1 Ligante AL

Tendo em vista a estrutura do ligante AL, em que estdo presentes trés
heteroatomos em ambientes eletrénicos distintos devido a presenca de sistemas
ressonantes e cadeias saturadas, o espectro do ligante livre foi primeiramente
interpretado para atribuicdo de suas bandas vibracionais caracteristicas. O espectro

obtido para o ligante AL pode ser observado na Figura 4.8 abaixo.
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Figura 4.8 — Espectro de infravermelho do ligante AL.
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4.1.3.2 Complexo CuAL

O espectro de IR para o complexo CuAL pode ser observado na Figura 4.9.
Este foi comparado com o do ligante buscando correlacionar os deslocamentos

observados com os sitios de coordenacao.

Figura 4.9 — Espectro de infravermelho do CuAL.
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Na Tabela 4.1 abaixo ha uma proposta de atribuicdo das bandas vibracionais

observadas nos espectros tanto do complexo quanto do ligante.
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Tabela 4.1 — Tentativa de atribuicdo das bandas de IR do CuAL.

AL CuAL
Atribuicao
Comprimento de Comprimento de
Proposta |Intensidade Intensidade
onda (cm™) onda (cm™)
v O-H intensa 3500 fraca 3500
v C-H fraca 3000 fraca 3000
vC=N/anel | moderada 1598 intensa 1604
6 C-H média 1442 média 1439, 1427
v C-0O média 1053, 1006 média 1065
y C-H meédia 765 intensa 763
y C-H intensa 588 intensa 620

A banda intensa observada em 620 cm™ para o complexo e em 588 cm-! para
o ligante foi atribuida a vibragdes de deformacéao fora do plano (y) do anel piridinico,
assim como a banda também intensa em 763/765 cm™ foi atribuida a vC=C para
ambos.® A banda intensa em 1598 cm™ é atribuida ao alongamento C=N da
metilpiridina, cuja diferengca pequena em relacao a piridina livre pode ser atribuida a
substituicdo no anel. No espectro do complexo, esse deslocamento se torna ainda
maior, o que indica uma diminuicdo da densidade eletrénica no anel piridinico devido
a o-doacao do par de elétrons do nitrogénio para o Cu(ll), o que aumenta a constante
de forca efetiva da ligacdo C=N.

As bandas em torno de 1065/1653 cm™ foram atribuidas a v C-O*° e as bandas
em torno de 1442, 1439 e 1427 cm-! foram atribuidas a 8C-H®' para ambos.

As bandas fracas observadas em torno de 3000 cm™ tanto para o ligante
quanto para o complexo sao atribuidas aos estiramentos das ligagbes C—H alifaticas
da cadeia pirrolidinica. A banda em torno de ~3500 cm™ & caracteristica de
estiramentos O-H, e como esperado esta bastante intensa para o ligante que possui
OH na estrutura e é bastante higroscopico. Ja no complexo, mostra-se mais baixa,
porém ainda presente, provavelmente pelo CuAL nao possuir essa caracteristica,

além de o OH estar coordenado ao atomo de cobre.
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4.1.4 Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta e Visivel

A espectroscopia de absorgao na regiao do ultravioleta-visivel foi empregada
como ferramenta para caracterizar o ligante AL e o complexo CuAL, além de investigar
suas transicdes eletronicas caracteristicas. Os espectros foram obtidos em solugao
aquosa utilizando agua Milli-Q, a fim de observar adequadamente as bandas de
interesse e calcular seus respectivos coeficientes de absortividade molar. E possivel
observar um dos espectros obtidos tanto para o complexo quanto para o ligante na

Figura 4.10 abaixo.

Figura 4.10 — Espectros de UV-Vis para o AL e o CuAL em solug¢do aquosa.
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Em ambos os espectros, foi observada parte de uma banda intensa proxima de
200nm no espectro do ligante, que apds a coordenacgao sofre efeito hipsocrémico, se
deslocando para préximo de 190 nm no espectro do complexo. Essa banda pode ser
apenas parcialmente observada nessas concentragdes especificas, uma vez que em
concentracodes inferiores ela entra no limite inferior de deteccao do equipamento, que
€ a regiao abaixo de 190 nm, e em concentragdes superiores, sua absorbancia, que
ja esta extremamente elevada nas concentragbes demonstradas na Figura 4.10, sobe
ainda mais, nao sendo possivel sua quantificagdo adequada. Essa banda foi atribuida

a transicbes ™ — T* de alta energia do sistema aromatico conjugado, devendo
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apresentar absortividade molar da ordem de 10* L mol™ cm™, caracteristica de
transigdes permitidas em croméforos extensamente conjugados.*’

Também é possivel observar que a segunda banda, melhor definida, esta em
torno de 260nm para o ligante, enquanto que apds a coordenagao ela se torna mais
intensa (efeito hipercrbmico) e mais alargada, e se desloca para 254nm. Essas
alteragdes nos espectros corroboram com os comportamentos esperados referentes
a coordenacao com o atomo de cobre.?’

O complexo foi analisado em diferentes concentragcbes visando calcular o
épsilon da banda bem definida em 254 nm, cujos valores de absorbancia variaram
linearmente com a concentragdao, com o ajuste linear dos dados resultando em um
coeficiente de correlacdo R? = 0,9989, o que confirma a aderéncia a lei de Beer-
Lambert na faixa estudada. A absortividade molar calculada para a banda de 254nm
foide 3.769 L mol™" cm™.

Figura 4.11 — UV-Vis do complexo em solu¢des aquosas de diferentes

concentragoes.
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Um espectro em alta concentragdo, onde as bandas em 192 e 254nm nao sao
discerniveis, foi obtido na intengéo de observar a banda de transigao d-d do Cu(ll). E
possivel observar, na Figura 4.12, uma banda em 648nm, cujo coeficiente de

absortividade molar é de 53,33 L.mol™'.cm™.
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Figura 4.12 — Banda d-d do CuAL em concentraggo alta.
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A presencga desta banda representa mais um indicativo da coordenacéo do
atomo de Cu(ll) ao ligante, uma vez que atomos metalicos hidratados apresentam
bandas d-d em regides espectrais distintas, e sua intensidade relativamente baixa &
tipica de transigcbes proibidas por regras de selegcdo de spin e simetria. Também é
possivel inferir, pela existéncia dessa banda, que o cobre apresenta geometria de
coordenagéo de piramide de base quadrada distorcida.®?

A presenca dessa banda no espectro do complexo CuAL confirma a integridade
do sistema coordenado, e, junto da banda em 254 nm, evidencia tanto a presenga do
centro metalico em seu estado de oxidagao Cu(ll) quanto a manutengéo da estrutura

eletrénica do ligante apos a complexacéo.

4.1.5 pKa

O pKa dos complexos CuPol e CuAL foi determinado espectrofotometricamente
por meio do monitoramento da banda de absorgao em funcao da variagao do pH.

As medidas foram realizadas em solugéo aquosa, variando-se o pH na faixa de
3,0 a 12,4, e os dados foram ajustados utilizando-se o modelo de curva sigmoidal,

como pode ser observado na Figura 4.13 abaixo.
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Figura 4.13 — Curva de pKa para o CuAL.
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Os valores de pKa obtidos para ambos os complexos foram de 7,9, indicando
que o equilibrio acido-base observado esta associado a desprotonacdo de uma
molécula de agua coordenada ao centro de Cu(ll). Esta atribuicao é consistente com
a literatura, que reporta valores de pKa na faixa de 7-9 para a agua coordenada a
complexos de Cu(ll) com ligantes nitrogenados e oxigenados.%3

De forma alternativa, considerando a presenga do grupo —CH20H no ligante do
complexo CuAL, este valor de pKa também poderia ser interpretado como referente a
desprotonacédo de um alcool coordenado. No entanto, alcoois livres apresentam pKa
em torno de 16,% sendo, portanto, acidos muito fracos. A coordenagéo ao Cu(ll), um
ion metalico com alta densidade de carga e carater acido de Lewis pronunciado,
polariza significativamente a ligagdo O—H do grupo alcool coordenado, facilitando sua
desprotonacado e reduzindo drasticamente o pKa.>® Este efeito de acidificagdo de
ligantes proticos coordenados a metais de transigao resulta da retirada de densidade
eletrénica do atomo de oxigénio pelo metal, enfraquecendo a ligagdo O-H e
estabilizando a base conjugada.®

A partir do valor de pKa determinado, é possivel inferir o comportamento das
espécies em diferentes faixas de pH. Em valores abaixo de 7,9, o grupo —OH da agua

coordenada encontra-se majoritariamente protonado, e o complexo existe como
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especie catidbnica. Em valores acima de 7,9, ocorre a desprotonagao para —O,
gerando um ligante anidnico (hidroxo ou alcéxido) que confere maior estabilidade ao
complexo, o que € bom principalmente para os processos redox que ocorrem em meio

basico.

4.1.6 Voltametria Ciclica

Com o objetivo de entender mais sobre os processos envolvidos nos
complexos, os testes de voltametria ciclica foram realizados em dois pHs diferentes,
sendo o primeiro em tampao carbonato de sodio pH 10,5 e o segundo em tampao
HEPES de pH 7,5. Inicialmente, para todos os complexos, partiu-se de uma solugao
de 1Tmmol.L-" em tampao contendo também PTBA 0,1 mol.L"', sob atmosfera de
argdnio. Foram utilizados os eletrodos de Ag/AgCI/KCI (3,0 mol.L-") como eletrodos de
controle e referéncia, e carbono vitreo para trabalho. O voltamograma entao foi obtido
aplicando-se a corrente elétrica tanto a partir de valores positivos quanto negativos.

Inicialmente, utilizando o tampéo de pH 10,5, aplicou-se corrente elétrica a
partir de -0,8 V até +0,2, depois voltou-se para -0,9 V, e fechou-se o ciclo ao voltar

para -0,8 V, conforme Figura 4.14.

Figura 4.14 — Voltamograma do CuAL em pH 10,5.
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Os picos anodicos observados em -0,4V e 0,0V correspondem,
respectivamente, a oxidagao de Cu'-(OH) para Cu'-(OH) e a uma possivel oxidagéo
em um dos oxigénios coordenados ao complexo, 0 que pode ou ndo ser uma espécie

Cu'-oxil. Levando em consideragdo o pH, espera-se que os oxigénios coordenados
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(tanto do grupo hidroxila quanto da agua) estejam desprotonados.’® Os picos
catédicos em -0,19 V e -0,51 V mostrariam o efeito contrario, a espécie com radical

voltando a ser Cu'-(OH) e o Cu' sendo reduzida para Cu' em seguida.

Para fins de comparacéo, e levando em consideragao o pKa calculado para os
complexos, as voltametrias ciclicas do complexo CuAL e do complexo CuPol foram
repetidas em tampao HEPES de pH 7,5, mantendo-se as concentracdes anteriores
de complexo e do eletrélito suporte, sob atmosfera inerte.

A varredura foi iniciada em -0,2 V, prosseguindo inicialmente para potenciais
negativos até -0,8 V, e entéo invertendo o sentido para potenciais positivos até 0 V,
completando-se o ciclo com o retorno ao potencial final de -0,2 V. Os voltamogramas
obtidos nesta condicdo apresentaram perfis distintos daqueles observados em pH

10,5, conforme ilustrado na Figura 4.15 abaixo.

Figura 4.15 — Voltamograma em pH 7,5 para os complexos A) CuPol e B) CuAL
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No sentido catédico inicial, para o CuPol observou-se um pico de reducdo em
-0,62 V, atribuido a redugéo de Cu' para Cu'. O deslocamento deste pico pode ser
explicado pela protonacao do ligante causada pela mudanga de pH.%” Apds a inverséo
do sentido da varredura para potenciais positivos, surgiu um pico anddico fino e bem
definido em -0,05 V, correspondente a oxidagdo de Cu' para Cu'. A nitidez deste pico

também esta relacionada a protonagao do ligante em pHs mais baixos.%®
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Para o CuAL, o processo de redugao em -0,51V em pH 10,5 que foi atribuido a
reducdo de Cu'" para Cu' ndo sofreu deslocamento, mas o pico aparece bastante
alargado em pH 7,5. Na volta para valores positivos, € possivel observar dois
processos de oxidacdo, onde supde-se que ha a oxidacdo de Cu' para Cu' e em
seguida o braco hidroximetil sofre um processo de oxidagdo, o que possivelmente
degradaria o complexo. Com um pH abaixo do valor de pKa, n&do seria surpreendente
haver a degradagdo dos complexos e o acumulo no eletrodo.5°

A auséncia do segundo processo de redugao, presente em pH 10,5, e corrobora
com a hipotese de que em pH basico, tanto o complexo CuPol quanto CuAL
apresentam um comportamento eletroquimico mais estavel por conta da
desprotonacéo dos oxigénios coordenados.

A diferencga significativa entre os potenciais de redugéao (-0,62 V) e oxidagao (-
0,05 V), ndo caracteriza um perfil simétrico tipico de processos reversiveis, e indica
que a transferéncia eletronica pode gerar processos separados daqueles referentes
apenas ao centro de cobre em si, como a formacado de espécies radicalares, que é

grandemente influenciada pela protonac¢ao ou desprotonacdo de grupos do ligante.

4.1.7 Analise elementar

Analisando comparativamente os valores obtidos para o complexo CuAlL,
considerando a estrutura final proposta na Figura 3.2 para os dados tedricos e os
dados experimentais obtidos na analise, € possivel observar uma concordancia
relativamente satisfatéria, principalmente no que tange o carbono e o nitrogénio. As
discrepancias observadas para o hidrogénio, apesar de nao estarem dentro da
margem de erro experimental aceitavel para analise elementar, podem ser atribuidas
a fatores como umidade residual, visto que a amostra é extremamente higroscopica,
ou variagoes inerentes ao método. Esses dados podem ser observados na Tabela 4.2

abaixo:

Tabela 4.2 — Valores de analise elementar obtidos para o CuAL

Valores %C %H %N %S

Teorico 51,95 | 5,93 | 10,99 0

Experimental | 51,93 | 7,02 | 10,86 0
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Considerando os demais resultados experimentais, que corroboram a estrutura
proposta para o complexo, considerou-se que a variagao no H & negligenciavel, e que

a sintese foi efetiva.

4.1.8 Ressonancia Paramagnética Eletronica

Visando a obtencdo de mais informagdes sobre a estrutura molecular e os
mecanismos de agcdo dos complexos biomiméticos sintetizados, foram realizadas
medidas utilizando a técnica de EPR tanto para o complexo CuAL como para o CuPol.

A técnica, também conhecida como Ressonéancia de Spin Eletrénico (RSE), é
uma técnica espectroscopica seletiva para a deteccdo de espécies que possuem
elétrons desemparelhados, como radicais livres, atomos de metais de transigao e
defeitos em sélidos. Ela se baseia na interagcao entre os momentos magnéticos desses
elétrons e uma radiagcédo eletromagnética na faixa de micro-ondas, aplicada sob a
influéncia de um campo magnético externo variavel. O resultado € um espectro de
absorcao de micro-ondas que fornece informacdes detalhadas sobre o ambiente
quimico e magnético local dessas espécies paramagnéticas, incluindo dados sobre
concentragao, niveis de energia, simetria local e interagdes entre spins eletronicos e
nucleares.%°

Essa técnica € particularmente relevante para o estudo de complexos de
cobre(ll), uma vez que esses possuem configuragdo d% ou seja, ha um elétron
desemparelhado, o que os torna os candidatos perfeitos. A analise dos espectros
fornece o fator g e a constante de acoplamento hiperfino, que revelam a simetria do
complexo, a geometria do sitio metalico (octaédrica distorcida ou quadrado-planar) e
a covaléncia das ligagdes, sendo fundamental para estudos de coordenacéo,
bioinorganica e catalise, como pode ser observado na literatura.51-64

As analises foram feitas em solucdo tampéao de carbonato de sédio pH 10,5,
tanto em temperatura ambiente (293K) quanto congelado (77K) em nitrogénio liquido.

Foram realizados diversos testes incluindo peroxido de hidrogénio, envolvido
no mecanismo de agao do catalisador, e DMPO (5,5-Dimetil-1-pirrolina-N-6xido), uma
substancia amplamente utilizada na detecg¢ao de radicais livres para a técnica de EPR.
Os espectros obtidos para o CuAL constam na Figura 4.16, e para o CuPol constam

na Figura 4.17.
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FIGURA 4.16 — Dados de EPR para o CuAL em nitrogénio liquido (A) e em

temperatura ambiente (B).

24

A 22_- cr! B 2,2
20 20 CuAL
12— 18]
16 4

unit)
=
1

-
@ o

Intensity (arb
Intensity (arb. unit)

CuAL 1,6
0,8
T T T T T T T T T T

4 1,4
; 12'_————’% 124 CuAL + DMPO
7 CuAL + H,0,
6 ] —’ﬁh 0‘6 &
44 0,4
240 260 280 300 320 340 360 280 300 320 340 360
Magnetic Field (mT) Magnetic Field (mT)

1,0
2 CuAL + DMPO + H,0, 024 CuAL + DMPO + H,0,
0 0,0 e
-2 1 -0,2 4
4477K 0,44 293K

Figura 4.17 — Espectro de EPR para o CuPol (293K).
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Os dados obtidos revelaram comportamentos distintos entre os dois
complexos. No caso do CuPol, verificou-se a presenca de uma quantidade
significativa de radicais de carbono, que se supde que sejam estabilizados pela
coordenagdo ao centro de Cu(ll), possivelmente através de um mecanismo de
tautomerizagao seguido de oxidagao do ligante prolina, o que mimetiza o mecanismo

de hole-hopping proposto para as LPMOs.*> Em contraste, o CuAL sob condigdes
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experimentais analogas de concentragao e pH apresentou uma formacgao bastante
inferior de espécies radicalares. Essa diferenca drastica sugere que a pequena
diferenga na estrutura do ligante € um fator crucial para sua capacidade de estabilizar
radicais. Enquanto o CuPol possui um braco de acido carboxilico que favorece a
deslocalizagdo de elétrons e a formagao de radicais no anel piridinico e no anel
pirrolidinico, o alcool primario no CuAL parece nao oferecer o mesmo nivel de
estabilizagdo, inibindo a geragcédo e/ou 0 acumulo dessas espécies.

A baixa propensdo do CuAL em formar radicais centrados no ligante pode ser
explicada com base em sua estrutura mononuclear em solugdes basicas, como ja
discutido previamente na sessao de voltametria ciclica. Diferente do CuPol, que no
estado sodlido forma polimeros de coordenagao unidimensionais, mas que em solucao
acredita-se que seja monomerico e ainda assim capaz de gerar radicais, o CUAL néo
apresenta evidéncias de processos de agregacado ou acoplamento que pudessem
resultar em espécies silenciosas no EPR ou radicais estaveis.

Essa grande diferenga na formacéo radicais entre os dois complexos tem
influéncia direta em seus mecanismos de reagcdo, o que, junto dos dados
experimentais discutidos previamente, sugere que o CuPol seja mais propenso a
possuir a mecanismos de protecdo contra o dano oxidativo, mas também seja
provavelmente mais reativo em processos que dependem de intermediarios

radicalares, enquanto o CuAL deve operar por uma via catalitica distinta.

4.1.9 XPS

A técnica de XPS foi empregada para investigar os estados de oxidagao do
centro metalico e, principalmente, as alteragdes na densidade eletrénica dos atomos
doadores do ligante ap6s a complexagdo com o cobre. A andlise foi realizada em
amostras sélidas dos ligantes livres AL e PTB, e dos respectivos complexos CuAL,
CuPTB e CuPol, permitindo a comparacgao direta dos efeitos da coordenagao sobre
as energias de ligagao dos elétrons mais internos dos atomos de nitrogénio, carbono

e oxigénio presentes nas estruturas
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Os espectros obtidos para o orbital 1s do nitrogénio estdo apresentados na

Figura 4.18, onde € possivel observar deslocamentos nas energias de ligacao.

Figura 4.18 - Espectros de XPS na regido N1s para os ligantes livres e seus
respectivos complexos de cobre. A) AL; B) CuAL; C) PTB; D) CuPTB e E) CuPol.
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A andlise dessa regiao demonstrou mudancgas significativas nas energias de
ligacdo dos atomos de nitrogénio apos a complexagao, confirmando sua participagao
na coordenagao ao centro metalico. Para o ligante AL livre, os picos correspondentes
aos nitrogénios dos anéis piridina e pirrol foram observados em 397,6 eV e 399,7 eV,
respectivamente. Apés a complexagdo, formando o CuAL, observou-se um
deslocamento desses picos para valores mais elevados de energia de ligagao: 399,2
eV para o N-piridina e 400,1 eV para o N-pirrol. Este deslocamento para maiores
energias ¢é indicativo de uma diminui¢ado na densidade eletrdnica ao redor dos atomos
de nitrogénio, consistente com a doacao de densidade eletronica dos sitios doadores
para o centro metalico vazio do Cu(ll), fortalecendo a ligagdo coordenada.

Um resultado semelhante foi observado para o complexo CuPTB quando
comparado ao ligante PTB livre. No ligante PTB, as energias de ligagcao para os
nitrogénios piridina e pirrol foram de 399 eV e 401 eV, respectivamente. No complexo
CuPTB, estes valores deslocaram-se para 400 eV (N-piridina) e 401,8 eV (N-pirrol),
novamente indicando a coordenacdo destes atomos ao centro metalico e a
consequente reducdo da densidade eletrbnica sobre os mesmos. Um aspecto
interessante observado nos dados refere-se a comparagao entre os complexos.

O CuAL apresentou valores de energia de ligagao ligeiramente menores (399,2
eV para N-piridina e 400,1 eV para N-pirrol) em comparagdo ao CuPTB (400 eV e
401,8 eV) e ao CuPol (399 eV e 401,5 eV). Esta diferenga sugere que, no CuAL, a
coordenagao ao centro metalico € um pouco menos forte que nos demais. Isso
implicaria em uma menor transferéncia de densidade eletronica do ligante para o
metal, resultando em energias de ligacdo menos deslocadas para valores mais altos.
Esse dado é particularmente relevante quando correlacionado com os testes
cataliticos, nos quais o CuAL destaca-se como o complexo mais ativo, sugerindo que
uma interagdao metal-ligante mais moderada pode ser mais favoravel para a atividade
catalitica do que ligagcbes extremamente fortes ou muito fracas, possivelmente por
facilitar a labilidade necessaria para a coordenagao de substratos ou participacdo em

ciclos redox.

419.2 Cis
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Diferentemente do observado para os nitrogénios, cujas energias de ligagao
aumentaram apos a coordenacéao indicando doag¢ao de densidade eletronica para o
metal, os carbonos apresentaram um comportamento oposto, com deslocamentos
para valores menores de energia de ligagdo nos complexos em comparagdo aos
ligantes livres, conforme observado na Figura 4.19.

Para o ligante AL livre, os picos caracteristicos foram observados em 283,4 eV
para carbonos de anéis piridinicos, 286,6 eV para carbonos ligados a nitrogénio e
288,0 eV para carbonos de ligagdes C=N. Apos a complexagao, formando o CuAL,

estes valores deslocaram-se para 283,6 eV, 285,8 eV e 288,3 eV, respectivamente.

Figura 4.19 — Espectros de XPS na regido C1s para os ligantes livres e seus
respectivos complexos de cobre. A) AL; B) CuAL; C) PTB; D) CuPTB e E) CuPol.

2000 4
A o Ligand
8000 < Complex
) 1800 4 c-C,C-H B) v %_H
C-pyridi i
1600 C_Zy” ne 7000 g-zynd ine
1400 f 3 6000 4 [c=N

Sum
1200
5000
1000

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

4000 +
800

600 3000 -|

4004 2000 4

200 g «
292 290 288 286 284 282 280 290 286 284

Binding energy (eV) Binding energy (eV)
o PTB 30000 7 o CuPTB
[ Jcc.cH @ LJcccH
6000+ [ ]C-pyridine 25000 - [ |C-pyridine
~ [ JeN — C-_N
5 ]c=N =) [ Je=N
f p 20000 sum
sum
i':, 4000 4 ~
= % 15000
5 5
Q 10000
c 2000 E
b 5000 +
292 290 283 286 284 282 280 292 290 288 286 284 282 280

Binding Energy (eV) Binding Energy (eV)



46

7000 - o  CuPol
E) [ ]cC.CH

6000 - [ ]C-pyridine

~ [ IcN

= 5000 [ ]c=N

: sum

s 4000 4

2

‘3000

c

2

)= 2000 -
1000 Frepapeiin

0 . . . . . ]
292 290 288 286 284 282 280
Binding Energy (eV)

Observa-se que, com excecado do C=N que sofreu um pequeno aumento, os
demais carbonos apresentaram redugdo nas energias de ligagdo, indicando um
aumento na densidade eletrénica ao redor destes atomos.

Novamente, um resultado semelhante foi observado para o sistema PTB. No
ligante PTB livre, as energias de ligacédo foram de 285,7 eV (C-piridina), 286,8 eV (C-
N) e 289,6 eV (C=N). No complexo CuPTB, estes valores diminuiram para 285,5 eV,
286,5 eV e 288,6 eV, respectivamente. Outra vez observa-se uma reducgéo
generalizada nas energias de ligagao dos carbonos apds a coordenagéo ao cobre.

Este comportamento pode ser explicado por um fendbmeno de retrodoagao
eletrénica do centro metalico para o ligante. Apds a coordenagéo, o atomo de Cu(ll),
que possui elétrons em orbitais d preenchidos, pode doar densidade eletrénica para
orbitais T* antiligantes presentes nos sistemas insaturados do ligante, particularmente
nos aneéis aromaticos e grupos C=N. Esse fenbmeno, conhecido como retrodoagéao T,
aumenta a densidade eletronica sobre a estrutura do ligante, tornando os atomos de
carbono mais blindados em relagdo ao nucleo. Como consequéncia, os elétrons 1s
dos carbonos tornam-se mais disponiveis e, portanto, requerem menor energia para
serem ejetados, 0 que explica os deslocamentos para valores menores de energia de
ligagdo observados experimentalmente.

Comparando os diferentes complexos, observa-se que o CuAL apresentou os
menores valores de energia de ligagao para os carbonos C-piridina (283,6 eV) e C-N
(285,8 eV) entre os trés complexos analisados, enquanto o C=N (288,3 eV) foi
intermediario entre o CuPol e o CuPTB. Esta tendéncia sugere que a retrodoagao
eletrénica é mais pronunciada no CuAL, especialmente sobre os carbonos dos anéis
e aqueles ligados a nitrogénio, o que pode estar relacionado a maior atividade
catalitica deste complexo. A capacidade do centro metalico de doar densidade

eletrénica para o ligante pode influenciar propriedades como a basicidade dos sitios
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doadores, a labilidade da coordenacéao e a facilidade de participagao em ciclos redox,

fatores todos relevantes para a atividade catalitica dos complexos.

4193 O1s

A regido O1s dos espectros de XPS foi analisada para os complexos CuAL e
CuPol, buscando-se identificar possiveis alteragdes nos atomos de oxigénio presentes
nas estruturas ou em contra-ions. Para o complexo CuPTB, a analise desta regido
nao se mostrou relevante uma vez que sua estrutura ndo contém atomos de oxigénio
coordenados ao centro metalico, consistente com a natureza do ligante PTB.

Diferentemente do observado para as regides N1s e C1s, cujos deslocamentos
forneceram informagdes claras sobre os efeitos da coordenagao, os dados obtidos
para o oxigénio mostraram-se menos informativos, com valores de energia de ligagao
muito proximos entre si e dentro de uma faixa esperada para espécies oxigenadas
coordenadas ou n&o-coordenadas.

Para o complexo CuAL, foram identificados dois picos na regiao O1s: um em
532 eV e outro em 533 eV. O pico em 532 eV pode ser atribuido a atomos de oxigénio
diretamente coordenados ao centro metalico, enquanto que o pico em 533 eV é
caracteristico de oxigénios em ambientes quimicos distintos, como aqueles presentes
em contra-ions n&o-coordenados ou em interagdes secundarias, como ligagcdes de
hidrogénio.

Para o complexo CuPol, observaram-se picos em 531,7 eV e 533 eV, com
valores bastante proximos aos do CuAL. O pico em 531,7 eV, ligeiramente inferior ao
do CuAL, pode ser relacionado a diferenga estrutrural entre ambos, ou mesmo a
margem de erro de leitura. O pico em 533 eV, idéntico ao observado para o CuAL,
sugere a presenca de espécies oxigenadas semelhantes em ambos os complexos,
provavelmente relacionadas ao contraion perclorato que esta presente em ambos os
complexos.

No geral, os dados de O1s servem principalmente como confirmagcao da
presenca das espécies esperadas, sem contribuir significativamente para a elucidagéo
das diferengas estruturais entre os complexos estudados. Os espectros desses

complexos podem ser observados na Figura 4.20 abaixo.

Figura 4.20 — Espectros de XPS de O1s para o CuPol e o CuAL.
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4.2 Estudos Mecanisticos

4.2.1 Correlagao estrutura-atividade nos complexos avaliados

4.2.1.1 Teste de atividade catalitica

A atividade catalitica dos complexos de cobre analisados, CuAL, CuPol e
CuPTB, foi inicialmente verificada por meio da rea¢ao de degradac¢ao do 4-Nitrofenil-
B-D-glicopiranosideo. A escolha desse substrato baseia-se na sua similaridade
estrutural com a celobiose, que o torna um modelo adequado para avaliar a
capacidade dos complexos de clivagem de ligacbes glicosidicas p(1—4). A reagao foi
monitorada espectrofotometricamente a 405 nm, acompanhando a formacgao do ion
p-nitrofenolato em solucédo tampao de pH 10,5, que faz com que esse ion tenha cor
amarela intensa, gerado apds a quebra da ligagao.

Os perfis cinéticos da reacao para os complexos, bem como para o sal de cobre

utilizado como controle (CuClz), estdo apresentados na Figura 4.21.

Figura 4.21 — Hidrdlise do 4-Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo catalisada pelos

complexos de cobre e pelo controle CuClz, na presencga de H20:.
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E possivel observar que o CuAL estad em condices de ndo saturacdo pelo
substrato, diferente dos outros complexos, que estdo em condigbes de saturagao.
Também é possivel inferir que o CuAL este possui uma cinética de reagcao mais lenta
que os demais catalisadores testados, uma vez que ele s6 supera os valores de
absorbancia dos demais apods certo tempo de reagao. Antes de 50s, a concentragao
de ion p-nitrofenolato em solugao é inferior aos demais, e s6 se torna superior a do
CuPol apés 150 segundos. Para uma melhor visualizagdo comparativa, a absorbancia

final ap6s 300 segundos de reagéo para cada complexo foi comparada na Figura 4.22.

Figura 4.22— Absorbancia final para os diferentes sistemas cataliticos avaliados.
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Os resultados obtidos nesta analise demonstraram que todos os complexos
testados apresentaram algum grau de atividade catalitica quando comparados ao
controle (CuCl2), que exibiu absorbancia proxima de 0,1. Esse baixo valor para o sal
de cobre livre indica que o Cu?*, por si s6, na auséncia de um ligante adequado, possui
capacidade limitada para promover a clivagem da ligagao glicosidica nas condi¢coes
empregadas, de pH alcalino e presenga de H20:.

Ainda assim, os complexos coordenados apresentaram desempenhos distintos
do CuClz e entre si, evidenciando a importancia da estrutura do ligante na modulacao
da atividade catalitica do centro metalico.

O complexo CuPTB apresentou a menor atividade entre os complexos
testados, com absorbancia abaixo de 0,3. Este valor € apenas marginalmente superior
ao do controle CuClz, indicando baixa eficiéncia catalitica. A fraca performance do
CuPTB sugere que a configuragao do ligante PTB pode estar gerando um complexo
estericamente impedido que é desfavorecido para a catdlise. Dentre todas as
possibilidades, essa hipdtese foi a que pareceu mais plausivel, e o que inspirou o
design e a sintese dos demais catalisadores deste estudo.

Em contraste, o complexo CuPol apresentou atividade catalitica consideravel,
com absorbéancia final em torno de 0,7. Embora inferior a do CuAL, esse resultado é

expressivamente superior ao do controle e ao do CuPTB, o demonstra que a estrutura



51

mais simples e estericamente desimpedida do ligante é capaz de gerar um catalisador
funcional, bastante similar ao CuAL.

O complexo CuAL destacou-se significativamente em relacdo aos demais,
alcangando uma absorbancia proxima de 1,0 ao final dos 300 segundos de reacgao,
um valor que sugere alta eficiéncia catalitica. A rapida formagéao do ion p-nitrofenolato
indica também que o ambiente quimico proporcionado pelo brago hidroximetila do
ligante AL possivelmente favorece a interagdo com o agente oxidante ou mesmo o
substrato, facilitando a clivagem da ligagéo B(1—4).

A adigdo do H202 ao meio reacional se da pela suposicédo de que a catalise
deve ocorrer via espécies reativas de oxigénio (ERO), possivelmente radicais hidroxila
(*OH), gerados a partir de uma reacdo envolvendo o centro de Cu(ll) dos
catalisadores. Supde-se que o ligante AL esteja estabilizando estados de oxidagao
intermediarios ou facilitando a aproximacgao do substrato ao sitio ativo do complexo,

de forma diferente do grupo carboxila do ligante Pol.

4.2.1.2 Atividade celulolitica total

A capacidade dos complexos de cobre em degradar um substrato mais
complexo foi avaliada utilizando papel filtro como fonte de celulose. A quantificagao
baseou-se na redugao do DNS pelos acgucares redutores liberados durante a hidrélise
da celulose, conforme explicado detalhadamente na segdo de metodologia.

Os experimentos foram conduzidos na auséncia de peréxido de hidrogénio,
diferentemente dos ensaios anteriores com o substrato PNp, no objetivo de investigar
a capacidade intrinseca dos complexos em promover a hidrélise direta das ligacdes
glicosidicas da celulose. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 4.23,

mostraram diferengas significativas entre os sistemas testados.

Figura 4.23 — Resultados obtidos para o teste de DNS em diferentes sistemas.
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Foi feito, a titulo de comparacgao, um teste com extrato enzimatico do fungo L.
theobromae nas condi¢des alcalinas do ensaio, que apresentou uma liberagdo de
agucares redutores inferior a 0,05 mg/mL. Este resultado era esperado, uma vez que
a maioria das celulases fungicas ou bacterianas convencionais possui pH étimo de
atuacao na faixa entre pH 4,5 e 6,0. O pH alcalino do tampao, de 10,5, provavelmente
inativa a enzima, confirmando que a baixa atividade observada neste controle é devida
a hidrélise quimica espontédnea ou a algum artefato do método, e ndo a agado
enzimatica propriamente dita.

O complexo CuPol sozinho apresentou atividade ligeiramente superior ao
controle, com uma liberagao de 0,05 mg/mL de equivalentes de glicose. Este valor,
embora baixo, sugere que o complexo CuPol possui uma capacidade intrinseca
limitada de interagir com a celulose insoluvel e promover a clivagem de ligagbes
glicosidicas, mesmo na auséncia de um agente oxidante externo. O mecanismo pode
envolver uma hidrdélise nucleofilica facilitada pelo centro metalico ou uma interacéao
fraca que desestabiliza a estrutura da celulose, expondo suas fibras. Como observado
no teste anterior, o Cu?* por si s6 ja demonstra uma baixa, porém perceptivel, atividade
catalitica.

Um resultado particularmente interessante foi observado na condicdo que
combinou o CuPol com a enzima. Neste sistema, a liberagcao de agucares redutores
atingiu cerca de 0,10 mg/mL, um valor que € superior a soma das atividades
individuais do CuPol e da enzima sozinha. Esse aumento sugere um possivel efeito

sinérgico entre o complexo metalico e a enzima celulolitica. Uma hipotese para
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explicar este fenbmeno é que o complexo CuPol, mesmo em pH alcalino, possa atuar
como um agente desorganizador da estrutura cristalina da celulose, tornando as fibras
mais acessiveis a agao hidrolitica da enzima. Alternativamente, o complexo poderia
estar protegendo a enzima da desnaturagéo alcalina ou atuando em conjunto com
resquicios de atividade enzimatica para promover a hidrolise. Este resultado abre
perspectivas interessantes para o uso de complexos metalicos como auxiliares em
processos de degradacdo enzimatica, mesmo em condigbes ndo-6timas para as
enzimas, o que pode ser explorado em trabalhos posteriores.

O resultado mais interessante desse teste foi de longe o do complexo CuAL,
que promoveu a liberagdo de aproximadamente 0,15 mg/mL de equivalentes de
glicose. Este valor é superior aos demais sistemas testados neste pH, incluindo a
combinagdo do CuPol com a enzima. A maior atividade do CuAL na auséncia de
peroxido de hidrogénio € notavel por diversos motivos.

Primeiramente, pois diferentemente do ensaio com PNp, nesse teste o
complexo atuou sozinho. Isso sugere que o CuAL pode operar por dois ou mais
mecanismos distintos, ou que sua estrutura eletrbnica e geométrica é particularmente
favoravel para a hidrdlise direta da celulose. Uma hipétese sobre esse comportamento
€ que ele poderia ser explicado por uma capacidade de coordenar e ativar moléculas
de agua por parte do complexo CuAL, gerando espécies nucleofilicas ou promovendo
uma catalise acida de Lewis sobre o oxigénio glicosidico. Torna-se entdo necessario
um estudo mais aprofundado do mecanismo de funcionamento deste complexo na
auséncia de agentes oxidantes.

A capacidade de liberar uma quantidade significativa de agucares a partir de
um substrato solido e recalcitrante como o papel filtro demonstra que o CuAL também
possui aplicabilidade pratica promissora para a degradagdo de materiais
lignocelulésicos mais complexos, um passo importante visando aplicagdes
biotecnoldgicas.

Diante da expressiva atividade exibida pelo complexo CuAL na hidrdlise do
papel filtro na auséncia de qualquer agente externo, buscou-se investigar o efeito da
adicdo de perodxido de hidrogénio, de ascorbato de sédio e da combinagado de ambos
sobre o desempenho catalitico do complexo. Em todas as condicbes testadas, no
entanto, a concentragdo de acgucares redutores liberados a partir do papel filtro foi
nula, ndo sendo detectada qualquer absorbancia significativa pelo método DNS. Este

resultado contrasta fortemente com a atividade de aproximadamente 0,15 mg/mL
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obtida para o CuAL sozinho nas mesmas condi¢des, indicando que a adigao desses
agentes nao apenas deixou de potencializar a reagdo, como também inibiu

completamente a atividade catalitica do complexo, conforme mostrado na Figura 4.24.

Figura 4.24 — Comparagao dos resultados obtidos para o CuAL isolado e com a

adicao de diferentes agentes oxidantes.
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A auséncia total de atividade na presencga de perdxido de hidrogénio e de
ascorbato de sédio sugere que as condigbes reacionais e a natureza do substrato
podem influenciar significantemente a eficiéncia catalitica do complexo, indicando que
o mecanismo de acdo do CuAL sobre substratos soluveis pode envolver
predominantemente vias oxidativas, enquanto para a celulose insoluvel outras formas

de interagao parecem ser mais relevantes.

4.2.1.3 Atividade de endoglucanase

A atividade especifica para endoglucanase foi avaliada utilizando CMC como
substrato, conforme especificado na se¢édo de metodologia. Os resultados obtidos
para o complexo CuAL revelaram uma liberagao de acucares redutores equivalente a
0,09 mg/mL, indicando que o complexo foi capaz de promover a hidrélise do substrato
e apresentar atividade detectavel sobre a carboximetilcelulose.
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A deteccdo de atividade neste ensaio demonstrou que o complexo CuAL
consegue manter sua capacidade catalitica sobre um substrato soluvel derivado da
celulose, com atividade similar aquela obtida para o papel filtro nos ensaios anteriores.
Essa diferenga pode estar relacionada a natureza do substrato utilizado, ja que a
carboximetilcelulose € um polimero modificado com grupos carboximetila, cuja
interacdo com o centro metalico pode ser diferente da interagdo com a celulose nao
modificada do papel filtro, possivelmente afetando a eficiéncia da catalise.

Em contraste com os resultados obtidos para a carboximetilcelulose, um teste
adicional realizado com celulose cristalina (Avicel®) como substrato, visando avaliar
a presenga de atividade de exoglucanase, exibiu resultados completamente
negativos, ndo sendo detectada qualquer liberagcdo de agucares redutores, conforme
Figura 4.25.

Figura 4.25 — Teste de atividade de endoglucanase e exoglucanase para o CuAL.
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Os resultados obtidos indicam uma possivel incapacidade do CuAL em atacar
as regides cristalinas da celulose, atuando preferencialmente sobre substratos
amorfos ou mais acessiveis como o CMC e o papel filtro. Este comportamento é
analogo ao das enzimas endoglucanases, que iniciam a degradagao da celulose em

pontos internos das cadeias amorfas.

4.2.2 Formacao de Radicais
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Para investigar o mecanismo pelo qual o complexo CuAL exerce sua atividade
catalitica, especialmente nos ensaios onde a presenga de peroxido de hidrogénio se
mostrou benéfica para a degradacgao do substrato modelo PNp, realizou-se um estudo
por espectroscopia UV-Vis. A hipétese levantada foi a formagdo de uma espécie
radicalar do tipo cobre-oxil, caracterizada por um centro de cobre em alto estado de
oxidacdo com um ligante oxigenado radicalar, similar a intermediarios reativos
encontrados em metaloenzimas que atuam na oxidacao de ligagdes C-H.

Para testar esta hipotese, o complexo CuAL foi incubado com ascorbato de
sodio e peroxido de hidrogénio, e o espectro de absorg¢ao foi monitorado em busca de
alteragdes significativas. Os resultados revelaram o surgimento de uma nova banda
de absorgao na regido entre 560 e 610 nm, ausente no espectro do complexo isolado,
demonstrada na Figura 4.26. A determinagdo precisa do maximo desta banda é
dificultada pela sobreposicdo com outras transicdes presentes na mesma regiao

espectral, o que torna sua atribuicdo um desafio.

Figura 4.26 — Banda identificada no espectro de UV-Vis.
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A formacgao dessa banda apenas na presenca de ascorbato de sddio e perdxido
de hidrogénio sugere fortemente a geracdo de uma espécie reativa intermediaria. O
ascorbato atuaria reduzindo o centro de Cu(ll) a Cu(l), facilitando sua reagdo com o
peréxido de hidrogénio e levando a clivagem da ligacao O-O e a formagéao de uma
espécie radicalar do tipo cobre-oxil, 0 que poderia ocorrer de forma homolitica ou

heterolitica, conforme esquematizado na Figura 4.27.
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Figura 4.27 — Esquema de formagao do cobre-oxil.
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Com base nessa estrutura proposta, buscou-se realizar estudos adicionais para

tentar confirmar a natureza dessa espécie formada e elucidar os detalhes do
mecanismo nesse contexto. Dessa forma, realizaram-se experimentos de EPR
utilizando DMPO como agente de captura de spin. As simulagdes dos espectros
obtidos indicaram a presenca de diferentes espécies paramagnéticas. Primeiramente,
foi identificado o radical hidroxila, caracteristico de sistemas do tipo Fenton em que
ocorre a clivagem homolitica do peroxido de hidrogénio.

Além deste, as simulagdes revelaram a presenga de outros dois radicais
capturados pelo DMPO cujos parametros hiperfinos séo consistentes com a formagao
de radicais de carbono, o que n&o corrobora com a hipétese de formacéo do cobre-
oxil. Um destes radicais pode ser o ascorbil®® e outro pode estar situado no ligante,
evidenciando um estresse oxidativo sofrido pelo complexo CuAL. O estresse oxidativo
sofrido pelo CuAL pode degradar o complexo, visto que foi demonstrado que os
radicais previamente a catalise sdo essenciais para a estabilidade do complexo*?.
Esses resultados podem ser observados nos espectros das Figuras 4.28 e 4.29

abaixo.

Figura 4.28 — Espectro de EPR obtido para o CuAL + H202 + AscNa + DMPO.
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Figura 4.29 — Espectro de EPR obtido para o CuPol + DMPO.
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Os dados obtidos nao forneceram evidéncias experimentais robustas para a
proposta de que o mecanismo de agdao do CuAL envolve a formagdao de um
intermediario radicalar cobre-oxil, que seria gerado a partir da reacdo do centro
reduzido com peréxido de hidrogénio.

E importante salientar que o mecanismo proposto seria relevante
principalmente para substratos soluveis e em condi¢des especificas, uma vez que nos
ensaios com papel filtro a adicdo de perdxido e ascorbato levou a uma completa
inibicdo da atividade. Esse resultado contraintuitivo sugere que o complexo CuAL
pode operar por mecanismos distintos dependendo da natureza do substrato e das
condi¢des reacionais.

Enquanto para substratos modelo soluveis a via oxidativa via oxidativa é

eficiente, para a celulose cristalina insolivel um mecanismo hidrolitico direto parece
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ser predominante, conforme testes com CuPol, e a formacao da espécie radicalar
pode levar a reagdes paralelas n&do-produtivas ou a desativagdo do catalisador no
caso do CuAL. Para verificar essa hipotese, testes extras de DNS utilizando celobiose

como substrato seriam necessarios, ja que esta também é soluvel.
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5. Conclusoes

Foi possivel realizar a sintese e caracterizagao de um novo ligante tridentado
derivado da L-prolina. A partir deste, foi obtido o complexo mimético CuAL, inspirado
no sitio ativo das LPMOs. Para fins comparativos, os complexos CuPol e CuPTB,
previamente desenvolvidos pelo grupo, também foram avaliados.

As técnicas espectroscopicas confirmaram a estrutura do ligante AL. O
complexo CuAL foi caracterizado por um conjunto abrangente de métodos, incluindo
UV-Vis, IV, andlise elementar, XPS, voltametria ciclica e EPR. Os dados obtidos
corroboram fortemente com a estrutura proposta, confirmando a coordenacdo do
centro metalico aos heteroatomos do ligante.

O complexo CuAL foi um catalisador eficiente para a clivagem de ligacoes
glicosidicas nos diferentes substratos testados. No ensaio com substrato modelo, o
CuAL apresentou desempenho superior ao CuPol e ao CuPTB.

Na atividade celulolitica total com papel filtro, o CuAL liberou quantidade
expressiva de agucares redutores na auséncia de peroxido, superando o CuPol e o
extrato enzimatico. Também foi observado um efeito sinérgico entre o CuPol e a
enzima. Ensaios com carboximetilcelulose confirmaram atividade de endoglucanase
para o CuPol, enquanto a auséncia de atividade com celulose cristalina indicou sua
preferéncia por substratos amorfos.

Estudos mecanisticos revelaram que o CuAL pode operar por vias distintas:
uma oxidativa, com formacao de espécies radicalares do hidroxil, evidenciada por UV-
Vis e EPR, e outra hidrolitica direta, predominante na auséncia de oxidantes

A inibicdo completa da atividade na presenga de peroxido e ascorbato nos
ensaios com papel filtro reforca que apesar da superioridade do CuAL em termos
hidroliticos, a sua estabilidade em reacdes de oxidagao é limitada, visto que ha a
degradagao do ligante.

A sintese de compostos biomiméticos que sejam tao eficientes quanto as
enzimas produzidas pela natureza é extremamente dificil, dada sua extrema
complexidade estrutural e as diversas interagdes presentes nos sitios ativos
enzimaticos.

No entanto, os estudos envolvendo estes compostos podem trazer muitas
informacgdes uteis para o desenvolvimento de catalisadores mais eficientes para a

despolimerizacao de biomassa.
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6. Perspectivas Futuras

Este trabalho apresenta diversas possibilidades para sua continuidade, sendo
duas delas as mais atrativas. A primeira seria o aprofundamento dos estudos
espectroscopicos para entender melhor o mecanismo de reagao dos miméticos, o que
pode ajudar também a compreender o funcionamento das proprias enzimas.

A segunda seria a ampliacéo dos testes de atividade com substratos diferentes,
como a celobiose, que por ser soluvel permitiria investigar a clivagem de ligagdes
glicosidicas em um sistema mais simples e controlado. Ensaios com outros
oligossacarideos e com biomassas reais também seriam interessantes para avaliar o

potencial pratico desses complexos em aplicagcdes de conversdo de biomassa.
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