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EXPERIMENTAL

9.1.
Materiais e métodos

9.1.1.
Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados foram de grau de pureza analitico e usados
sem purificagdo. Abaixo sdo citados estes reagentes e suas fontes comerciais.
e Acido Aspartico (DL-aspartic acid) - Sigma, 99%.
e Cisteina (L-cysteine) - Sigma, 99%
e Metionina (L-methionine) - Reagen, 98%.
e Acido Glutamico (L-glutamic acid) - Vetec, 98%.
e Glicina (aminoacetic acid) - Sigma, 99%.
e Homocisteina (DL-homocysteine) - Sigma, 95%.
e Serina (L-Serine) - Sigma, 98%.
e Arginina (L- arginine) - Sigma, 98%.
e L-carnitina (L-carnitine inner salt) - Sigma, 98%.
e Acetil-L-carnitina (Acetyl-L-carnitine hydrochloride) - Sigma, 99%.
e CuCly-2 H,0 (copper(ll) dichloride dihydrate) — Merck, p.a.
e Cu(ClOy)2:6 H20 (copper(ll) perchlorate hexahydrate) — Sigma
e Etanol — Vetec(*), 95%,.
e Eter Etilico - PA, Vetec (*)
e Acetona - Vetec. (*)
e Acido Cloridrico 37%, PA, Isofar. (*)
e Hidroxido de Potassio em pastilhas (potassium hydroxyde ) - Merck, 99%.
e Cloreto de Calcio (para dessecador) - Quimibras Industrias Quimicas.
e Solucao tampéo pH 4,00 e pH 7,00, Merck.
(*) — Reagentes segundo especificacdes ACS

e Agua destilada e deionizada.
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9.1.2.
Equipamentos

Abaixo estdo relacionados os equipamentos utilizados nos estudos descritos neste

trabalho.

e Balanca analitica - Mettler A E 200.

e Placa de aquecimento/agitacdo — Corning, 752A

e Rotavapor BUCHI, R-210.

e Estufa - W.C. Heraeus Hanau, RT 360.

e Ponto de fusdo: Aparelho digital de ponto de fuséo - MQAPF-302.

e pHmetro Metrohm Herisau, calibrado com solu¢do tampdo pH=7,00 (Merck),
para o ajuste do aparelho e com solucéo tampédo pH=4,00 (Merck) para ajuste de
declividade do eletrodo.

e Elemental Analyzer CHNS/O Sinc EA 1110, CE Instruments.

e Atomic Absorption Spectrometry Varian AA5.

e Thermogravimetric Analyzers - TGA 7 Perkin-Elmer.

e Espectrometro FT-IR Spectrum 2000 Perkin Elmer.

e Espectrometro FT-IR Spectrum 100 Perkin Elmer.

e Espectrofotdmetro UV-Visivel Perkin-Elmer Lambda 35.

e Espectrometro Bruker ESP300E, com frequéncia modulada de 100 kHz
operando a 9,5 GHz.

e Orion 3 Star, Conductivity Benchtop — Thermo Electron Corpor.

Analisador eletroquimico Bioanalytical Systems Inc. (BAS), modelo 100BW.
Eletrodos de platina (Pt) como eletrodos de trabalho e auxiliar, e eletrodo de referéncia
Ag/AgCIL.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0610607/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0610607/CA

70

9.2.
Sintese dos complexos 1-16

De acordo com que foram sendo sintetizados, os complexos estudados foram
agrupados para preparacdo de artigos cientificos. Foram separados em quatro grupos de
quatro complexos cada, como mostra a Tabela 1. As sinteses serdo descritas e discutidas

segundo esta separacéo.

Tabela 1 Complexos sintetizados 1-16

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
[Cu(Asp)(Cis)]-H,O [Cu(hCis),]-H,0 [Cu(Asp)(Ser)]-H,O [Cu(Lcar)(CIl)(H,0)]
1) ®) ©) (13)
[Cu(Asp)(Met)] [Cu(Asp)(hCis)]-H,O [Cu(Asp)(Gli)]-HO [Cu(Lcar),](ClOy4)2-3H,0
(2) (6) (10) (14)
[Cu(Glu)(Cis)] [Cu(Glu)(hCis)]-H,0 [Cu(Asp)(Glu)]-H,0O [Cu(a-Lcar)(H,0)5](ClOy),-H,0
3) ) (11) (15)
[Cu(Glu)(Met)]-H,O [Cu(Met)(hCis)] [Cu(Asp)(Arg)] [Cu(a-Lcar),(Cl),]-H,0
4 (8) (12) (16)
9.2.1.

Complexos do Grupo 1: [Cu(Asp)(Cis)]-H20 (1); [Cu(Asp)(Met)] (2);
[Cu(Glu)(Cis)] (3) e [Cu(Glu)(Met)]-H0 (4)

9.2.1.1.
Sintese do complexo [Cu(Asp)(Cis)]-H20 (1)

Em um bécher com aproximadamente 100 mL de agua deionizada e destilada,
foram dissolvidos 3 mmol de acido aspartico (0,399 g) sob agitacdo a 25 °C.
Paralelamente, em outro bécher com 0 mesmo volume de 4gua e mesma temperatura,
foram solubilizados 3 mmol de cisteina a (0,363 g) com algumas gotas de HCI 10 M
para total solubilizacdo da cisteina, até pH no minimo entre 3,8-4,0. Apods dissolucao
completa, as duas solugcdes foram armazenadas a temperatura ambiente por 24 horas,
para a certeza de total solubilizacdo, e s6 entdo foram misturadas. Foram entdo
concentradas até metade do volume inicial sob agitacéo a 40 °C e, ap0s a solucéo esfriar
totalmente sem haver nenhuma precipitacdo de ligante e verificar que o pH ndo se
encontrava abaixo de 2,0, foram adicionados 3 mmol de CuCl,-2 H,O (0,511g) em 50
mL de &gua lentamente durante 3 horas sob agitacdo a temperatura ambiente. Manteve-
se a agitacdo, ainda sem aquecimento, por mais duas horas e, em seguida, gotas de uma

9.0-9.2
0

solucdo de KOH 1M foram adicionadas lentamente até pH 7 . A solucdo

resultante foi mantida sob agitacdo por 8 horas a 60 °C e mais 48 horas a 25 °C e, em
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seguida, concentrada até metade de seu volume e entdo resfriada em banho de gelo. O
precipitado verde formado foi filtrado e lavado com etanol, acetona e éter e levado a

estufa para secar a 50 °C. O rendimento foi de aproximadamente 63%.

9.2.1.2.
Sintese dos complexos [Cu(Asp)(Met)] (2), [Cu(Glu)(Cis)] (3) e
[Cu(Glu)(Met)]-H20 (4)

O complexo 3 foi sintetizado de maneira andloga ao complexo 1, mantendo-se
as mesmas proporcoes metal/ligante.

Para os complexos 2 e 4 o sal do metal foi adicionado sob a forma de pd, bem
lentamente a solucdo contendo os ligantes. O restante do procedimento foi semelhante
ao utilizado para as sinteses de 1 e 3.

A metionina foi solubilizada a 40°C e o &cido glutamico a 25°C, ambos sem
necessidade de acidificagao.

As solucBes foram basificadas®®®? lentamente, para os complexos 2 e 4 até pH
8,0 e para o complexo 3 ate pH 6,0.

Todos foram obtidos na forma de p6 sendo os complexos 2 e 4 azuis e 0
complexo 3 verde. Os rendimentos dos complexos 2, 3 e 4 foram de aproximadamente

48%, 51% e 59%, respectivamente.

9.2.2.
Complexos do grupo 2: [Cu(hCis)2]-H20 (5); [Cu(Asp)(hCis)]-H20 (6);
[Cu(Glu)(hCis)]-H20 (7) e [Cu(Met)(hCis)] (8)

9.2.2.1.
Sintese do complexo [Cu(hCis),]-H20 (5)

Foram solibilizados 6 mmol de homocisteina (0,810g) em 80 mL de agua
deionizada e destilada a temperatura ambiente durante 1 hora. Foram adicionadas
algumas gotas de HCI 10° M para total solubilizacdo do aminoécido, até pH no minimo
entre 3,8-4,0. Ap6s 24 horas em repouso a temperatura ambiente, foi feita a verificacédo
de que o pH ndo se encontrava abaixo de 2,0 e foi adicionada lentamente, durante 2
horas, uma solu¢do de CuCl,-2 H,O (3 mmol, 0,511g) em 40 mL de dgua. Manteve-se a
agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente e, em seguida, gotas de uma solucdo de

9.0-9.2
0

KOH 1M foram adicionadas lentamente até pH 6, , sem aquecimento. A solugéo
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resultante foi mantida sob agitacdo por 6 horas a 50 °C. Um pouco de precipitado
acinzentado foi formado, ele foi filtrado e descartado. A solugdo translicida verde-
azulada obtida ap6s a filtracdo foi armazenada durante 24 horas e, em seguida, 0
solvente foi evaporado em rota evaporador e o precipitado verde formado foi lavado
com etanol e acetona gelados e levado a estufa para secar a 50 °C. O rendimento foi de
aproximadamente 49%.

9.2.2.2.
Sinteses dos complexos [Cu(Asp)(hCis)]-H,0O (6), [Cu(Glu)(hCis)]-H.0O (7) e
[Cu(Met)(hCis)] (8)

Para a obtencdo dos complexos ternarios 6, 7 e 8 o procedimento inicial de
sintese foi semelhante ao realizado para a complexacdo dos ternarios 1-4, mantendo-se
as mesmas proporcdes. A adicdo do sal do metal e o restante do procedimento de sintese
foi semelhantemente a sintese do binario complexo 5.

As soluges foram basificadas®®® lentamente, para o complexo 6 até pH 6,5 e
para os complexos 7 e 8 até pH 6,0. Todos foram obtidos na forma de pd verde. Os
rendimentos dos complexos 6, 7 e 8 foram de aproximadamente 45%, 41% e 43%,

respectivamente.

9.2.3.
Complexos do grupo 3: [Cu(Asp)(Ser)]-H20 (9); [Cu(Asp)(Gli)]-H20 (10);
[Cu(Asp)(Glu)]-H20 (11) e [Cu(Asp)(Arg)] (12)

9.2.3.1.
Sintese do complexo [Cu(Asp)(Ser)].H20 (9)

OBSERVACAO: A vidraria utilizada para a sintese com serina foi previamente
tratada com solucdo de iodo 5 % em etanol, e aquecida a 150 °C antes do uso para se
evitar a formacdo de fungos, comuns em reacdes com este aminoécido®.

Em um bécher com aproximadamente 50 mL de agua deionizada e destilada,
foram dissolvidos 3 mmol de acido aspartico (0,399 g) sob agitacdo a 25 °C.
Paralelamente, em outro bécher com o mesmo volume de agua, foram solubilizados 3
mmol de serina (0,315 g), sob agitacdo, a 60 °C e em seguida uma solucdo de &cido
nitrico a 10 % v/v foi adicionada até pHsO" < 1°3. Ap6s 24 horas em repouso, a
solucéo de serina foi adicionada lentamente (durante 1 hora, sob agitacédo, a 70 °C) a um

bécher contendo 40 mL de CuCl,-2 H,0 (3 mmol, 0,511g), formando uma solugéo azul
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clara. Em seguida, o &cido aspartico solubilizado foi adicionado lentamente a solucéo
anterior que adquiriu uma coloragdo azul escuro. Posteriormente, gotas de uma solucao
de KOH 1M foram adicionadas até pH 7,0. A solucdo foi mantida sob agitacdo a 50 °C
por 6 horas. Posteriormente, a solucéo foi concentrada lentamente & metade do volume
em banho de glicerina a 60 °C. Um precipitado azul obtido foi lavado com uma solucgéo
de éter etilico gelado contendo acido nitrico (5 mL de &cido nitrico 10 % v/v para cada
100 mL de éter etilico)®* e seco em estufa a 50 °C. Como a 4gua mée ainda apresentava
forte coloragcdo azul, foram a ela acrescentados 5 mL de solucdo metanol/éter 1:1,
obtendo-se mais precipitado com as mesmas caracteristicas do anterior. O rendimento

foi de aproximadamente 52 %.

9.2.3.2.
Sintese dos complexos [Cu(Asp)(Gli)]-H20 (10); [Cu(Asp)(Glu)]-H.0 (11) e
[Cu(Asp)(Arg)] (12)

Para a obtencdo dos complexos ternarios 10, 11 e 12 o procedimento foi
semelhante a sintese do complexo 9, mantendo-se as mesmas proporgdes. Glicina e
4cido glutamico foram solubilizados a 25°C e arginina a 45°C. A vidaria trarada para a
sintese de 9 também foi utilizada para estes trés complexos. As solucbes dos trés
complexos foram basificadas lentamente, até pH 7,0. Todos foram obtidos na forma de
po azul. Os rendimentos dos complexos 10, 11 e 12 foram de aproximadamente 73%,

78% e 73%, respectivamente.

9.2.4.
Complexos do grupo 4: [Cu(Lcar)(CIl)(H20)] (13), [Cu(Lcar)2(ClO4)2-3H,0
(14), [Cu(a-Lcar)2(Cl)2]-H20 (15) e [Cu(a-Lcar)(H20)3](ClO4)2-H20 (16)

9.2.4.1.
Sintese do complexo [Cu(Lcar)(Cl)(H,0)] (13)

Em um bécher com aproximadamente 80 mL de &gua deionizada e destilada,
foram dissolvidos 2 mmol de L-carnitina (0,322 g) a 25 °C com adi¢do de algumas gotas
de HCl 10° M, para facilitar a solubilizacdo. Posteriormente, foram adicionados
lentamente CuCl,-2 H,O (2 mmol, 0,341g) em 20 mL de agua, lentamente, durante 1
hora. Manteve-se a agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente e gotas de KOH 1 M
foram adicionadas lentamente até pH 6,5, sem aquecimento. A solucdo resultante foi

mantida sob agitacdo por 8 horas a 50 °C. O precipitado verde-azulado formado foi
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lavado com metanol e éter gelados e levado a estufa para secar a 50 °C. Posteriormente,
foi armazenado em dessecador contendo cloreto de calcio, por ser um pouco

higroscopico. O rendimento foi de aproximadamente 41 %.

9.2.4.2.
Sintese do complexo [Cu(Lcar)2(ClO4)2-3H20 (14)

Em um bécher com aproximadamente 80 mL de &gua deionizada e destilada,
foram dissolvidos 4 mmol de L-carnitina (0,644 g) a 25 °C com adi¢do de algumas gotas
de HCI 10° M, para facilitar a solubilizacdo. Posteriormente, foram adicionados
Cu(ClO4)2-6 H,0O (2 mmol, 0,525g) em 20 mL de agua, lentamente, durante 1 hora.
Manteve-se a agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente e gotas de KOH 1 M foram
adicionadas lentamente até pH 7,0, sem aquecimento. A solucdo resultante foi mantida
sob agitacdo por 8 horas a 50 °C. O precipitado verde-azulado formado foi lavado com
metanol e éter gelados e levado a estufa para secar a 50 °C. Posteriormente, foi
guardado em dessecador contendo cloreto de calcio, por ser um pouco higroscépico. O
rendimento foi de aproximadamente 45 %.

9.2.4.3.
Sintese dos complexos [Cu(a-Lcar)(H20)3](ClO4)2-H20 (15) e
[Cu(a-Lcar),(Cl)2]-H20 (16)

Para as sinteses dos complexos 15 e 16 o ligante utilizado foi o cloridrato de
acetil-L-carnitina e o sal de metal foi o Cu(ClOy)2:6 H,O. O ligante foi facilmente
solubilizado a 25°C e as sinteses foram feitas como as descritas para 0s complexos com
L-carnitina.Para o complexo 15 a sintese foi realizada na proporcao 1:1 metal/ligante de
maneira semelhante a sintese do complexo 13. O pH foi ajustado para 6,0 e um
precipitado verde azulado foi isolado com rendimento de aproximadamente 47 %.

Para o complexo 16 a sintese foi realizada na proporcdo 1:2 metal/ligante de
maneira semelhante a sintese do complexo 14. O pH foi ajustado para 7,0. Apo0s a
evaporacdo total do solvente em rotaevaporador inicialmente um dleo foi obtido. O dleo
formado foi lavado com metanol, dissolvido em 10 mL de agua e, em seguida, foram
adicionados 5 mL de éter até a solucdo turvar. Apos duas horas, o precipitado verde

escuro formado foi lavado com metanol e éter gelados e levado a estufa para secar a 50
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°C. O complexo foi guardado em dessecador contendo cloreto de célcio, por ser um
pouco higroscopico. O rendimento foi de aproximadamente 53%.

9.3.
Caracterizacdes

Os complexos sintetizados foram caracterizados utilizando as seguintes técnicas:

- Analise Elementar:
- (CHN)
- Espectrometria de absorgéo atdomica (AAS)

- Anélise condutimétrica

- Andlise termogravimétrica (TGA)
- Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV/Vis)

- Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)
- Ressonancia paramagnética eletronica (EPR)
- Eletroquimica: Voltametria ciclica

Os procedimentos de utilizacdo de cada uma das técnicas de caracterizagdo estdo
descritos a seguir. Com os resultados obtidos através destas analises, foi possivel propor

as formulas moleculares e possiveis estruturas para cada um dos complexos formados.

9.3.1.
Andlise Elementar: (CHN) e absorcédo atémica

As analises de CHNS foram feitas utilizando-se um Elemetal Analyzer CHNS/O
Sinc EA 1110, CE Instruments.

Os elementos C, H, N e S foram analisados simultaneamente mediante curva de
calibracdo obtida com padrBes secos e de alta pureza, em condicBes iguais as das
analises, com tempo de queima de 600 segundos, sob fluxo de hélio e temperatura de
20-900 °C.

As amostras foram pesadas em balanca analitica com precisdo de 10™ g entre (2

a 3 mg) de cada amostra, acondicionadas em capsulas de estanho.
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Todas as analises foram feitas em duplicata e forneceram o percentual de
carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre. Oxigénio foi calculado por diferenca.

Para a absorcdo atbmica (AAS) foram preparadas solu¢des dos complexos na
concentracéo de 102 M em HNO3 10% (v/v) e, posteriormente, o cobre foi quantificado
utilizando-se um Espectrometro de Absor¢do Atbmica, modelo A5 - Varian com
comprimento de onda de 327 nm e banda espectral de passagem de 0,1 nm.

Os resultados obtidos foram comparados com uma curva analitica do ion Cu(ll),
construida a partir da andlise de solucdes deste ion, preparadas em concentragdes de 0,
10, 20, 40 e 60 ppm, respectivamente. A partir dos resultados obtidos foi possivel

determinar a porcentagem de cobre em cada um dos complexos.

9.3.2.
Analise condutimétrica

Foram preparadas solucBes aquosas na concentracdo 10° M dos sais NaCl
(eletrdlito 1:1), Na,SO, (eletrolito 2:1) e NasPOy (eletrdlito 3:1), que foram utilizadas
como referéncia.

Foram também preparadas solucdes aquosas com concentracdo 10> M de todos
0s complexos, a partir da suposta formula minima que ja havia sido proposta com o
resultado da analise elementar.

As medidas de condutividade elétrica das referéncias e, posteriormente, dos
complexos, foram efetuadas a 25 °C, utilizando-se um Condutivimetro Orion 3 Star,
Conductivity Benchtop — Thermo Electron Corpor.

Os resultados obtidos foram comparados com os encontrados na literatura® e
forneceram informacbes que permitiram verificar se 0os complexos sintetizados eram

neutros, ou se tratava de espécies eletricamente carregadas.

9.3.3.
Analise termogravimétrica (TGA)

Para as analises termogravimétricas, cada complexo foi cuidadosamente pesado,
acondicionado em cadinho de platina, em balanca Termogravimétrica Perkin-Elmer
TGA 7. As curvas de decomposicdo térmica foram entdo obtidas utilizando-se o

equipamento SDT — 2960 - TA Instruments.
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As analises foram feitas sob fluxo de nitrogénio, com vazdo de 100 mL/min, e
temperatura de aquecimento na faixa de 20 a 900 °C (taxa de 5 °C /min).

A analise termogravimétrica gera como resultado uma curva de decomposicéo
térmica que fornece os percentuais dos fragmentos de massa perdidos em funcdo da
temperatura, auxiliando na proposta de coordenag@o para cada complexo, assim como
na identificacdo de moléculas de solvente coordenadas ou presas na rede cristalina dos

compostos.

9.3.4.
Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos com um espectrofotometro UV-Visivel Perkin-Elmer Lambda 35, operando na
faixa de 190-1000 nm. Como referénica, foram utilizadas 4gua bidestilada e deionizada.
Todos os complexos foram medidos na concentracio de 10 mol/L. Os espectros foram
obtidos a temperatura ambiente, utilizando células de quartzo com capacidade de 4 mL

e caminho o6tico de 1cm.

9.3.5.
Espectroscopia naregiao do infravermelho (V)

Utilizou-se um espectrometro de infravermelho Perkin-Elmer, modelo 2000 FT-
IR, coletando-se os dados com intervalos de 0,5 cm™, com resolucdo de 4,0 cm™,

velocidade de varredura de 0,2 cm.s™ e niimero de varreduras igual a 120.

Para todos os complexos, foram obtidos espectros nas regides do infravermelho
médio (4000 — 370 cm™) e afastado (710 — 30 cm™). Para o infravermelho médio
preparou-se pastilhas dos complexos em KBr e, para a o infravermelho afastado

pastilhas dos complexos em polietileno.
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9.3.6.
Ressonéancia paramagnética eletrénica (EPR)

Os espectros de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR) foram obtidos no
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), em colaboracdo com os professores
Eliane Wajnberg e Odivaldo Cambraia.

Foi utilizado um espectrometro Bruker ESP300E, com frequéncia modulada de
100 kHz operando a 9,5 GHz. As amostras foram analisadas utilizando-se tubos de
quartzo de diametro interno 3 mm, no estado sélido a temperatura ambiente (300K) e
em solucdo congelada (10% de DMF), 77 K, com nitrogénio liquido. Os valores dos
parametros de EPR foram obtidos por tratamento e simulacdo dos espectros

experimentais utilizando-se os programas Windows software Win-EPR e SimFonia.

9.3.7.
Eletroquimica — Voltametria Ciclica

As analises eletroquimicas foram realizadas usando-se a técnica de voltametria
ciclica, em colaboragdo com o Prof. Ricardo Aucélio e a doutoranda Eliane - PUC-Rio.
Utilizou-se um analisador eletroquimico Bioanalytical Systems Inc. (BAS), modelo
100BW. Um eletrodo Ag/AgCl foi utilizado como referéncia, um eletrodo de platina foi
utilizado como eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo foi um fio de platina.

As medidas foram realizadas na concentracéo de 10° mol/L, em 4gua deionizada
contendo 10 mol/L de cloreto de potassio (KCI) como eletrélito suporte, a 25 °C, sob

uma atmosfera de nitrogénio.
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