UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Dissertacédo de Mestrado

Imobilizagc&o de Co-porfirinas catiénicas em silica-gel de potencial
interesse para modelo biomimético dos citocromos P450

Francisco César Costa Lins

Joao Pessoa - PB - Brasil
Dezembro/2020



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Dissertacéo de Mestrado

Imobilizacdo de Co-porfirinas catidnicas em silica-gel de potencial
interesse para modelo biomimeético dos citocromos P450

Francisco César Costa Lins*

Dissertacdo apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Quimica da Universidade Federal da
Paraiba como requisito para a obtencéo do titulo de
Mestre em Quimica Inorganica.

Orientador: Prof. Dr. Jdlio Santos Reboucas

Co-orientador: Dr. Victor Hugo e Araujo Pinto

*Bolsista Capes

Joao Pessoa - PB - Brasil
Dezembro/2020



L759i Lins, Francisco César Costa.

Imobilizacdo de Co-porfirinas catidnicas em silica-gel
de potencial interesse para modelo biomimético dos
citocromos P450 / Francisco César Costa Lins. - Jodo
Pessoa, 2020.

77 Ee & &L

Orientacdo: Julio Santos Rebougas.
Coorientagdo: Victor Hugo e Araujo Pinto.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCEN.

1. Quimica. 2. Co-porfirinas. 3. Silica-gel. 4.
Imobilizagdo. 5. Material heterogeneizado. I. Rebougas,
Jalio Santos. II. Pinto, Victor Hugo e Araujo. III.
Titulo.

UFPB/BC CDU 54 (043)




Imobilizacdo de Co-porfirinas cationicas em silica-gel de
potencial interesse para modelo biomimético dos
citocromos P450.

Dissertagdo de Mestrado apresentada pelo aluno Francisco César Costa Lins e
aprovada pela banca examinadora em 14 de dezembro de 2020.

Prof. :kﬁi%%n&)liReboucas
On

tador/Presidente

Prof. Dr. Victor Hugo e Araujo Pinto
2°. Orientador

,I.w WL AAN ét»\w\'h:.\ C)C\ {)\Qf\k ~
Prof. Dr. Vinicius Santos da Silva
Examinador

YA IN,

Prof. Dr. Fausthon Fred da Silva
Examinador

Assinaturas da Banca realizadas em modo Webconferéncia em 14/12/2020, digitalizadas e certificadas pelo Prof. Dr.
Julio Santos Rebougas (SIAPE 1698581) em 14/12/2020



A todos que acreditaram em meu potencial,

Dedico



Agradecimentos

A forca suprema que mantém a todos vivos e que faz com que a matéria nao
seja apenas um amontoado de atomos e moléculas sem sentido. Sendo esta chamada
de Deus ou de qualquer outro nome que vocé queira dar.

A minha familia, aos que se mantiveram presentes mesmo diante das
adversidades. Em especial, meus pais José Antdnio e Damiana e aos meus irmaos
Antdnio Janior e Moisés, que sempre me apoiaram.

Aos meus professores da minha graduacdo em Processos Quimicos do
Instituto Federal do Rio Grande do Norte (IFRN), em especial aos professores
Cleonilson Mafra, Fabio Garcia, Allan, Damiana, Régis, Aristides e Djeson que sempre
me apoiaram em todas as minhas decis6es académicas.

Aos professores da pds-graduacao: Ana Paula, Rodrigo, Gardénnia e Wallace
que ampliaram o escopo do meu conhecimento através de aulas essenciais para o
desenvolvimento deste trabalho.

Ao meu orientador Julio Santos Reboucas, pelo cuidado, atencdo e paciéncia
nas tomadas de decisdes que implicaram nos resultados dessa pesquisa.

Ao meu co-orientador Victor Hugo e Araujo Pinto, pelo acompanhamento nos
experimentos praticos e companheirismo no laboratorio.

Aos amigos do LCCQS, em especial aqueles que sempre estavam ao meu lado
me divertindo e descontraindo mesmo em situacdes tensas e corriqueiras de uma
pesquisa académica. Principalmente aos colegas Barbara, José Ferreira, Paulo,
Jandeilson, Iran, Luana, Annaires, Jodo, Isaque, Caio, Israel.

As amizades mais antigas, estou mencionando, é claro, dos amigos Lidiane,
Joabe, Josué (Théo), Raquel, Guilherme e demais amizades que conquistei ao longo
de muitos anos em diversas instituicdes as quais passei.

Ao meu grupo de pesquisas: Porfirinas aplicadas a problemas quimicos,
medicinais e tecnoldgicos pelo apoio e aprendizado durante todo esse tempo que
estive envolvido no laboratorio e, consequentemente, na pesquisa.

Ao Doutor Lucas, pelo suporte psicologico, fazendo me sentir bem em cada
uma de nossas consultas, mesmo quando a mente e 0 corpo pareciam nunca estarem

conectados, ele sempre tinha uma forma de conecta-los.



Ao meu professor de Lingua Alema Kaique, que me fez amar uma lingua que
muitos detestam e nunca desistiu de me ensinar mesmo quando ameacei desistir e
sempre acreditou em meu potencial e minhas habilidades.

A todos que de alguma maneira direta ou indiretamente contribuiu para minha
formacdo intelectual, moral e ética diante dos desafios que a profissao de quimico ou

professor de quimica apresenta.

A CAPES, pela bolsa concedida e suporte ao PPGQ/UFPB.
Ao CNPq, a FINEP e a UFPB pelo suporte a pesquisa e a infraestrutura.



Estou entre aqueles que acham que a ciéncia é bela.
(Marie Curie)



SUMARIO

A- L S 1 11V [ I
B- A B S T R A T e I
C- LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... 1
D- LISTA DE FIGURAS ...t e e e v
E- LISTA DE TABELAS ..o VI
F- ORGANIZACAO DA DISSERTACAO.......ciiieieeeeeeeeeeeeeeee e, VI
N 270 516 07.Y @ I 10
2 REFERENCIAL TEORICO ....c.ciiiiiiieeceeeee ettt 14
2.1 Metaloporfirinas sintéticas: modelos biomiméticos dos citocromos P450
............................................................................................................................... 14
2.2 Sistemas a base de Co(lll) N-piridilporfirinas ..........cccccevvvviiiiiiiiecceieeiin, 18
2.3 0ObtenCao de POIfifINAS ....ciie i e e 21
2.4 Silica-gel como suporte catalitiCo .........coevvvveiiiiiiiiii e, 22
@2 N 1 AV @ 1S SRS 28
4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL ..ttt ettt e e 30
4.1 Sintese das N-piridilporfirinas e Co-Porfirinas.........cccccceevveieiiviiiiiiiceineeeee, 30
4.1.1 Reagentes € SOIVENTES ........coiiiiieiiiiiici et e e e e e eeanns 30
4.1.2 Obtencao das N-piridilporfirinas bases livres H2T-2-PyP e H2T-4-PyP...... 31
4.1.3 Obtencgéo das N-metilpiridilporfirinas H2TM-2-PyP e H2TM-4-PyP ............ 33
4.1.4 Obtencao das N-metilpiridinioporfirinas de cobalto (CoP) CoTM-2-PyPCls e
COTMAA-PYPCIS ..ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e st eeeeaeeeeennns 34
4.1.5 Imobilizacdo das CoPs em silica-gel ndo-funcionalizada........................... 35
4.2 EqQUIipamentos € MEedIidaS .......covvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 37
4.2.1 Caracterizacdes via espectroscopia de absor¢cao na regido do ultravioleta-
1Y Y] 37
A AN g F= [T (=T T 37
4.2.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ...........uuuuuuiimiiiimiiiiiiiiiiiiniiinnnns 37
4.2.4 Espectroscopia UV-VIS por reflectancia difusa .............cccccvvviiiiiiiiiinnnnnnns 37
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ottt 39
5.1 Sintese e caracterizagdo das N-metilpiridinioporfirinas base livre ........... 39
5.2 Sintese e caracterizagao das N-metilpiridinioporfirinas de Co(lll) ............ 42

5.3 Preparo dos materiais heterogeneizados SiO2/CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4) 47



6 CONCLUSAO

T PERSPECTIVAS . ..

REFERENCIAS



A- RESUMO

Metaloporfirinas de cobalto (CoPs) sdo compostos amplamente estudados como
catalisadores de oxidacdo e modelos biomiméticos dos citocromos P450. Neste
trabalho foram sintetizados e caracterizados os isOmeros orto e para das N-
metilpiridinioporfirinas de cobalto(lll), assim como foram imobilizadas em silica-gel
cromatografica ndo funcionalizada. Inicialmente foram obtidas as N-piridilporfirinas
precursoras correspondentes, que foram alquiladas com tosilato de metila resultando
nas porfirinas cationicas cloreto de meso-tetraquis(N-metilpiridinio-X-il)porfirinas
H2TM-X-PyPCls (X = 2, 4). Por fim, obtiveram-se os complexos de Co(lll), cloreto de
meso-tetraquis(N-metilpiridinio-X-il)porfirinatocobalto(l1l), CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4),
pela metalacdo da H2TM-X-PyPCls (X = 2, 4) correspondente com acetato de
cobalto(ll) em meio aerdbio. As porfirinas base livres e as CoPs foram caracterizadas
por cromatografia em camada delgada (CCD) e por espectroscopia UV-VIS, sendo os
dados consistentes com aqueles relatados na literatura. As CoPs também foram
analisadas por analise termogravimétrica (TGA), revelando trés regides de perda de
massa, mas a atribuicdo das perdas de massa nao foi conclusiva sendo necessarios
estudos adicionais. A imobilizacdo das CoPs catidnicas foi realizada em silica-gel
cromatografica por interacao eletrostatica, sob refluxo em agua por 3 h. O loading de
CoPs nos materiais foi de 3,35 umol g~ para SiO2/CoTM-2-PyPCls e 3,21 pmol g™
para SiO2/CoTM-4-PyPCls. Os sélidos foram caracterizados por espectroscopia UV-
VIS por reflectancia difusa, confirmando a imobilizacdo das CoPs. Apesar das rotas
de sintese das CoPs e para preparacdo dos materiais imobilizados terem sido
estabelecidas neste trabalho, ha necessidade de estudos adicionais para avaliar o

grau de pureza dos compostos e materiais isolados.

Palavras-chave: Co-porfirinas, silica-gel, imobilizacdo, material heterogeneizado.



B- ABSTRACT

Cobalt metalloporphyrins (CoPs) are compounds widely studied as oxidation catalysts
and biomimetic models of cytochrome P450. In this work, the ortho and para isomers
of cobalt(lll) N-methylpyridylporphyrins were synthesized, characterized, and
immobilized on non-functionalized chromatographic silica gel. Initially, the
corresponding precursor N-pyridylporphyrins were obtained, which were alkylated with
methyl tosylate resulting in the cationic porphyrins meso-tetrakis(N-methylpyridinium-
X-yl)porphyrin chloride, H2TM-X-PyPCls (X = 2, 4). Finally, the complexes of Co(lll),
meso-tetrakis(N-methylpyridinium-X-yl)porphyrinatocobalt(lll)  chloride, CoTM-X-
PyPCls (X = 2, 4), were obtained by metallation of the corresponding H2TM-X-PyPCla
(X = 2, 4) with cobalt(ll) acetate in aerobic medium. Free base porphyrins and CoPs
were characterized by thin layer chromatography (TLC) and UV-VIS spectroscopy, the
data being consistent with those reported in the literature. CoPs were also analyzed
by thermogravimetric analysis (TGA), revealing three regions of mass loss, but the
attribution of mass losses was not conclusive and further studies are needed. The
immobilization of cationic CoPs on chromatographic silica gel by electrostatic
interaction was carried out under reflux in water for 3 h. The loading of CoPs in the
materials was 3.35 pmol g for SiO2/CoTM-2-PyPCls and 3.21 pmol g for
SiO2/CoTM-4-PyPCls. The solids were characterized by diffuse reflectance UV-VIS
spectroscopy, confirming the immobilization of CoPs. Despite the routes for the
synthesis of CoPs and for the preparation of the immobilized materials have been
established in this work, further studies to assess the purity of compounds and isolated

materials are still needed.

Keywords: Co-Porphyrins, Silica gel, Immobilization, Heterogenized materials.
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F- ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

O foco desta dissertacdo € mostrar a sintese e a caracterizacdo de
N-metilpiridinioporfirinas de cobalto que podem ser de interesse para reacdes de
oxidagdo de compostos organicos, sendo um potencial modelo biomimético dos
citocromos P-450, conforme veremos nas abordagens a seguir.

Esta dissertacdo esta organizada seis partes. Na primeira parte temos a
introducdo onde serdo apresentados aspectos importantes sobre a quimica das
porfirinas e metaloporfirinas, abordaremos a constituicdo quimicas destas espécies e
sua abundancia nos sistemas biolégicos, discutindo a importancia de sua presenca
nos organismos pluricelulares.

Ainda na introducao, falaremos sobre as metaloporfirinas, especificamente as
N-metilpiridinioporfirinas de cobalto, discutindo aspectos como propriedades, uso na
catélise, abordagens atuais do uso desse tipo de composto na literatura e fatores
inerentes a sua estrutura molecular. Discutiremos como as porfirinas podem ser
modelos biomiméticos dos citocromos P-450, mostrando como as etapas do
mecanismo catalitico deste sistema é complexo e envolve entrada e saida
orquestrada de diversas espécies quimicas do ambiente enzimatico celular.

A introducéo ainda abordara sobre a obtencéo (de maneira geral) das porfirinas
de cobalto. Também destacara o uso de silica-gel ndo funcionalizada como suporte
catalitico e sua viabilidade nesse tipo de trabalho. Falaremos como as metaloporfirinas
sdo potenciais catalisadores na oxidacdo de compostos orgéanicos, tomando como
base a molécula do cicloexano, que € bastante utilizada em reac6es modelo de
oxidacao a base de metaloporfirinas imobilizadas.

Os objetivos desta dissertacdo serdo apresentados na segunda parte, onde
iremos propor quais as pretensdes que abordaremos no decorrer desta pesquisa.

A terceira parte desta dissertacdo abordard a metodologia experimental. Nesta
importante etapa mostraremos as etapas necessarias para a obtencado dos materiais
que iremos utilizar como catalisadores. A primeira sintese trata-se das
N-piridilporfirinas base livre H2T-X-PyP (X = 2, 4), em seguida mostraremos a etapa
de alquilacdo com grupos metil para a obtencdo das N-metilpiridilporfirinas
H2TM-X-PyPCls (X = 2, 4), posteriormente, na etapa de metalacdo, obtivemos as
N-metilpiridilporfirinas de Co(lll) CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4) e a ultima etapa de sintese

Vil



foi a de heterogeinizacdo dos materiais a partir da imobilizacdo das
N-metilpiridinioporfirinas de Co em silica-gel cromatografica ndo funcionalizada,
obtendo os materiais SiO2/CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4). As N-piridilporfirinas base livre
foram caracterizadas através de CCD e espectroscopia de UV-VIS, mesmas técnicas
utilizadas para a caracterizagcdo das N-metilpiridilporfirinas base livre, sendo
necessaria apenas a troca do eluente na CCD.

Os resultados e discussao constituem a quarta parte desta dissertacdo. Nesta
etapa discutiremos sobre os resultados das sinteses apresentadas na etapa anterior
e discutiremos também sobre as caracterizacdes de cada etapa de sintese mostrando
os graficos e tabelas necessarios para a compreenséo de tais resultados.

Na quinta parte deste trabalho intitulado concluséao e perspectivas, faremos
uma abordagem final e um apanhado geral do que foi discutido nas partes anteriores
e se tudo ocorreu de maneira satisfatoria em todas as etapas. Também falaremos
sobre as perspectivas no que tange ao campo deste trabalho, como este trabalho
pode contribuir para pesquisas futuras e o que pode ser melhorado e/ou aprimorado
neste sentido.

Por fim, mostraremos todas as referéncias bibliograficas utilizadas como

suporte tedrico para o desenvolvimento deste trabalho.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

Porfirinas sdo estruturas quimicas constituidas por um macrociclo tetrapirrélico
em um sistema conjugado por carbonos metilinicos que possuem grande
aplicabilidade em diversas &reas da quimica (MILGROM, 1997), engenharias
(ZHANG, et. al., 2020), biologia (OLIVEIRA, 2020) e medicina (TOJO, et. al., 2020).
As porfirinas podem ser encontradas em organismos diversos em praticamente todos
0s reinos bioldgicos (MILGROM, 1997).

As porfirinas desempenham diversos papéis biolégicos importantes dentre os
quais podemos destacar: o transporte de oxigénio a partir da hemoglobina, o
armazenamento de oxigénio (mioglobinas) e a catélise biologica a partir de catalases,
peroxidases e citocromos P450 (PINTO, 2016). A porfirina ainda pode atuar como um
ligante que pode se coordenar a diversos elementos quimicos, por exemplo, ions
metalicos (TASSO & MOREIRA, 2012), sem comprometer o carater aromatico da
porfirina. E possivel ainda a inclusdo de grupos substituintes nas regides periféricas
do anel porfirinico alterando suas propriedades espectroscépicas, estruturais,
eletroquimicas, dentre outras (ZHANG, et. al., 2020) (Figura. 1.1A).

As porfirinas podem apresentar substituintes nas posicées meso e/ou nas
posicdes B-pirrdlicas. Para as porfirinas sintéticas meso-substituidas 0os grupos mais
comuns introduzidos sdo os grupos arilas, ou ainda, alifaticos (DIME, et. al., 2020;
NOIRBENT, et. al., 2020; OLIVEIRA, et. al., 2020). A porfirina é denomina de “base
livre” (H2P) quando ndo ha ion metalico coordenado a cavidade central do anel
porfirinico (Figura. 1.1). Ja quando ocorre a coordenacao de um cation metalico pelos
nitrogénios dessa cavidade (Figura. 1.1B), o complexo é denominado de
metaloporfirina (MILGROM, 1997).

10



Figura 1.1 — Representacao da férmula estrutural de uma (A) 4-N-piridilporfirina
(H2T-4-PyP) e de uma (B) metaloporfirina de Co(lll) (CoT-4-PyP™).

Posi¢do B-pirrdlica

Posi¢do meso

As metaloporfirinas possuem diversos fatores que podem torna-las mais ou
menos estaveis frente a desmetalacdo, dentre eles: tipo de substituinte presente no
anel aromatico, natureza do cation, estado de oxidacdo do cation, ligantes axiais, pH
do meio, dentre outros (BATINIC-HABERLE, et. al., 1997). E por este motivo que cada
porfirina é estudada levando em consideragéo as propriedades tanto do seu centro

metalico quanto dos seus grupos substituintes (MILGROM, et. al., 1997).
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Em relacdo as suas propriedades espectroscopicas, as porfirinas e
metaloporfirinas possuem um espectro na regido do ultravioleta-visivel bem
caracteristico: as porfirinas base livre apresentam, de maneira geral, uma banda
intensa de absorcdo na regido proxima a 410 nm, denominada de banda Soret ou
banda B (CAMPESTRINI, et. al., 2001). Outras quatro bandas de menor intensidade
ainda pode ser observadas na regido entre 500 e 700 nm para as porfirinas base livre,
sendo denominadas de bandas Q (idem, 2001; CARMONA, et. al.,, 2016). Os
espectros de metaloporfirinas se distinguem pelo deslocamento da banda Soret para
uma regido entre 420 e 460 nm e a presenca de apenas duas bandas a e 3 entre 550
e 600 nm (Fig. 1.2), em decorréncia do aumento de simetria local de D2n (H2P) para

Dan (metaloporfirina).

Figura 1.2 — Espectros caracteristicos de uma (A) porfirina base livre e uma (B)
metaloporfirina (PINTO, 2013).
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Sistemas cataliticos a base de metaloporfirinas ja sdo conhecidos e
amplamente estudados como modelos biomiméticos dos citocromos P450 (HUANG,
et. al., 2019). Na oxidacdo catalitica biomimética usando metaloporfirinas, os
catalisadores podem ser imobilizados em suportes inertes com o intuito de suprimir a
formacédo de espécies p-oxo ou a inativacdo bimolecular devido a oxidacédo do anel
porfirinico. (KAMEYAMA, et. al.,, 2006; SANTOS, 2016; LIMA, 2017). Essas
imobilizacdes em superficies sélidas visam também aumentar o tempo de vida da
espécie catalitica, buscando uma maior eficiéncia, rendimento e seletividade do
sistema (SHEN, et. al., 2019).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metaloporfirinas sintéticas: modelos biomiméticos dos citocromos P450

Os CYP450 sdo enzimas de membrana constituidos basicamente de duas
partes: uma parte proteica e o sitio catalitico (PINTO, 2013). E no sitio catalitico que
se encontra o grupo heme (Figura 1.3) (MANBECK & FUJITA, 2015). A parte proteica
dos CYP450 é constituida essencialmente por polipeptidios que modulam a lipofilia
do ambiente catalitico e ainda suportam as interacdes do substrato com o sitio
catalitico (idem, 2013).

Os citocromos P450 (CYP450) podem ser encontrados tanto em organismo
unicelulares quanto em organismos superiores como, por exemplo, o ser humano
(ZHAO, et. al.,, 2011). Os CYP450 sao constituintes de classes importantes de
enzimas oxidorredutases e respondem por milhares de sequéncias proteicas,
apresentando uma ferro(lll) protoporfirina (heme) como o grupo prostético (SHEN, et.
al., 2020). In vivo, as enzimas que pertencem a familia CYP450 conseguem promover
de maneira eficiente e seletiva diversos tipos de reac¢des, incluindo as hidroxilagoes,
epoxidagdes, O- e N-desalquilagbes, desalogenacgdes e clivagens oxidativas (RIES,
et. al., 2020). As enzimas CYP450 conseguem ser eficientes quando usadas também
em reacoes de degradacdo de poluentes, policlorados, anti-inflamatdrios, esteroides
e outros (RIES, et. al.,, 2020; ROSSI, et. al.,, 2020). Essas enzimas conseguem
controlar uma variedade diversa de processos bioquimicos fundamentais em sistemas

complexos a partir da ativacao de oxigénio molecular.

14



Figura 1.3 — Representacao simplificada da férmula estrutural da ferro(lll)

protoporfirina IX (heme).

CH,

O mecanismo catalitico dos citocromos P450 é bastante complexo e envolve a
entrada e a saida ordenada de vérias espécies quimicas do ambiente enzimatico
celular (ZHOU, et. Al., 2020) (Figura 1.4). Em resumo, este mecanismo possui as
seguintes etapas: uma alteracdo na estrutura da proteina, convertendo o ferro(lll) de
baixo spin para ferro(lll) de alto spin devido a aproximacgdo do substrato e saida da
agua axial (1); o ferro(lll) é reduzido para ferro(ll) e o anel porfirinico sofre entdo uma
distorcdo (Il); o oxigénio molecular se coordena ao ferro(ll) (Ill); um segundo elétron
reduz o sistema formando um intermediario contendo a unidade peréxido-férrico (IV);
na proxima etapa acontece a clivagem heterolitica da ligacdo O—O, onde um atomo
de oxigénio é transformado em H20 e o outro forma uma espécie intermediaria
descrita como O=Fe"P (V); a espécie reativa oxida entédo o substrato (VI) e o produto

sai do sitio catalitico fazendo com que a proteina retorne ao seu estado inicial (VII).
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Figura 1.4 — Representacdo do mecanismo catalitico dos citocromos P450.
Adaptado de (FALCAQ, 2016).

Hidrocarbonetos saturados podem sofrer oxidagao parcial a alcool e/ou cetonas
a partir de um processo que € termodinamicamente favoravel. Porém, quando falamos
desse mesmo processo em condigcbes brandas, ele se torna desfavoravel
cineticamente e seu controle muito dificil. Em organismos vivos, catalisadores como
os citocromos P450 contornam os problemas mencionados acima, pois, estes sao
capazes de catalisar a hidroxilagdo de diversos substratos. Em laboratorio, o que se
tenta fazer € encontrar catalisadores que simulem essas reacfes -cataliticas

similarmente (LA, et. al., 1994). Porém, este ndo é um desafio facil.
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Esta tem sido uma estratégia utilizada por diversos pesquisadores no ramo da
catélise biomimética (TOJO, et. al., 2020). As metaloporfirinas vém se mostrando
como 6timos catalisadores biomiméticos para a hidrolixacédo de alcanos e outros tipos
de reagdo promovidas pelos citocromos P450 (SHELDON, 1994; ZARRABI &
PODDUTOORI, 2020).

Utilizando-se uma variedade de agentes oxidantes, os modelos dos CYP450
vém sendo amplamente utilizado em reacdes de oxidacdo como a N-oxidagéo, a
hidroxilacdo e a epoxidacdo, por exemplo (KALITA, et. al., 2020). As principais
metaloporfirinas utilizadas na catélise oxidativa sdo as de Fe, Mn, Ru e Co.

Nos sistemas biolégicos, o controle da atividade catalitica, assim como da
regiosseletividade e da quimiosseletividade, é feito por meio do ligante cisteinato e
pelos residuos distais da propria estrutura proteica dos citocromos P450
(CHEUQUEPAN, et. al., 2010).

As metaloporfirinas sintéticas sao desprovidas do ambiente proteico. Assim, 0
ion metalico central e os substituintes presentes no anel porfirinico sdo os
responsaveis pelo controle da atividade catalitica (MAHYARI & GAVGANI, 2018).

Em sistemas utilizando metaloporfirinas isoladas ha alguns problemas tipicos
desses modelos. Um desses problemas é a destruicdo oxidativa do anel porfirinico
(WANG, et. al., 2018; NAGATA, et. al., 2003). Esse problema é mais pronunciado em
reacoes envolvendo alguns substratos pouco reativos, como os alcanos, por exemplo
(MO, et. al., 2020; MATHURA, et. al., 2012).

Na literatura ha uma grande quantidade de publicagbes envolvendo
principalmente Fe- e Mn-porfirinas (PINTO, 2013) desde o inicio da década de 1980.
Co-porfirinas como modelos biomiméticos dos citocromos P450 também vém sendo
estudadas, uma vez que sua eficiéncia catalitica pode ser igualada a outras
metaloporfirinas correspondentes (ARAI, et. al., 2005). Normalmente o cicloexano € o
primeiro (ou um dos primeiros) substrato a ser utilizado como teste inicial, uma vez
que este possui poucos produtos de oxidacdo e ha bastante sistemas cataliticos
reportados na literatura para comparacdo (KOPOSOVA, et. al., 2018). O cicloexano

apresenta como produtos tipicos de oxidacdo o cicloexanol e a cicloexanona.
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2.2 Sistemas a base de Co(lll) N-piridilporfirinas

A meso-tetraquis(N-piridil)porfirina (H2T-X-PyP) (X= 2, 3, 4) e seus derivados
sdo bastante utilizados em sistemas cataliticos (WANG & GROVES, 2013). No
presente estudo, daremos enfoque aos isdmeros orto! (H2T-2-PyP) e paral (H2T-4-
PyP), que vém ganhando destaque como compostos modelos para CYP450 e as
enzimas SOD (Superoxido dismutase) (LABA, et. al., 2019).

A variacéo da posi¢ao dos nitrogénios no grupo N-piridila faz com que as meso-
tetrapiridilporfirinas de cobalto(lll) possuam trés isdbmeros diferentes (Figura 1.5): CoT-
2-PyP* (isbmero orto), CoT-3-PyP* (isbmero meta) e CoT-4-PyP* (isbmero para). A
protonacdo do grupo piridila faz com que esses compostos sejam sollveis em meio
acido (aquoso ou orgéanico); na forma neutra, estes complexos também sdo sollveis
em meio organico (FALCAO, 2016). A N-alquilagdo dos grupos N-piridilas resulta na
a formacdo de porfirinas com cargas positivas permanentes e complexos
hidrossoluveis (PAMIN, et. al., 2018).

! Nestre trabalho, os termos orto, meta e para, serdo atribuidos a numeracéo 2, 3 e 4, respectivamente,
relacionado a posi¢do do grupo piridila. Apesar de a IUPAC recomendar estes termos para compostos
derivados do benzeno, os mesmos sdo amplamente utilizados na literatura no caso das N-piridilporfirinas
ha véarias décadas.
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Figura 1.5 — Representacao da férmula estrutural de N-piridilporfirinas e suas

derivadas, sendo A = CoPs neutras e B = CoPs cationicas.
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Metaloporfirinas de cobalto ja foram utilizadas com sucesso na catalise
heterogénea, além de outras aplicacées quimicas, fotoquimicas e eletroquimicas
(BEHAR, et. al. 1998). De maneira geral, complexos de metais de transicdo vém sendo
bastante utilizados na catalise oxidativa de compostos organicos (TO, et. al. 2011,
CHEN, 1997). A reducéo de Oz para agua por meio de eletrocatalise (SHI & ANSON,
1996), oxidacdo aerdbica de &lcoois (XIANTAI & HONGBING, 2012) e estudos
fotoquimicos com CoPs (NAKAZONO, et. al., 2013) sao alguns exemplos de estudos
onde metaloporfirinas de cobalto foram utilizadas como catalisadores. Goodwin (2008)
notou a eficacia de CoPs na oxidacao fotocatalitica com COo..

Alguns estudos cataliticos com N-metilpiridinioporfirinas de cobalto ja foram
relatados na literatura. Ainda na década de 90, Cheng & Su (1994) utilizaram a meso-
tetraquis(2-N-metilpiridinio)porfirinatocobalto(lll) (CoTM-2-PyP%*) (Figura 1.6) como
um eletrocatalisador na reducéo do nitrito em solu¢des acidas. Atualmente, podemos
destacar alguns estudos recentes na area catalitica envolvendo porfirinas de cobalto
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como os estudos desenvolvidos por Hong (et. al., 2019), Jack (et. al., 2020), Wang
(et. al, 2020), Li (et. al., 2020), Gu (et. al., 2020), dentre outros que trazem em seu
escopo estudos que envolvem reagdes cataliticas a partir de CoPs.

Figura 1.6 — Representacado da férmula estrutural de (A) CoTM-2-PyPCls e da (B)
CoTM-4-PyPCls.

A oxidacao de cicloalcanos catalisada por Co(lll)-porfirinas utilizando oxidantes
como o iodosobenzeno (PhlO) tem se mostrado muito eficiente (JIE, et. al., 2018). A
oxidacao eficiente, seletiva e pratica de cicloalcanos ainda € de grande urgéncia e um
desafio na industria quimica pela extensa aplicacdo de seus produtos oxigenados,
especialmente para o cicloexano, que tem captado um interesse continuo e
significativo de cientistas em pesquisas teéricas e pesquisas de aplicacédo
(DOVIDAUSKAS, et. al., 2000).

Os produtos resultantes da oxigenacao do cicloexano, por exemplo, o 6leo KA
(uma mistura de cicloexanol e cicloexanona), sdo as matérias-primas indispensaveis
na producdo dos intermediarios para uma série de polimeros, por exemplo, o nailon
(ELBAZ, et. al.,, 2008; ENGELMANN, et. al., 2007). Dessa maneira, a industria
depende muito de reagdes cataliticas com bons rendimentos, o que poderia ser
alcancado utilizando CoPs como catalisadores (ELBAZ, et. al., 2008).

Reacdes que envolvem a oxidacdo de hidrocarbonetos catalisadas pelos
modelos de CYP450 possuem um mecanismo relativamente bem estabelecido

(CHARALAMBIDIS, et. al., 2020). Este mecanismo envolve a abstragdo de um atomo
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de H do substrato através da espécie catalitica. Em seguida, ocorre uma rapida
transferéncia entre o radical OH ligado ao metal para o radical R (alquil) (GROVES et
al., 1986; MANSUY et al., 1993; FARIA, 2004), conforme ilustrado esquematicamente
na Figura 1.7.

Figura 1.7 — Mecanismo da etapa de hidroxilagdo de alcanos por modelos

biomiméticos de CYP450 a base de espécies de Fe-porfirinas de alta-valéncia.
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2.3 Obtencéao de porfirinas

Porfirinas podem ser sintetizadas através de métodos diretos e indiretos
(RIBEIRO, 2014): o primeiro, diz respeito aos processos de obtencédo que envolvem
uma unica etapa e o segundo, as formas de sintese que necessitam varias etapas
(DANIEL, et. al., 2017; HAN et. al., 2014). No método direto, a sintese geralmente
consiste no refluxo de pirrol e aldeido em meio acido em temperatura controlada.
Porfirinas como as meso-tetrafenilporfirinas (TPP)? e as N-piridilporfirinas podem ser
sintetizadas a partir desse método (SILVA, et. al., 2020; HUANG el. al., 2019).

Muitas porfirinas derivadas da TPP conseguem ser isoladas rapidamente do
meio de reacdo, uma vez que estas precipitam (LU & DEVARAMANI, 2017). Porém,
algumas porfirinas necessitam de etapas de purificacdo mais elaboradas para
isolamento do meio de reacdo (MARDEN, et. al., 2000). Estas etapas de purificagao

variam de acordo a porfirina. Nas N-piridilporfirinas, o isbmero orto ndo precipita ao

2 Do inglés tetraphenylporphyrin (Tetrafenilporfirina), sdo porfirinas que tém como aldeido base o
benzaldeido, contendo fenilas nas posi¢des meso (5, 10, 15, 20) do anel porfirinico.
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final da reacédo e requer purificacdo mais elaborada em relacdo aos isbmeros meta e
para, tornando o rendimento isolado menor devido a perdas durante as etapas de
purificacdo. A obtencao de N-piridilporfirinas pode ser realizada em laboratorio a partir
da reacdo entre pirrol e o aldeido X-piridinacarboxialdeido (X= 2, 3, 4) em acido
acético ou propidnico (HAMBRIGHT et al., 1985; PINTO, 2013; BATINIC-HARBELE
et al., 1998, 2002).

2.4 Silica-gel como suporte catalitico

Na catélise heterogénea os suportes cataliticos sdo bastante utilizados uma
vez que estes sustentam o sitio ativo em um catalisador suportado (SILVA, et al.,
2008). Estes suportes devem possuir caracteristicas especificas, dentre elas:
porosidade, ser pouco ativo na reacao, permitir a recuperacao facil do catalisador,
dentre outras (COSTA, et al., 2007). Os suportes conseguem melhorar a estabilidade
e um aumento da &rea superficial do catalisador, além da resisténcia deste (SILVA,
et. al., 2008).

A utilizacdo de metaloporfirinas como catalisadores € reportada na literatura na
grande maioria das vezes imobilizadas em suporte catalitico por todos os motivos
mencionados anteriormente (COSTA, et. al., 2007). Os suportes encontrados na
literatura sao bastante variados, em geral, utiliza-se suportes a base de argilominerais,
polimeros sintéticos e componentes a base de carbono, como podemos acompanhar
na tabela abaixo (Tabela 1), que traca um panorama de alguns suportes cataliticos

utilizados na imobilizacdo de CoPs reportados na literatura.
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Tabela 1 — Sistemas cataliticos a base de CoPs reportados na literatura

Suporte Tipo de reagéo Referéncia
- Reducéo de nitrito CHENG & SU, 1994
Montmorillonita Eletrorreducéo de O2 SHI & ANSON, 1996

Membranas de Nafion Ativagdo catalitica de Oz GOODWIN, et. al., 2008

Montmorillonita Oxidacao de alcoois XIANTAI & HONGBING,
2012
Carbono Oxidacédo de arométicos CHEN, et. al., 2017
de alquila
Grafeno Oxidacao de alcoois MAHYARI & GAVGANI, 2018
Quitosana Oxidacao de SHEN, et. al., 2020
cicloalcanos

Como podemos observar, a tabela 1 consiste em uma pequena demonstragcao
de como as CoPs vém sendo utilizada como suportes na catalise heterogénea, desde
a década de 1990 até os dias atuais, e também, como 0s suportes podem ser dos
mais variados tipos. As reacfes de catalise mais reportadas na literatura sdo as de
oxidagcdo de algum substrato organico, o que enaltece a importancia das porfirinas
estudadas para a catélise.

Em 1994, CHENG & SU trabalharam com CoPs na reducédo de nitrito a partir
de eletrocatalise, porém, eles nao utilizaram nenhum tipo de suporte em suas reacoes.
SHI & ANSON (1996) e XIANTAI & HONGBING (2012) utilizaram a montmorillonita
como suporte em suas reacgdes, no entanto, estes discutiram aplicacdes diferentes:
oS primeiros autores, trataram da eletrorreducdo de O:2 enquanto XIANTAI &
HONGBING trabalharam na oxidacéo de alcoois.

CHEN e colaboradores (2017) e MAHYARI & GAVGANI (2018) optaram por
imobilizarem as CoPs em suportes a base de carbono, ambos com aplicacdo em

reacoes de oxidacdo. O primeiro grupo de pesquisadores trabalhou com oxidacéo de
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aromaticos de alquila e a dupla de pesquisadores mais recente, trabalhou com
oxidacao de alcoois.

Também vimos alguns suportes menos comuns na literatura para esse tipo de
sistema a base de CoPs, como as membranas de Nafion e a quitosana. A primeira
pesquisa refere-se ao trabalho de GOODWIN e colaboradores (2008), utilizando CoPs
na ativacdo catalitica de Oz e a segunda pesquisa foi realizada por SHEN e
colaboradores (2020) que emprega as CoPs em sistemas de oxidacdo de
cicloalcanos.

Neste trabalho optou-se por utilizar silica-gel ndo funcionalizada como suporte
catalitico pois a mesma ja se mostrou eficiente em sistemas semelhantes utilizando
Mn-Porfirinas (PINTO et al., 2020). Além disso, a silica-gel apresenta excelente custo-
beneficio com valor comercial de facil aquisi¢cdo, a imobilizacdo de metaloporfirinas
catidnicas ocorre de forma rapida e simples, além disso, a quantidade de catalisador
utilizada na imobilizacdo € pequena, o que permite bons rendimentos.

A silica-gel é um sélido amorfo de 6xido de silicio (COSTA, 2016). Os poros da
silica-gel podem apresentar um volume entre 0,5 e 0,6 cm®g?. A area superficial
desse tipo de material é bastante variavel e pode chegar de 1 até 800 m? gl e o
didmetro dos poros variam de dezenas a milhares de angstroms (idem, 2016).

Na composicdo da silica-gel suas unidades tetraédricas de SiOs* sé&o
constituidas por grupos silandis (Si-OH) e grupos siloxanos (Si-O-Si), estes sao
responsaveis pela reatividade da espécie. De acordo com Prado et al. (2005) essas
unidades constituintes da silica-gel podem ser classificadas como vicinais, geminais
ou livres (vide Figura 1.8)

Um bom sistema heterogéneo visa, entre outros aspectos, a facilidade de
recuperacdo do catalisador, minimizando o desperdicio. A estabilidade mecéanica e
térmica, além do custo, séo alguns fatores que tornam a silica um material excelente
no que diz respeito a catalise heterogénea (COSTA, 2016; FALCAO, 2016; SHARMA
et al.,, 2012). Na imobilizacdo de metaloporfirinas outra grande vantagem € a
guantidade utilizada, uma vez que pouco mais de 0,2 miligramas de metaloporfirina
em 1 grama de silica ja € suficiente para a realizacdo de diversas reagfes (PINTO,
2020).
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Figura 1.8 — Estrutura da silica-gel, sendo os grupos em silandis em destaque: (A)

livres, (B) geminais e (C) vicinais.
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No processo de preparacdo de um catalisador heterogéneo, o suporte € um
aspecto muito importante (CONSUL et al., 2005). Como vimos, as caracteristicas
fisicas como porosidade, rigidez da estrutura e estabilidade sdo essenciais. E por isso
gue materiais baseados em silica gel vém ganhando cada vez mais destaque e
atraindo interesse de pesquisadores na area de catalise heterogénea (CARVALHO,
2016).

Aléem de todas estas propriedades fisicas mencionadas acima, a silica-gel
possui vantagem na relacdo custo-beneficio, pois, seu preco é acessivel e pouca
quantidade do material € utilizado durante as reagbes de catalise. H4 também a
possibilidade de modificacédo da silica através da incorporacéo de espécies quimicas
(FALCAO, 2016). Essa modificac&o ira ocorrer na superficie da silica-gel entre os seus
grupos silandis (vide Figura 1.8) e a espécie modificadora que pode ser um
organosilano ou agentes com grupos de alcéxidos ou haletos, por exemplo. Neste

25



trabalho, iremos trabalhar com silica-gel cromatografica ndo funcionalizada, ou seja,

sem nenhum tipo de modificacao.
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3 OBJETIVOS

Nesta dissertacao abordaremos os estudos de obtencéo e caracterizagao de
Co(lll) porfirinas catidnicas a base das 2- e 4-N-metilpiridilporfirinas e subsequente
imobilizacdo destes complexos em silica-gel cromatografica comercial, de interesse
para possivel desenvolvimento de modelo biomimético heterogenizado dos

citocromos P450.

Os obijetivos especificos dessa dissertacdo sédo os seguintes:

e Sintetizar os isdbmeros orto e para das N-piridilporfirinas base livre (H2T-2-PyP
e H2T-4-PyP);

e Preparar os isomeros orto e para das N-metilpiridilporfirinas (H2TM-2-PyP#* e
H2TM-4-PyP#*) pela alquilacdo com tosilato de metila das N-piridilporfirinas
correspondentes;

e Sintetizar as N-metilpiridinioporfirinas de cobalto(lll) (CoTM-2-PyP>* e
CoTM-4-PyP™) e caracteriza-las via espectroscopia de absorcdo na regiao do
ultravioleta-visivel (UV-VIS), Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
analise térmica (TG);

¢ Imobilizar as CoPs em silica-gel cromatogréafica ndo-funcionalizada (SiOz) por
interacdo eletrostatica para obtencdo dos materiais SiO2/CoTM-2-PyPCls e
Si02/CoTM-4-PyPCls;

e Caracterizar os dois solidos suportados SiO2/CoTM-2-PyPCls e
SiO2/CoTM-4-PyPCls por espectroscopia UV-VIS de reflectancia difusa.
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Resumidamente, as sinteses de todos os materiais que foram obtidos neste

trabalho estdo esquematizadas na figura abaixo (Figura 4.1):

Figura 4.1 — Esquema de todas as etapas de sinteses e imobilizacdes das CoPs.

Sintese de
porfirinas ====! H,T-4-PyP
base livres

H,T-2-PyP [----

\
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S -< Metalagio )— - { CoTM-4-PyPCl;

\ 4

Si0,/CoTM-2-PyPCl, {mobilizagéo}{SiOZICOTM_4_ppr|5

CoTM-2-PyPClI,

4.1 Sintese das N-piridilporfirinas e Co-Porfirinas
4.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes de grau PA ou melhor foram utilizados nesse trabalho
sem purificagcdo prévia: pirrol (Sigma-Aldrich), 2-piridinacarboxialdeido (Vetec),
4-piridinacarboxialdeido (Vetec), acido acético (Neon), cloroférmio (Vetec), metanol
(Tedia), acetona (Tedia), acetato de cobalto(ll) tetra-hidratado (Vetec), aliquat 336®

(Vetec), hexafluorofosfato de amonio (Vetec), éter etilico (Neon), peréxido de
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hidrogénio (Tedia), hidroxido de sodio (Vetec), silica-gel ndo funcionalizada (de grau
cromatografico, 60 A, 70-230 mesh) utilizada para sintese dos materiais (Aldrich),

bicarbonato de sédio (Dinamica), DMF (Vetec), etanol (Tedia).

4.1.2 Obtencao das N-piridilporfirinas bases livres H2T-2-PyP e H2T-4-PyP

A sintese da meso-tetraquis(2-piridil)porfirina (H2T-2-PyP), isdbmero orto, seguiu
um meétodo desenvolvido pela nosso grupo de pesquisa (MAIA, 2015). Nessa
metodologia, 100 mL de acido acético foram adicionados em um baldo de fundo
redondo e aquecidos em banho de Oleo até atingir a temperatura de 100 °C
(temperatura do acido) sob agitacdo magnética (Figura 4.2). Em um tubo de ensaio
com tampa, foram adicionados e agitados em um vortex, 358 pL de 2-piridina-
carboxialdeido, 350 uL de pirrol e 2,5 mL de agua (nessa ordem). Essa mistura de
aldeido-pirrol-agua foi adicionada ao acido acético a 100 °C. A reacao foi mantida
nesta temperatura sob agitacdo magnética por um periodo de 90 minutos, sendo
monitorada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em laminas de silica 60
(Merck, sem indicador de luminescéncia) e espectroscopia de absor¢édo na regido do
ultravioleta-visivel (UV-VIS). Apés a reacéao resfriar espontaneamente a temperatura
ambiente, acrescentou-se 1,5 mL de H202 para diminuir a formagdo de clorinas. A
reacdo permaneceu em descanso por mais 2,5 horas até a etapa de purificacdo
(Figura. 4.3).

Figura 4.2 — Representacdo da metodologia para a sintese de uma base livre H2T-
X-PyP (X = 2,4).

X-piridinacarboxialdeido

/\V Pirrol
CH;COOH (o
=

——

Banho de 6leo
1,5 horas (H,T-2-PyP)
ou 45 min (H,T-4-PyP)
?
100 °C (H,T-2-PyP)
ou 90 °C (H,T-4-PyP)
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Para a sintese do isbmero para, meso-tetraquis(4-piridil)porfirina (H2T-4-PyP),
foi utilizado um processo semelhante aquele utilizado para o isbmero orto, mas com
algumas modificacbes: a temperatura do acido foi de 90 °C, as propor¢des
aldeido:pirrol;dgua o tudo de ensaio foram de 1 mL de 4-piridinacarboxialdeildo,
700 pL de pirrol e 3 mL de agua. O sistema foi mantido a 100 °C por um periodo de
45 minutos.

Apés a etapa de sintese as porfirinas foram purificadas (Figura. 4.3) de acordo
com o método descrito por HAMBRIGHT et al (1985). Inicialmente, foi adicionado 200
mL de agua a mistura que teve o seu pH devidamente ajustado com uma solucéo de
NaOH (1,0 mol L) sendo o pH ideal de 3.2 para o isdmero orto e 4.2 para o isdmero
para. Posteriormente, a mistura foi filtrada em presséo reduzida e lavada com uma
solucéo de bicarbonato de sédio (0,1 mol L1).

A proxima etapa consistiu em uma coluna cromatografica utilizando
CHCI3:MeOH (9:1) como eluente e silica-gel cromatogréafica 60 A, 70-230 mesh como
fase fixa. A fase de cor roxa correspondente a porfirina foi recolhida e seca em
evaporador rotativo.

Para o isdbmero para (H2T-4-PyP) n&o foi necessaria a etapa de purificagdo em
coluna cromatografica visto que a mesma ja se mostrou adequada para uso apos a
filtracdo (HAMBRIGHT et al., 1985), para o isbmero para ocorreu depois da etapa de
filtracdo uma lavagem com DMF aquecido, até o filtrado apresentar coloracao amarelo
palido.

Figura 4.3 — Representacado da etapa de purificacdo das porfirinas base livre H2T-X-
PyP (X =2,4).

NaOH
¢ ¢~ NaHCO;
—> — %’
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4.1.3 Obtencao das N-metilpiridilporfirinas H2TM-2-PyP e H2TM-4-PyP

A metilacdo das porfirinas base livre foi realizada conforme método descrito por
BATINIC-HABERLE et al. (1999). Inicialmente, cerca de 20 mL de DMF foram
aquecidos em banho de 6leo até 105 °C. Em seguida, foram adicionadas cerca de 50
mg de H2T-X-PyP (X = 2, 4) e 2 mL de tosilato de metila (MeOTs) (Figura. 4.4). A
reagdo foi monitorada por CCD-SiOz (KNOs(aq,sat)}-H20-MeCN, 1:1:8, v/viv) e
espectroscopia eletrénica de absorcdo UV-VIS por um periodo de aproximadamente

6 horas para o isbmero para e 8 horas para o isdmero orto.

Figura 4.4 — Sintese da H2TM-X-PyP (X = 2, 4).

~105°C
—_—

6 horas (X =4)
8 horas (X =2)

©_—On)

Para a etapa de purificacao (Figura. 4.5), o aquecimento foi descontinuado e o
sistema foi resfriado para temperatura ambiente. Em seguida foi acrescentado 20 mL
de cloroformio e 10 mL de &gua ao sistema. Foi feita, entdo, uma extracao
liquido-liquido utilizando cloroférmio como solvente para que a porfirina ficasse na
fase aquosa. O processo de extracdo foi repetido pelo menos 10 vezes. Apos a
extracdo, a fase organica foi descartada e a porfirina presente na fase aquosa foi
precipitada utilizando-se cerca de 20 mL de uma solucdo saturada de NH4PFs. A
mistura foi filtrada em pressdo reduzida e o sobrenadante descartado. A
H2TM-X-PyP(PFs)4 foi entdo dissolvida em 20 mL de acetona e precipitada com 10 mL
do reagente Aliquat 336® a 10% em acetona para que ocorre a troca do contraion
PFe para Cl-. A H2TM-X-PyPCls (X = 2,4) foi entdo filtrada e lavada com uma mistura

alcool isopropilico/éter etilico 1:1 (v/v) e deixada em estufa a 60 °C por 24 horas.
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Figura 4.5 — Purificacdo das porfirinas base livres metiladas H2TM-X-PyP (X = 2,4).
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4.1.4 Obtencdo das N-metilpiridinioporfirinas de cobalto (CoPs)
CoTM-2-PyPCls e CoTM-4-PyPCls

i

A metalacdo com cobalto das porfirinas base livre ocorreu de acordo com uma
adaptacdo da metodologia proposta por BATINIC-HABERLE et al (1999) para
metalagdo com Mn de porfirinas. 50 mg da N-metilpiridilporfina (H2TM-X-PyPCls, X =
2,4) foram adicionados em um tubo de ensaio junto com 20 mL de uma solucéo
saturada de acetato de cobalto(ll). O pH do meio foi ajustado para 12 com cerca de 2
mL de NaOH 1 mol L' e apés ~15 min de reacdo, o pH foi reajustado para 7 com
cerca de 1,5 mL de uma solugcdo de HCI 1 mol L. A reacdo foi monitorada por

espectroscopia na regidao do UV-VIS.
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Apos cerca de 15 minutos a mistura foi filtrada para retirar resquicios de acetato
de cobalto ou produtos de hidrolise. Em seguida, foi realizada uma precipitacdo com
15 mL de NH4PFs (solucéo saturada) e o sistema foi novamente filtrado. A porfirina foi
solubilizada em acetona e precipitada com 10 mL de Aliquat 336® (10% em acetona)

e seca em estufa a 60 °C (Figura. 4.6).

Figura 4.6 — Obtencéo das CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4).
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4.1.5 Imobilizacédo das CoPs em silica-gel ndo-funcionalizada

A imobilizacdo das CoPs em silica-gel foi feita utilizando um método adaptado
daquele descrito por Pinto (2013) para Mn-porfirinas. Inicialmente, a silica-gel foi
submetida a um tratamento prévio em linha de pressao reduzida durante 6 horas
aquecida a 100 °C com o intuito de se obter um material seco a massa constante.
Uma vez que a reacao de imobilizacéo se passa em agua, a ativacao de fato da silica
nao representa uma etapa importante, a importancia esta no ato da pesagem correta

da silica-gel. Em seguida, 17 mg de CoTM-X-PyPCls (X = 2,4) foram dissolvidos em
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30 mL de agua em um balédo de fundo redondo de 50 mL e, a esta solucéo resultante,
foram adicionados 3,6 g de silica-gel, para cada isémero (Figura. 4.7). O sistema foi
mantido sob refluxo com agitacdo mecanica durante aproximadamente 3 h. Ao se
cessar 0 aquecimento, o sistema foi resfriado espontaneamente até atingir
temperatura ambiente. A mistura foi filtrada em presséo reduzida e lavada com agua,
metanol, etanol e cloroformio, nesta ordem. O sdlido resultante foi mantido em estufa
por 12 horas a 60 °C.

Figura 4.7 — Representacao da imobilizacdo das CoPs em silica-gel.

Ar= \ /™ \ /
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4.2 Equipamentos e medidas

4.2.1 CaracterizacOes via espectroscopia de absorcao naregiédo do

ultravioleta-visivel

As andlises de espectroscopia eletrbnica de absorcdo na regido do UV-VIS
(200-800 nm) foram registrados em um espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV-1800
utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm com intervalo de 1nm

e utilizando como solvente cloroférmio/metanol (9:1, v/v) ou agua.

4.2.2 Andlise térmica

As andlises de termogravimetria (TG) foram realizadas utilizando analisador
térmico da marca Shimadzu DTG-60. As medidas foram realizadas em um intervalo
de 25 a 900 °C sob atmosfera dinamica de ar sintético com taxa de aquecimento de
10 °C min-.

4.2.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises em CCD foram realizadas com laminas recobertas em silica-gel
(Merck) onde uma aliquota da porfirina em solucao € colocada sobre a placa e eluida
com cloroféormio/metanol (9:1, v/v), no caso das porfirinas neutras, ou

KNOs(ag,sat.):H20:MeCN (1:1:8, v/v/v), no caso das porfirinas cationicas.

4.2.4 Espectroscopia UV-VIS por reflectancia difusa

A caracterizacdo das N-metilpiridinioporfirinas imobilizadas em silica-gel
(SiO2/CoTM-X-PyP%*, X = 2, 4) foi realizada por espectroscopia UV-VIS por
reflectancia difusa. Os espectros de UV-VIS de reflectancia difusa foram obtidos em

um espetrémetro portatil Ocean Optics USB4000.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacdo das N-metilpiridinioporfirinas base livre

Inicialmente foram preparadas as N-piridilporfirinas (H2T-X-PyP, X = 2, 4), a
partir da reagdo entre o pirrol e o respectivo aldeido (2-piridinacarboxialdeido para
H2T-2-PyP e 4-piridinacarboxaldeido para H2T-4-PyP) em acido acético glacial sob
aguecimento a 100 °C. A metodologia usada na sintese foi adaptada daquela proposta
por Maia (2015) e a purificacao foi adaptada do procedimento descrito por Hambright
e colaboradores (HAMBRIGHT et al. 1985). O &cido acético glacial foi utilizado como
solvente por conduzir a bons rendimentos de H2T-X-PyP, ser financeiramente mais
viaveis que o acido propidnico e também por ja ter sido realizada uma adaptacdo do
procedimento de purificagdo para este acido nosso grupo de pesquisa (MAIA, 2015).
Para a H2T-2-PyP foram realizadas cerca de 4 bateladas com rendimentos entre 40 e
50 mg cada e para a H2T-4-PyP foram duas bateladas com rendimentos proximos de
100 mg cada. As caracteriza¢cBes das duas porfirinas precursoras H2T-X-PyP (X = 2,
4) por CCD-SiO2 e espectroscopia UV-VIS foram consistentes com aqueles
reportados na literatura pelo nosso grupo (PINTO et al. 2020).

Posteriormente, as N-piridilporfirinas H2T-X-PyP (X = 2, 4) foram alquiladas com
tosilato de metila em DMF seguindo metodologia reportada anteriormente (BATINIC-
HARBELE et al., 1999; 2002). A reacao de metilagcéo foi acompanhada por placa CCD-
SiO2 e espectroscopia UV-VIS. Durante a rea¢ao ocorre uma alquilagéo gradativa dos
grupos piridilas das porfirinas resultando em porfirinas parcialmente metiladas, como
pode ser visto pela presenca de varias manchas nas placas de CCD-SiOz (Figura 5.1)
de uma amostra intermediaria do processo de metilacdo. Assim, a reacdo se processa
por meio de uma mistura de espécies porfirinicas mono-, bi-, tri- e tetrametiladas ao
longo da reacdo. Ao término das 5 h, apenas uma Unica mancha referente a espécie
tetraalquilada é observada na placa de CCD-SiO2 (BATINIC-HARBELE et al., 1999;
2002).
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Figura 5.1 — Analise por CCD-SiO2 [KNOs(aq, sat)-H20-MeCN (1/1/8, v/viv)] de
aliguotas em tempo de reacdo intermediario durante o monitoramento da metilagao
da (A) H2T-2-PyP e (B) H2T-4-PyP com MeOTs.

A B

Um total de trés reacdes de metilacdo independentes foram realizadas para
cada N-piridilporfirina (H2T-X-PyP, X = 2,4). A realizacdo desta etapa em triplicata da-
se por dois motivos principais: o primeiro, por se tratar de uma reacdo onde pode
haver muitas percas durante as etapas, entdo, uma maior quantidade de reacdes
diminuem o risco de haver grandes perdas, o segundo motivo é devido a etapa de
ajuste do pH das porfirinas em solucdo, onde quanto maior for a quantidade de
porfirina maior o volume gasto de solu¢des para controlar o pH, o que dificultaria o
processo de transferéncia das solucdes de um recipiente para outro ou de uma
bancada para outra.

A massa isolada de porfirina em cada reacgéo foi de ~47 mg para a H2TM-2-
PyPCls com rendimento médio de 94% e de ~46 mg para a H2TM-4-PyPCls com
rendimento médio de 92% (Tabela 2). Na tabela 2 € possivel verificar os dados obtidos
para cada reacao de preparo das N-metilpiridinioporfirinas (H2TM-X-PyPCls, X = 2,4).
As massas obtidas e os respectivos rendimento para cada sintese foram consistentes
com aqueles reportados na literatura (BATINIC-HARBELE et al., 1999; 2002) e
também com aqueles obtidos por outros integrantes do nosso grupo de pesquisa,
como Maia (2015), Pinto (2013, 2016) e Falc&o (2016).
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Tabela 2 — Massa isolada, massa total acumulada e rendimento das trés reacdes

independentes de sintese das N-metilpiridinioporfirinas (H2TM-X-PyPCls, X = 2,4).

H2TM-2-PyPCl4 H2TM-2-PyPCla
Reacdes : : : :

) Massa isolada Rendimento Massa isolada Rendimento
independentes

/mg 1% /mg 1%
Reacéo 1 47,3 95 46,3 91
Reacéao 2 48,0 97 45,0 92
Reacédo 3 45,6 91 47,1 93
Total 140,9 138,4

Além da caracterizagdo por CCD-SiO2, os dois isbmeros orto e para das
N-metilpiridinioporfirinas (H2TM-X-PyPCls, X = 2, 4) foram analisados por
espectroscopia UV-VIS (Figura. 5.2). Como pode ser visto na Figura 5.2, os espectros
UV-VIS das N-metilpiridinioporfirinas sdo um espectro tipico de porfirina base: uma
banda de alta intensidade (banda Soret), em 414 nm para H2TM-2-PyPCls e 423 nm
para H2TM-4-PyPCls, e quatro bandas de menor intensidade (bandas Q) no intervalo
de 500 nm a 800 nm. Os valores dos maximos de absor¢cdo em cada banda podem
ser observados na Figura 5.2 (DOLPHIN, 1994).
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Figura 5.2 — Espectros UV-VIS em H20 da (A) H2TM-2-PyPCls e da (B) H2TM-4-

PyPCla.
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5.2 Sintese e caracterizacdo das N-metilpiridinioporfirinas de Co(lll)

As Co-porfirinas foram obtidas pela metalacdo dos dois isdmeros orto e para
das N-metilpiridinioporfirinas base livre com uma solucdo aquosa de acetato de
cobalto(ll). A reacéo e purificacao foi realizada conforme adaptacdo do procedimento
reportado na literatura para as Mn-porfirinas correspondentes (BATINIC-HARBELE et
al., 1999; 2002). Embora essa seja uma metodologia usada para metalagdo com Mn,

foi possivel adaptar sem problemas para a metalacdo com Co. E importante
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mencionar que essa foi a primeira vez que CoPs foram preparadas no nosso grupo
de pesquisa.

Os dois isbmeros orto e para das N-metilpiridinioporfirinas de Co(lll) (CoTM-X-
PyPCls, X= 2,4) obtidos foram caracterizados por CCD-SiO2 (eluido com a mistura
KNOs(aq, sat)-H20-MeCN, 1/1/8, v/vlv), espectroscopia UV-VIS e andlise
termogravimétrica (TGA-DTG).

Na Figura 5.3. estao apresentados os espectros UV-VIS das CoPs isoladas. Os
espectros das duas CoPs sédo semelhantes e apresentam o mesmo perfil de bandas,
como pequenos deslocamentos: uma banda Soret (em 439 nm para CoTM-2-PyPCls
e 440 nm para CoTM-4-PyPCls), uma banda de menor intensidade em 555 nm e um
ombro em 600 nm. Uma comparagao com o0s espectros das N-metilpiridinioporfirinas
base livre revela que houve uma mudanca no perfil espectral devido a diminui¢cdo na
guantidade bandas apos a metalacdo com Co. Essa mudanca ja era esperada, uma
vez que, a quantidade de niveis de transicdes eletrdnicas responsavel pelas bandas
Q é diminuido devido ao aumento da simetria local da porfirina de D2n para Dah que
ocorre apos a coordenacao do Co(lll) pelo anel porfirinico (DOLPHIN, 1994). Além da
diminuicdo no numero de bandas € observado um deslocamento para o vermelho
(batocrédmico) na banda Soret.

Vale destacar também que a fluorescéncia vermelha intensa da solucdo das
N-metilpiridinioporfirinas base livre, quando exposta a lampada UV de comprimento
de onda longo (A ~365 nm), desaparece completamente ap6s a metalacdo com Co.
Isso ocorre devido a configuracdo eletrbnica dos ions metalicos de camada aberta
aumentar a taxa de decaimento ndo radiativo, que resulta no cruzamento
intersistemas entre os estados excitados do Co(lll) e o menor estado excitado das
N-metilpiridinioporfirinas. Em contrapartida, em complexo porfirinicos com céations
metdlicos de camada fechada (d° e d!°), como o Zn(ll) e Sn(ll), a fluorescéncia da
porfirina € mantida (DOLPHIN, 1994).
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Figura 5.3 — Espectros UV-VIS das N-metilpiridinioporfirinas de cobalto: (A) CoTM-
2-PyPClIs e (B) CoTM-4-PyPCls.
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As curvas termogravimétricas das CoPs (CoTM-X-PyPCls, X= 2, 4) estédo
apresentadas na Figura 5.4. A analise foi realizada no intervalo de temperatura de 25
a 900° C sob taxa de aquecimento de 10 °C min, atmosfera dinamica de ar sintético

e razdo de fluxo de 100 mL min,

44



Para ambos os complexos porfirinicos de Co observaram-se trés eventos de
perda de massa que foram comparados com os resultados para as Mn-porfirinas
correspondetes (PINTO et al. 2013). O primeiro evento, que ocorreu entre 25 e 150
°C, pode tentativamente ser atribuido a desidratacdo das CoPs, associado a perda de
4,2% para a CoTM-2-PyPCls e de 6,4% para a CoTM-4-PyPCls. O segundo evento de
perda de massa ocorreu no intervalo de temperatura entre 150-350 °C. Esse processo
para a CoTM-2-PyPCls corresponde a uma perda de 41,7% e para a CoTM-4-PyPCls
uma perda um de 34,1%. A terceira e Ultima etapa entre 350 e 900 °C resultou numa
perda de massa de 47,0% para a CoTM-2-PyPCls e de 34,6% para a CoTM-4-PyPCls,
0 que pode ser atribuido a degradacéo total da matéria organica e/ou cloreto restante
e possivel formagdo de 6xido de cobalto como residuo. E importante destacar que,
enguanto no caso das MnPs a segunda etapa foi conclusivamente caracterizada por
cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas (CG-MS) a perda de
cloreto de alquila, no caso das CoTM-X-PyPCls (X= 2, 4) a porcentagem de
decomposicao observada na segunda etapa (34 — 42%) nao é consistente com o valor
previsto de perda dos 4 grupos MeCl (22%). Adicionalmente, por se tratar de isomeros,
esperava-se um comportamento termogravimétrico mais semelhante entre as
amostras. O residuo final maior que 20% na CoTM-4-PyPCls ndo pode ser explicado
sem se considerar que: (i) a amostra encontra-se impura (contraminada com algum
sal inorganico residual, por exemplo); (i) houve algum erro nestas analises em
particular e/ou (iii) as CoPs tém um comportamento termogravimétrico completamente
diferenciado daqueles das MnPs correspondentes (menos provavel). Enquanto a
formacdo das CoPs é claramente indicada pelos espectros UV-VIS, é indiscutivel a
necessidade de se repetir essas analises termograviméticas, complementar a
caracterizacdo das amostras e/ou repurificar os compostos. Avan¢os no sentido de
caracterizar as amostras foram interrompidos pelas medidas de isolamento social

associado ao enfrentamento a COVID-19.
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Figura 5.4 - Curvas de TGA (linha preta) e DTG (linha vermelha) da (A) CoTM-2-

A

TGA /%

TGA /%

PyPCls e da (B) CoTM-4-PyPCls. As curvas de TGA-DTG foram
realizadas em panela de alumina, atmosfera dinamica de Ar com fluxo de
100 mL min! e razédo de aquecimento de 10 °C min2.
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5.3 Preparo dos materiais heterogeneizados SiO2/CoTM-X-PyPCls (X = 2, 4)

Os dois isbmeros orto e para das N-metilpiridinioporfirinas de cobalto
(CoTM-X-PyPCls, X = 2, 4) foram suportados na silica-gel cromatografica néo
funcionalizada. A imobilizag&o foi conduzida sob agitacdo mecéanica a partir da reagéo
entre uma solucéo aquosa das CoPs e a SiO2 sob refluxo durante 3 h. A imobilizacao
das Co-porfirinas ocorreu por meio da interacdo eletrostatica entre as cinco cargas
positivas das N-metilpiridinioporfirinas de cobalto e a densidade de carga negativa
associada aos grupos silandis (Si-OH) presentes na superficie da silica-gel (PINTO et
al., 2020). A forte atracdo entre o suporte e a CoPs resultou numa imobilizagc&o
altamente estavel, confirmada nas etapas de lavagens do material, onde ndo se
observou lixiviacao consideravel das CoPs com agua, metanol, etanol ou cloroférmio.
Esse mesmo comportamento ja foi observado pelo nosso grupo em trabalhos
publicados recentemente imobilizando N-metilpiridinioporfirinas de Mn em silica-gel
(PINTO et al 2020) e em silica mesoporosa SBA-15 (PINTO et al 2016).

Os rendimentos de imobilizacdo e a concentracdo (loading) das CoPs na
silica-gel (SiO2) estdo apresentados na Tabela 3. O rendimento de imobilizag&o foi
calculado pela diferenca entre a concentracao inicial das CoPs (valor maximo) e a
concentragdo das CoPs recuperadas nos solventes de imobilizacdo e de lavagens.
Embora seja verificado uma ligeira diferenca nos valores das concentracdes das CoP
nos suportes (loading) ndo é possivel atribuir ao efeito estérico das MnP, tendo em
vista que os loading dos sistemas estdo na mesma ordem de grandeza e ha incerteza
sobre a pureza analitica das amostras de CoPs utilizadas (presenca de sais

inorganicos, por exemplo).

Tabela 3 — Rendimento de imobilizacdo e concentracdo das CoPs na SiOz2.

_ Rendimento de Concentracao de CoPs*
solidos
imobilizacéo /% /umol g
SiO2/CoTM-2-PyPCls 95 3,35
Si02/CoTM-4-PyPCls 91 3,21

*concentracao é o loading: quantidade de CoPs por grama de silica-gel.
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A caracterizacdo dos materiais obtidos (SiO2/CoTM-2-PyPCls e
SiO2/CoTM-4-PyPCls) pela imobilizacdo das CoPs na SiO:2 foi realizada por
espectroscopia UV-VIS de reflectancia difusa (Figura 5.5). Nos espectros dos
materiais (SiO2/CoTM-2-PyPCls e SiO2/CoTM-4-PyPCls) € possivel notar que a
caracteristica do espectro das CoPs quando imobilizadas é mantido, indicando que
nao houve modificagBes estruturais significativas como desmetalacdo ou degradacao
dos complexos de Co durante a imobilizagdo. Nos espectros SiO2/CoPs (Figura 3.5)
verifica-se duas bandas: uma proxima a 450 nm (banda Soret) e uma banda a
~550 nm.

Uma comparacédo dos espectros UV-VIS de reflectancia difusa dos dois sélidos
SiO2/CoPs com os espectros das CoPs ndo-imobilizadas (CoTM-X-PyPCls, X = 2,4)
observa-se um suave deslocamento batocromico da banda Soret nos dois isdbmeros
orto (CoTM-2-PyPCls), e para (CoTM-4-PyPCls) quando imobilizados. Como a
interacdo entre as CoPs e a silica-gel é essencialmente de carater eletrostatico é
possivel que este deslocamento esteja relacionado com a perturbagcédo que o suporte
exerce sobre os elétrons 11 do macrociclo porfirinico (VAN-DAMME et. al., 1978;
BEDIOUI et. al., 1995; MACHADO et. al., 2002).

A espectroscopia UV-VIS de reflectancia difusa é técnica mais eficiente para
caracterizacdo da dispersdo de CoPs nesse tipo de material, uma vez que a
concentracéo de porfirina na superficie da silica-gel € muito baixo (0,3% m/m), o que
torna outras técnicas como espectroscopia na regido do infravermelho (IV), analise
termogravimétrica (TG) e andlise elementar incapazes de verificar a presenca de
CoPs (MAMARDASHVILLI, et. al., 2019; MANSOUR, et. al., 2016).
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Figura 5.5 - Espectros na regido do UV-VIS por reflectancia difusa da (A) SiO2/CoTM-
2-PyPCls (linha preta) e SiO2/CoTM-4-PyPCls (linha vermelha) e (B) Espectros de
absorcdo na regido UV-VIS da SiO2/CoTM-2-PyPCls (linha preta) e SiO2/CoTM-4-

PyPClIs (linha vermelha).
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6 CONCLUSAO

O estudo através das N-piridilporfirinas de cobalto(lll) possibilitou uma
ampliacdo do conhecimento acerca das caracteristicas comuns a essa classe de
compostos. Diante dos resultados obtidos foi possivel observar que as sinteses das
porfirinas base livre ocorreram conforme esperado de acordo com dados da literatura.
As N-piridilporfirinas e seus complexos de Co(lll) foram caracterizadas utilizando a
espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-VIS) e também a Cromatografia
em Camada Delgada (CCD). Neste trabalho, explorou-se a analise termogravimétrica
como um meio de tentar quantificar o grau de hidratacdo dos complexos de Co(lll)-
porfirinas, mas o comportamento termogravimétrico das amostras mostrou-se
inconsistente com aquele esperado a partir dos sistemas de Mn-porfirinas estudados

anteriormente.

A lltima etapa deste trabalho, constituiu na imobilizacdo das N-
metilpiridinioporfirinas de cobalto(lll) em silica-gel cromatogréfica ndo funcionalizada.
Nesta etapa obtivemos dois materiais com CoPs imobilizadas, SiO2/CoTM-2-PyPCls
e SiO2/CoTM-4-PyPCls, de interesse para possivel avaliagdo como modelo
biomimético dos citocromos P450 para oxidacdo de compostos organicos, conforme

descrito na literatura para sistemas analogos.
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7 PERSPECTIVAS

No contexto desse trabalho, ha muitas perspectivas em relacédo ao estudo das
CoPs como modelos de citocromos P450 e oxidorredutases em geral:

¢ Inicialmente, sugere-se o estudo catalitico das CoPs imobilizadas em SiO2 para
oxidacdo dos substratos organicos classicos, como o cicloexano, o h-heptano
e 0 adamantano, anteriormente estudados em sistemas modelo analogos.

e Investigar a natureza do suporte, a eficiéncia e a seletividade dos materiais
dentro de um processo catalitico também sdo outros aspectos que merecem
ser avaliados com uma abordagem mais aprofundada em trabalhos futuros.

e Além disso, outra caracteristica desses sistemas a base de SiO2/CoPs que
precisa ser abordagem em futuros experimentos € a possibilidade de

recuperacao e reuso (reciclabilidade) dos catalisadores heterogeneizados.
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