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RESUMO
Diversos produtos naturais apresentam atividades biologicas variadas, tais como bactericida,

fungicida, anti-inflamatoria e antitumoral. As cumarinas e curcumindides se encaixam na classe
de compostos naturais que apresentam atividade contra um amplo espectro de bactérias
comprovados por testes in vitro e in vivo. Apesar disto, ambos compostos apresentam baixa
solubilidade em agua, acarretando em baixa absorc¢ao pelo organismo. Isto justifica o volume
acentuado das pesquisas relacionadas a sintese de seus derivados e de seus complexos, visando
a melhoria dessas propriedades. Tendo em vista os principios da Quimica Verde, e a necessidade
de minimizar a geragdo de residuos e utilizacdo de métodos alternativos com menor impacto na
natureza, neste trabalhou utilizou-se metodologias verdes, tais como: método mecanoquimico
e sintese via irradiagdo de micro-ondas e em meio aquoso. A partir do método mecanoquimico,
recorrendo a uma reagao multicomponente, foi possivel sintetizar o ligante e seu intermediario,
0 que auxiliou a propor o mecanismo reacional. Posteriormente foram sintetizados compostos
de coordenagdo de Fe(Il), Co(Il), Cu(Il) Zn(Il) fazendo uso de sinteses em meio aquoso € por
irradiacao de micro-ondas. Assim sendo, este trabalho tem como objetivo a sintese de um novo
ligante derivado de 4-hidroxicumarina e curcumina, para ser complexado com Fe(II), Co(Il),
Cu(II) e Zn(II), com o intuito de avaliar a agdo dos centros metalicos sobre a atividade do ligante
na presenga das cepas de E. Coli e S. aureus. As estruturas do ligante e intermediario reacional
foram caracterizadas e determinadas pelas técnicas de RMN unidimensional (RMN 'H e
DEPTQ) e bidimensionais (HSQC E HMBC). Além disso, foram utilizadas as técnicas de
espectrometria de massas e IV para caracterizar o ligante, sendo que os resultados de IV
proporcionaram a identificagdo dos sitios de coordenacdo do ligante aos metais e sugere-se que
os metais de coordenam pelo carboxilato do ligante. As propriedades termoanaliticas tanto do
ligante quanto dos complexos foram determinadas pelas técnicas TG-DTA e DSC, além disso
foram utilizadas as técnicas DRXP e UV-Vis durante o processo de caracterizagdo destes
compostos. De acordo os resultados de TG-DTA foram sugeridas as seguintes formulas
minimas para os compostos de coordenacdo [Fe;L]-4H>O, [CoLz], [CusL2(OH2)s]-4H-0, e
[Zn3L2(OH»)s]-4H20. As investigagdes da atividade antimicrobiana dos compostos sintetizados
foram realizadas utilizando-se a técnica de Microdiluicao em caldo contra as bactérias E. coli e
S. aureus e a partir dos resultados obtidos foi possivel determinar a concentracdo minima para
inibir o crescimento das bactérias (CIM). Os resultados mostraram que o ligante apresentou
melhor atividade contra a S. aureus, enquanto que na presenca das cepas de E. Coli a melhor
atividade foi obtida para o complexo de zinco.

Palavras-chave: curcumina, cumarina, analise térmica, espectroscopia, atividade in vitro



ABSTRACT
Several natural compounds contain bioactive substances with varied biological activities as

bactericidal fungicidal, anti-inflammatory, antioxidant and anti-tumor. Coumarins and
curcuminoids fill into the class of natural compounds that exhibit activity against a broad
spectrum of gram-positive and gram-negative bacteria, proven by in vitro and in vivo tests.
Despite this, both compounds present low solubility in water, providing low absorption by the
body. This justifies the high amount of related research about the synthesis of their derivatives;
such as their coordination compounds, aiming to improve their properties. Considering the
Green Chemistry principles, and the need to minimize the residues generation, as well as
alternative methods use with less impact on nature, in this work we have been used green
methodologies such as mechanochemical method and synthesis through microwave irradiation
and an aqueous medium. From the mechanochemical method, has been possible to synthesize
the ligand, this method also has provided the reaction intermediary synthesis; which supported
to propose the reaction mechanism. Subsequently, Fe (II), Co (II), Cu (II) Zn (II) coordination
compounds have been synthetized using an aqueous medium and by microwave irradiation.
Hence, this work aims to synthesize a new ligand derived from 4-hydroxycoumarin and
curcumin to be complexed with Fe (II), Co (II), Cu (IT) and Zn (II), with the aim to evaluate the
action of the metal centers on the activity of the ligand in the presence of E. coli and S. aureus
strains. The ligand structure and reaction intermediary have been characterized and determined
by one-dimensional (NMR 'H and DEPTQ) and two-dimensional NMR techniques (HSQC and
HMBC). In addition, mass spectrometry and IV techniques have been used to characterize the
ligand, have been suggested that the emtals are coordinating by the ligand carboxilates. Through
IV, it has been possible to identify the coordination sites of the ligand that interacted with the
metals. The thermoanalytical properties of ligand and complexes have been characterized by
TG-DTA and DSC techniques; furthermore, DRXP and UV-Vis techniques have been used
during the characterization process of these compounds. Have been suggested the minimal
formulas of the coordination compounds by the TG-DTA results [Fes;L:]-4H,O, [CoL:],
[CusL2(OH2)8]-4H20, and [Zn3L2(OH»)s]-4H>O.The investigations about the antimicrobial
activity of the synthesized compounds were carried out using broth Microdilution method
against E. coli and S. aureus strains. The results have provided the determination of minimum
concentration to inhibit the growth of the bacteria (MIC). The promising results have shown
that the ligand exhibited the best activity against S. aureus, whereas in the presence of E. coli
strains zinc complex exhibited the best activity.

Keywords: curcumin, coumarin, thermal analysis, spectroscopy, in vitro activity
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

A necessidade de novos quimioterapicos tem sido reportada em jornais e artigos
cientificos cada dia mais, uma vez que ¢ crescente a disseminagao de diversos micro-
organismos com resisténcia a variados quimioterapicos e antibioticos.! Neste caso, a caréncia
destes antimicrobianos, ocorre principalmente nos ambitos hospitalares, onde os casos antes
dito como isolados, de infeccdes resistentes, tem sido crescente. '

Desde a Pré-Historia diversas populagdes fazem uso de variadas plantas com fins
medicinais, tanto na amenizac¢do de dores, quanto no tratamento de diferentes enfermidades.**
Pensando nos crescentes casos de resisténcia bacteriana, muitos pesquisadores tém voltado sua
atencdo ao desenvolvimento de novas moléculas para atuarem como principio ativo de futuros
medicamentos. >

Uma das alternativas utilizadas nas sinteses desses compostos € o uso de moléculas que
sejam produzidas na natureza, uma vez que distintas classes apresentam agao anti-inflamatoria,
antioxidante, antifungica, dentre outros.>*5-10

Yousef, Hamulakova e colaboradores mostraram que a compostos sintéticos de
derivados de curcumina e cumarinas tendem a apresentar atividade biologica consideravel, ao
ponto de torna-los interessantes no desenvolvimento de novos medicamentos. !’

Tanto a cumarina quanto a curcumina sdo compostos que podem ser encontrados na
natureza, ¢ conforme relatado na literatura sao molécula biotivas, com distintos e extensos
estudos farmacoldgicos realizados acerca de suas propriedades biologicas.!!"!> Entretanto, ndo
foram citados ainda, trabalhos que venham a unir suas propriedades visando um composto
derivado cumarina e curcumina com a finalidade de estudar suas propriedades bioldgicas.

O crescente avanco nas pesquisas na area da bioinorganica envolvendo metalo-drogas ¢
devido ao fato de que a complexagdo de farmacos, ou compostos com potencial terapéutico,
pode afetar suas propriedades , tais como citotoxicidade, reatividade e solubilidade.'® O
interesse em metais da primeira série de transi¢do para estas pesquisas se da por atuarem como
elementos essenciais ao organismo, como Cu(Il), Zn(II), Co(II) e Fe(Il), o que pode ocasionar

uma menor toxicidade.'®
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1.2  Cumarinas

As cumarinas fazem parte de uma classe de compostos naturais que foram isolados pela
primeira vez em 1820 por Vogel a partir das flores de trevo (Meliotus Officinalis) e sementes
de Cumaru.'”!” Sio classificadas como benzo-a-pironas, também conhecidas como cromonas
e podem apresentar origem natural ou sintética.'**°

Seu nome ¢ oriundo do cumaru, uma arvore que pertence a familia das leguminosas e
seu fruto contém compostos cumarinicos.'*** Existem quatro grupos principais de cumarinas
em relacdo a sua substitui¢do: hidroxicumarinas ou metoxicumarinas, piranocumarinas,
furanocumarinas e cumarinas isoprénicas.>! A Figura 1 mostra sua estrutura genérica, na qual

os grupos R! e R? indicam as possiveis modificagdes estruturais deste composto, podem

apresentar diversos grupos funcionais em sua estrutura, dentre eles: OH, OCHj;, C=0.!%%

R
R2
, AN
QO (@)

Figura 1: Estrutura quimica geral das cumarinas

Estes compostos podem ocorrer em diversas plantas, mas suas maiores concentracoes
sdo encontradas nos frutos e flores.!> De acordo com alguns trabalhos, estes compostos podem
apresentar acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticoagulante, antibidtica, anticancerigena
e antioxidante. !>

Algumas moléculas como a Visnadina e Kelactona (Figura 2), sao exemplos de
derivados cumarinicos naturais. Sdo extraidas das plantas Ammi Visnaga (erva palito) e
Phlojodicarpus sibiricus, ¢ sdao usadas no tratamento de doencas coronarias € como

vasodilatadores, respectivamente.'>!"-2
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H3C/J§O

1CH,

(a) (b)

Figura 2: Estrutura quimica das moléculas da Visnadina (a) e Kelactona (b)

HsC

Alguns autores reportam que compostos de coordenagdo de elementos da primeira série
de transicdo com determinados derivados cumarinicos apresentaram aumento na atividade
fungicida e bactericida em relagdo ao composto cumarinico, contra micro-organismos como
Escherichia Coli, K. pneumoniae ¢ Candida albicans.*>** Esses estudos demonstram o grande
potencial de sintetizar compostos de coordenacdo a partir de derivados cumarinicos para o
aumento da atividade biologica.

1.3 Curcumina

A curcumina ((1E,6E) -1,7-bis (4-hydroxi- 3-metoxifenil) -1,6- heptadien-3,5-diona) ¢
um p6 amarelo, popularmente conhecido como agafrio-da-terra, circuma ou turmérico.*!> Este
composto foi isolado por Vogel em 1815 (Figura 3), e sua estrutura foi determinada por
Milobedzka e Lampe em 1910.413

Desde entdo, ¢ uma molécula que desperta o interesse de pesquisadores na area da
quimica medicinal em fun¢do das diversas propriedades bioldgicas apresentadas, tais como

anticoagulante, antifingica, antioxidante, antitumoral anti-inflamatéria e agio cicatrizante.*!3

4,13,25-27

Figura 3: Estrutura quimica da Curcumina

A curcumina € o principal constituinte da rizoma do turmérico Curcuma Longa, outros
curcuminoides também se encontram presentes nesta planta, dentre eles, majoritariamente

demetoxicurcumina (DMC) e bismetoxicurcumina (BDMC).
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A Figura 4 apresenta suas estruturas moleculares, e como pode ser observado, apenas
ocorre uma variagdo nos substituintes laterais em relagdo a curcumina. * Sio polifendis que
também apresentam coloracao amarela, e assim como a curcumina, sao pouco soliveis em agua,
além disso exibem amplo espectro de pesquisas acerca de suas atividades antimicrobiana, anti-

inflamatoria, antitumoral e antioxidante.?’

Curcumina Demetoxicurcumina Bis-demetoxicurcumina

Figura 4: Estrutura quimica dos curcuminoides curcumina, demetoxicurcumina e bis-
demetoxicurcumina

A molécula da curcumina pode apresentar tautomerismo ceto-endlico em faixas de pH
entre 3-7, deslocado preferencialmente no sentido de formagio do enol.*? Isto é devido a
principio a presen¢a de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular com o oxigénio da carbonila.*
Outro fator preponderante a uma maior concentracdo da forma endlica da curcumina ¢ a
planaridade, que permite e facilita que a sobreposi¢do sobre os orbitais m, em fun¢do da
geometria trigonal planar, visto que o carbono entre as carbonilas apresente configuragdo sp?,
facilitando a conjugagio eletronica, estabilizando o composto.**> A Figura 5 mostra o

tautomerismo ceto-enolico da curcumina.

O

O
T O =TT
HO OH HO OH
o}

H,C”™ Hye™” HsC” HyC”
Figura 5: Tautomerismo ceto-endlico apresentado da molécula curcumina

Com a finalidade de sintetizar derivados curcumicos, muitos pesquisadores destacam a
metodologia de sintese via reacdo de Biginelli.* Nesta reacdo multicomponente, um dos
reagentes € um composto beta-dicarbonilico, e conforme reportado em muitos trabalhos, através
destas rotas de sintese podem ser obtidos compostos com variadas e complexas estruturas.*?°
Santiago e colaboradores relataram que por intermédio deste tipo de reacdo, foi possivel

sintetizar uma classe de compostos derivados curcuminicos, com capacidade de inibir a enzima
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acetilcolinesterase, dentres os compostos sintetizados, uma molécula apresentou maior acao do
que o farmaco Galantamina, referéncia, no tratamento de doencas como Alzheimer.*

As sinteses de compostos de coordenagdo com a curcumina € crescente, tal como no
caso de sinteses de complexos com derivados cumarinicos.?*?*?” Além da possibilidade de
aumentar sua solubilidade em meio aquoso, existem casos reportados na literatura, em que a
ligagdo coordenada metal- ligante (curcumina) potencializa as a¢des farmacologicas deste
(:omposto.z“’27

A curcumina apresenta propriedades fotofisicas como fluorescéncia e solvatocromismo
mediante variados solventes organicos.”!!**?” Este composto absorve no UV-Vis na regido
entre 410-430 nm, com emissdo entre 460-560 nm, variando estes valores para o solvente.*
Estas caracteristicas espectrais fazem deste composto, um excelente fotossensibilizante em
quimioterapicos fotoativados.’®* Em funcdo disso, a sintese de alguns complexos com
curcumina tem sido direcionada na aplicagdo de biomarcadores fluorescentes em células
cancerigenas, pois por meio destas propriedades, estes podem indicar as interagdes da molécula

com as células.'?*

1.4  Reacoes Multicomponentes

Atualmente a ideia primordial numa sintese ndo esta diretamente vinculada apenas a
altos rendimentos e pureza do produto requerido, mas também aos fatores ambientais, e como
a geracdo de residuos a partir delas ir4 impactar na natureza.>

Em fun¢do do desenvolvimento crescente da Quimica Verde, que visa “desenvolvimento
de produtos quimicos e seus processos com redu¢do, eliminagdo, ndo uso e/ou geragdo de
substancias perigosas”;***! intensifica-se a necessidade de novos métodos de sintese, que sejam
mais benignos ao meio ambiente.>!

As sinteses organicas nomeadas como reagcdes multicomponentes (RMC) sdo reagdes
em que geralmente trés ou mais reagentes se combinam em um mesmo “pof” reacional
formando um produto que incorpora as caracteristicas estruturais de todos os reagentes. >’

A formagdo de um composto via RMC se da através de reagdes quimicas sequenciais,
desta forma sdo gerados intermedidrios reativos frente ao outro reagente disposto no meio
reacional, seguindo assim até a formagio do produto final.>* Uma vez que niio h4 a necessidade
de isolar o intermedidrio de reacdo para dar continuidade a sintese, o nimero de etapas de

sintese e purificagdes sdo reduzidas.’®*! Isto torna estas sinteses mais vantajosas em relagdo as

reagdes lineares.>*! A Figura 6 ilustra as diferencas entre rea¢des lineares e RMC’s.
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Reacio linear
RMC

3
=

>

Figura 6: Esquema que compara as reagdes lineares e reagdes multicomponentes

A primeira RMC ¢ datada a partir de 1850, a partir da reacdo de Strecker, posteriormente
surgiram outras reagdes importantes como de Hantzsch (1882), Biginelli (1891), Mannich
(1917), Passerini (1921), e Ugi (1959).%8-30:32

Estas sinteses permaneceram inexploradas por alguns anos pelas industrias, a falta de
interesse era devido aos poucos estudos de aplicacdo dos produtos de sintese de RMC’s.*° O
crescimento desse ramo de pesquisa se deu apos a descoberta de que alguns compostos obtidos
pelas RMC podiam apresentar aplicagdes bioldgicas.>® A exemplo a reagdo de Strecker, que
originalmente reagia acetaldeido, amodnia e acido cianidrico, a hidrolise do produto, gera o
28,30

aminodacido alanina.

1.5 A lImportancia da Quimica Inorganica para a Quimica medicinal

Muitos metais se encontram presentes em sistemas vivos, sendo incorporados as funcdes
essenciais tais como o processo de transporte de oxigénio pela hemoglobina. Tal capacidade se
da pela presenca do grupo heme, o qual ¢ formado pela coordenagdo de um atomo de Fe(II)

com quatro anéis pirrdlicos.** A presenca de metais essenciais em organismos vivos, ndo
se limita apenas ao ferro, mas também aos metais zinco (sistema imunologico, coenzimas, etc),
cobre (participagdo em processos enzimaticos), magnésio (contribui para o funcionamento de
enzimas essenciais, € também na absor¢ao de calcio), calcio (constituinte dos 0ssos), cobalto
(vitamina B12), dentre outros.**>*

A quimica inorganica medicinal tem avangado suas pesquisas ao longo dos anos, data-
se que ha cerca de 5000 anos, os egipcios ja faziam uso de metais na medicina popular.* No
século XVI, o famoso médico suico Theophrastus Paracelsus (1493-1541) sugeriu que o uso de

medicamentos a base de mercurio poderia tratar a sifilis.*

Atualmente a quimica inorganica medicinal ¢ melhor compreendida, com estudos mais
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detalhados sobre a atividade bioldgica e citotoxica de alguns complexos, tais como o0s
compostos de coordenacio a base ouro, no tratamento de artrite e artrose.>>*® No entanto, foi a
partir da descoberta da atividade antitumoral da cis-platina [Pt(NH3).Cl2] em 1965, por Barnett
Rosemberg, que a quimica inorganica medicinal ou quimica bioinorganica (como tem sido
descrita por muitos pesquisadores em seus trabalhos) teve seu progresso mais acentuado.>*>>

Desde entdo tem sido crescente o interesse no estudo de possiveis agentes terapéuticos
que contenham metais em sua estrutura.>* Além disso, tem sido focado também o estudo em
torno dos mecanismos de a¢do destes compostos no organismo.>**

Posteriormente, sabendo que muitos compostos organicos apresentam atividade
bioldgica e que podem ser utilizados como ligantes na sintese de compostos de coordenagao,
muitos pesquisadores tém concentrado suas atividades no desenvolvimento de estratégias de
potencializar a agao destes compostos organicos por meio da complexagdo com diversos metais.
3336

A coordenagdo destes compostos organicos com cations metalicos pode vir a alterar de
modo significativo o perfil da atividade biologica do mesmo. A combinagdo metal-ligante tende
a modificar a lipofilia do composto formado, sendo assim, muitos complexos apresentam maior
atividade do que o ligante livre.>*¢ Além disso, a coordenacdo pode auxiliar na reducio da
resisténcia celular, uma vez que o mecanismo de resisténcia ¢ conhecido pelo organismo
somente para o ligante livre, existindo assim a possibilidade de ndo reconhecer o mesmo apos
ser complexado com o metal®*37,

Contudo, um dos desafios impostos a quimica inorganica ¢ o controle da citotoxicidade
dos complexos, que tendem a ser maiores do que os ligantes livres, mas vale lembrar que ndo é
um problema exclusivo da quimica inorganica, sendo aplicada na quimica organica medicinal
também.>*

Muitos autores tém preterido trabalhar com metais ditos como essenciais, ou seja,
aqueles que apresentam tragos no organismo dos seres vivos. Em fung¢ao disso, alguns trabalhos
restringem suas pesquisas a alguns metais alcalinos e alcalino terrosos como sddio e magnésio
e aos metais da primeira série de transi¢do.***® Ou seja, por estrem presentes no organismo
humano, acredita-se que isto possam ocasionar um menor efeito de rejei¢ao do organismo em

relacdo aos mesmos.>*3637
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1.6 Quimica Verde e metodologias alternativas na sintese de compostos organicos e
inorganicos

A Quimica Verde pode ser definida como o desenvolvimento de produtos quimicos e
seus processos com reducdo, eliminagdo, ndo uso e/ou geracdo de substancias perigosas.3®
Desde a década de 90, quando o termo comecgou a ser utilizado, tem sido proposto diversas
sinteses e processos quimicos que sigam os doze principios, ou que possam fazer uso a maioria
dos Principios da Quimica Verde, os quais estdo listados abaixo :384

1-Prevenir a formacao de residuos;

2-Minimizar a massa dos compostos utilizados;

3-Projetar sinteses quimicas com menores toxicidades;

4-Projetar produtos quimicos eficientes e menos toxicos;

5-Evitar a utilizacdo de solventes, quando necessario estes devem ser indcuos;

6-Aumentar a eficiéncia energética;

7-Utilizar fontes renovaveis;

8-Evitar a utilizacdo grupos protetores ou qualquer modificacdo quimica temporal na
realizacdo das sinteses;

9-Utilizar catalisadores;

10- Os produtos finais devem ser biodegradaveis apos serem utilizados;

11- Monitorar em tempo real a sintese, para que ndo forme substancias toxicas;

12- Minimizar o risco de acidentes

1.6.1 Método Mecanoquimico

De acordo com a IUPAC, a mecanoquimica é definida como o ramo onde as reagdes sdo
causadas por energia mecanica.®>** Diversas reacdes podem ser realizadas pelo método
mecanoquimico, desde rea¢fes organicas, como reagdes de condensacdo, amidacdo e
polimerizacdo; a sintese de compostos inorganicos, tais como compostos de coordenagéo e
MOF (Metal- Organic-Frameworks).364-47

O processo de moagem mecanoquimica pode envolver a formacdo de ligagdes
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covalentes como carbono-carbono, ligacGes coordenadas, ligagdes ndo covalentes como ligacao
de Hidrogénio ou n—m em sistemas conjugados.*®

O ato de moer os reagentes a fim de se obter um dado produto é antigo, comumente
realizado com almofariz e pistilo; entretanto neste caso, a reprodutibilidade da sintese pode ser
comprometida.®24® Em contraste com a moagem manual, as sinteses realizadas em moinhos de
bolas minimizam os fatores externos que podem interferir nas reacdes;*>®° uma vez que a
frequéncia e o tempo utilizados podem variar, interferindo nas propriedades do produto final.?

As sinteses realizadas por método mecanoquimico apresentam diversas vantagens em
relacdo as realizadas pelo método convencional, dentre elas estdo: reducdo do uso de grandes
quantidades de solventes, rendimentos reacionais altos, reducdo do uso de catalisadores e
diminuicdo de tempo reacional.®? Por estes motivos, diversos autores tém preterido este tipo de
método nas sinteses multicomponentes, as sinteses convencionais, sob refluxo.38

Alguns autores afirmam que o uso de pequenas quantidades de solvente (alguns
microlitros) aos reagentes durante a moagem pode diminuir significativamente o tempo
reacional. Neste caso, o solvente atua como um lubrificante, facilitando que as moléculas
entrem em contato e reajam entre si,3242:44:49.50

Ainda que sejam diversas as vantagens das sinteses mecanoquimicas em relacdo as
convencionais, existem algumas limitagdes tais como purificacio e escala laboratorial.*®>°
Dado que muitas sinteses ndo ocorrem completamente, posteriormente existe a necessidade do
uso de solventes para extracao e ou recristalizacdes com o intuito de aumentar a pureza dos
compostos preparados. %>

Além disso, em virtude de as sinteses realizadas em laboratorios de pesquisas serem de
baixa escala, variando suas massas entre miligramas e gramas, ainda é necessario avaliar se
muitas das sinteses relatadas na literatura podem vir a ser reproduzidas em escalas maiores, tal

como ocorre nas inddstrias.*6-°

1.6.2 Irradiacao de micro-ondas

As micro-ondas estdo localizadas entre o infravermelho e ondas de radio no espectro
eletromagnético e apresentam frequéncia entre 0.3 e 300 GHz, com comprimento de onda
variando entre 0,01 e 1 m.> Em funcdo da sua capacidade de transformar a energia
eletromagnética em energia térmica, a irradiacdo de micro-ondas esta sendo cada vez mais

aplicada como metodologia nas sinteses quimicas de compostos organicos e inorganicos.>>>
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Tal propriedade de converter energia eletromagnética em térmica de algumas
substancias, esta relacionada com a constante dielétrica do material, a qual ird determinar o
quanto de energia sera absorvida. 515254

As sinteses realizadas por irradiacdo de micro-ondas apresentam diversas vantagens em
relacdo as realizadas pelo aquecimento convencional, dentre elas estdo: aquecimento rapido e
homogéneo; alcance da temperatura desejada em tempo menores e aquecimento seletivo. !

O aquecimento homogéneo é uma das principais diferencas quando comparado com as
sinteses em refluxo, pois neste caso, se faz necessario aquecer primeiramente as vidrarias e
posteriormente a solugio.®>>°® Dessa forma o aquecimento ocorre da superficie do material
para 0 seu interior, por convec¢do e/ou condugdo; ndo havendo um controle exato de
temperatura, o que pode desencadear O inicio de um processo de degradacéo dos reagentes.>"*-
56

Além disso, por se tratar de um processo com homogeneidade térmica, o tempo
reacional tende a ser muito reduzido quando comparado com as sinteses convencionais.®® Isto
se deve ao acoplamento a nivel molecular que ocorre ao fazer uso da irradiacdo de micro-ondas,

ja que os materiais sio aquecidos do ntcleo para fora (Figura 7).%!

Fonte de calor Modo de aquecimento Distribuicdo de temperatura

Aquecimento convencional
> -

f

Aquecimento por %

irradiacao micro-ondas

de\r.'.:%\/ -

:

Figura 7: Gradientes de temperatura observados em uma amostra submetida ao

aquecimento por irradiagdo de micro-ondas e pelo método convencional.

Fonte: Adaptado de 57.

Portanto, em funcéo disto, as reacdes assistidas por irradiacdo micro-ondas comumente
apresentam altos valores de rendimento reacionais, o que facilita oprocesso de purificacdo do
produto, o que faz com que esta metodologia se adeque aos principios 1 e 6 da Quimica
Verde.3%40
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No entanto, € necessario ressaltar que a principal desvantagem no uso da irradiacdo de
micro-ondas nas sinteses quimicas, € a inviabilidade de se trabalhar com qualquer solvente. 5?3
Devido ao fato de que compostos convertem a irradiagdo de microondas de modo distinto, em
funcdo de sua constante dielétrica, cada qual apresenta diferentes propriedades de absor¢do de

microondas, 0 que torna este aquecimento seletivo 394051
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2. OBJETIVOS

o Sintetizar um novo ligante derivado cumarinico curcuminico a partir de uma
reacdo multicomponente entre a curcumina, 4-hidroxicumarina e 4-carboxibenzaldeido.

o Sintetizar os complexos de Fe(ll), Co(l1), Cu(ll) e Zn(I1) com o ligante derivado
cumarinico curcuminico e determinar a forma como o ligante se coordena aos ions
metélicos.

. Estudar a agdo antimicrobiana tanto do derivado cumarinico curcuminico,
quanto dos compostos de coordenacéo, a fim de avaliar o potencial antimicrobiano destas
estruturas e se a presenca dos metais potencializa ou diminui tal acdo; sendo realizados
através de testes in vitro pela técnica de microdiluigdo em caldo.

e Fazer uso de metodologias verdes na sintese dos compostos organicos e inorganicos

sempre que possivel
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3. PARTE EXPERIMENTAL:

3.1 Materiais e Métodos

A Tabela 1 apresenta os reagentes e solventes utilizados neste trabalho, além da pureza

e procedéncia dos mesmos.

Tabela 1: Reagentes e solventes utilizados nas sinteses, formula quimica, procedéncia e pureza.

Reagente/Solvente Férmula quimica Procedéncia Pureza
4-carboxibenzaldeido CsHsO3 Sigma Aldrich ~ 97%
4-hidroxicumarina C9oHeO3 Sigma Aldrich ~ 98%
Cloreto de cobalto hexa-hidratado CoClz-6H20 Synth 97%
Curcumina C21H2006 Sigma Aldrich  65%
Dimetilsulféxido (CH3)2S0, LabSynth PA
Etanol CH3CH,OH LabSynth PA
Nitrato de cobre penta-hidratado Cu(NOs -5H,0 Synth 96%
Sulfato de ferro (II) hepta-hidratado FeSO4-7H20 Synth 98%
Nitrato de zinco hexa-hidratado Zn(NO3)2-6H>O Synth 96%

3.2  Sinteses pelo método mecanoquimico

As sinteses foram realizadas em moinho de bolas da Retsch MM 400, utilizando jarros
de ago inoxidavel de 10 mL, uma esfera de ago inoxidavel de 7 mm e frequéncia de 30 Hz. Os
tempos de moagem foram variados para determinar o melhor tempo reacional para a sintese
dos compostos.

3.2.1 Sintese do intermediario reacional

Para a sintese do intermediario de reacdo (Figura 8) foi utilizado 1 mmol de curcumina,
1 mmol de 4-carboxibenzaldeido e 40 uL de etanol. Foram variados os tempos de moagem em
30, 60 e 120 minutos, a fim de determinar o melhor tempo reacional, fazendo uso de
cromatografia em camada delgada (CCD), ao fim de cada sintese, para melhor avaliar os
resultados. O melhor tempo reacional foi de 60 minutos e o composto precisou ser purificado
em coluna cromatografica de silica, com solucao eluente de hexano: acetato de etila, na
propor¢ao 6:5. Apos a purificacao obteve-se um composto de cor alaranjada com rendimento

de 45%.
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Figura 8: Esquema de sintese do intermediario reacional.

3.2.2. Sintese do ligante derivado cumarinico curcuminico

Para a sintese do ligante derivado de cumarina e curcumina (Figura 9) foram reagidos 1
mmol de curcumina, 1 mmol de 4-carboxibenzaldeido, 1 mmol de 4-hidroxicumarina na
presenca de 40 pL de etanol. Os tempos de moagem avaliados foram 30, 60 e 120 minutos de
duragdo para cada sintese. O melhor tempo reacional foi de 60 minutos, pois houve a formagao
do produto sem a presenca dos reagente e subprodutos, como indicado pela CCD. O composto
de coloragdo amarela apresentou rendimento reacional de 92% visto que parte do produto nao

pode ser recuperado do jarro.

HO Q
. e TH
CH;CH,OH
oF \|L \]/ OH + + \j s
60 min
o —
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=
o o H
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Figura 9: Esquema de sintese do ligante.
3.3  Sinteses dos compostos de coordenacio

A principio foram realizadas tentativas de sintetizar todos os complexos reagindo as
solucdes do ligante sédico com a dos sais dos metais de transi¢do em meio aquoso, controlando
o pH em phmetro. Entretanto, somente foi possivel obter o complexo de cobre e ferro por esta
metodologia de sintese, para os outros casos a cinética reacional era muito lenta, ou ndo houve
reacdo. Portanto foi necessario utilizar outras rotas de sintese, levando em consideracao os
Principios da Quimica Verde, os complexos de Cobalto e Zinco foram sintetizados via

irradiacdo de micro-ondas.
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3.3.1 Sintese do ligante s6dico em meio aquoso
Em um béquer sob agitacdo magnética constante foi adicionado uma solugao aquosa de

hidréxido de sédio (10 mL) 0,1 mol L™* a 20 mL uma suspensio aquosa do ligante (0,5100 g).
Uma vez que o ligante € pouco soluvel em 4gua, apos a adicao total de NaOH, foi necessario
filtrar a suspensao a fim de eliminar parte do ligante que ndo tenha reagido. Posteriormente a
solucdo apos ser filtrada foi evaporada em rota-evaporador para obter o precipitado solido de

cor amarela.

3.3.2 Sintese do ligante sodico em meio etanélico
Para a sintese do ligante sddico (0,2 mmol), foram adicionados em um béquer 10 mL de

etanol para solubilizar 0,1325 g de amostra do ligante. Posteriormente o composto foi
desprotonado com solugio aquosa de hidroxido de sédio 0,1 mol L (3,02 mL), a mistura seguiu
sob agitagdo magnética durante o processo de sintese, e foi obtido uma solucdo de cor laranja.

3.3.3 Sintese do Complexo de Ferro
Para a realizacdo da sintese do complexo, primeiramente manteve-se a solugio etandlica

de ligante sddico (0,2 mmol) em atmosfera de N> por 30 minutos. Apos isto, adicionou-se a
solucdo etanolica de ligante sddico a solucdo aquosa (5 mL) de sulfato de ferro (II) (0,3 mmol).
A reacdo procedeu em sistema fechado, purgando N, para evitar a oxidagao de Fe(II) a Fe(III).
O pH final da reacao foi de 6,5 e foi observada a formagdo de um precipitado marrom, que foi
lavado com agua destilada e etanol para eliminar os ions sulfato e ligante que nao tenha reagido
completamente (teste qualitativo com solugdo de BaCl, para ions sulfato). A reacdo apresentou
rendimento de 56,85%.
3.3.4 Sintese do Complexo de Cobalto

Adicionou-se a solucgdo etandlica (0,2 mmol) de ligante sodico a solugdo etandlica de
cloreto de cobalto (0,1 mmol, 5 mL), e reagiu-se por 60 segundos em micro-ondas convencional
(pH fina1 =6,1). A solugdo apresentou variacao de cor (de alaranjada para avermelhada), a partir
de 30 segundos, tal variagao se estendeu até 60 segundos. O solvente foi evaporado no rota-
evaporador e foi obtido um precipitado vermelho, que foi lavado com 4gua destilada e etanol,
até a eliminagdo dos ions cloreto e ligante que ndo tenha reagido completamente (teste
qualitativo com solucao de AgNO3/HNO3 para ions cloreto). A reacdo apresentou rendimento

de 56,85%.

3.3.5 Sintese do Complexo de Cobre
O complexo foi preparado adicionando lentamente solucdo aquosa (0,2 mmol) de

ligante sddico (preparado conforme indicado na se¢do 3.3.) a solu¢do aquosa de nitrato de cobre
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(0,3 mmol, 5 mL), posteriormente ocorreu a precipitacdo do complexo. O pH final da reacio
foi de 5,7, precipitado verde foi lavado com agua destilada até a eliminag¢@o dos ions nitrato
(teste qualitativo com solugdo de difenilamina). A reacdo apresentou rendimento de 71,89%.

3.3.6 Sintese do complexo de Zinco
De modo analogo a sintese do complexo de cobalto a solugio de etanolica de nitrato de

zinco (0,3 mmol, 5 mL) a solucdo etanolica de ligante s6dico (0,2 mmol) e reagiu-se por 60
segundos em micro-ondas convencional, (pH fina = 5,8). O solvente foi evaporado em rota-
evaporador, e o precipitado laranja foi lavado com agua destilada e etanol até a eliminagdo dos
ions cloreto e ligante que ndo tenha reagido (teste qualitativo com solu¢do de difenilamina para
ions nitrato). A reacdo apresentou rendimento de 70,41%.
3.4 Espectrometria de Massas

Os espectros de massas de alta resolug@o foram obtidos por meio do espectrometro da
Bruker, modelo Q-TOF Maxis Impact. A analise foi realizada por infusdo direta fazendo uso de
metanol padrao como solvente. A andlise foi realizada no modo negativo de ionizagao (4,5 kV)
por electrospray, usando aditivo de solugdo de hidroxido de amonio 0,1%.

3.5 Ressonancia Magnética Nuclear DEPTQ e 'H (DEPTQ e RMN 'H)
Os espectros de RMN DEPTQ ¢ 'H e os bidimensionais HSQC (Heteronuclear Single

Quantun Coherence) e HMBC (Heteronuclear Multiple Quantun Coherence) foram obtidos
pelo espectrometro Bruker Avance III HD 600 (14,1 Tesla), operando em frequéncias de 600
MHz para os nticleos de hidrogénio e 150 MHz para o carbono. As amostras foram solubilizadas
em acetona deuterada e os respectivos picos dos solventes € de TMS foram utilizados como

referéncia interna.

3.6 Espectroscopia vibracional na Regido do Infravermelho (IV)
Os espectros no infravermelho dos compostos foram obtidos no espectrometro da

Thermo Scientific, modelo Nicolet iS10, por meio da técnica de refletancia total atenuada com
cristal de germanio, no intervalo de a 4000-675 cm’!, resolugio de 4 cm™ e 32 varreduras por
espectro.

3.7 Termogravimetria- Analise Térmica Diferencial (TG-DTA)

As curvas TG-DTA foram obtidas no equipamento Netzsch modelo STA 449 F3,
utilizando-se a massa de amostras proximas a 5 mg e razio de aquecimento de 10 °C min™! em
atmosfera de ar com vazio de 50 ml min™! e intervalo de temperatura de 30 a 800 °C. Quando
necessario, foi utilizada atmosfera de N2, sob mesma vazao.

3.8 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)
As curvas DSC e imagens foram obtidos pelo equipamento Mettler-Toledo modelo DSC
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1 Star® System com camera digital SC 30 acoplada, que incorpora um sensor CMOS de 3,3
megapixel, sub-conjunto 6ptico mecanico Navitar 1-6232D com zoom de 6,5X. Utilizou-se
massas de amostras de aproximadamente 3,5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C min’!, em
atmosfera de ar com vazio de 50 ml min™!, cadinho de aluminio de 40 pL, com tampa prensada
e perfurada (para os compostos que nao foram filmados) e cadinho de a-alumina aberto, 30 uL.
(para os sistemas que foram filmados) e intervalos de aquecimento de acordo com a estabilidade
térmica de cada composto.

3.9 Termomicroscopia de luz plano polarizada (PLTM)

As imagens foram obtidas pelo Microscopio Optico Olympus BX51, com Camera
Olympus SC30 acoplada ao Hot Stage Mettler Toledo HS82. As analises foram realizadas em
uma razdo de aquecimento de 4 °C min™! nos intervalos de temperatura com maior interesse nos
eventos observados nas curvas DSC.

3.10 Difratometria de Raios X do po (DRXP)

Os difratogramas de raios X do p6 foram obtidos no Difratometro Rigaku modelo
MiniFlex 600 utilizando-se tubo de cobre, submetido a 20 kV, corrente de 20 mA, Cu kg, A =
1,54056 A, no intervalo compreendido entre 10-80 °, com passo de 10° por minuto.

3.11 Espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta- visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos dos compostos dissolvidos em DMSO (10~ M) foram obtidos

no equipamento Cary 2848 (Agilent Technologies) na regido entre 200-800 nm em cubetas de

quartzo com caminho optico de 1 cm.

3.12 Determinacéo da atividade biol6gica da cumarina, curcumina, do ligante (L), ligante
sodico (NaL) e dos complexos de Fe(ll), Co(ll), Cu(ll) e Zn(Il) in vitro

A atividade bioldgica da cumarina, da curcumina, do ligante, do ligante sodico, bem
como dos compostos de coordenacdo foram determinadas pela técnica de Microdiluicdo em
caldo, padrdo-ouro para a determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM) de compostos
com atividade antimicrobiana, de acordo com a metodologia descrita segundo orientagdes do
Manual M100S do Clinical and Laboratory Standards Institute para as bactérias aerobicas, com

modificacdes. >

o Preparo do indculo bacteriano

Para realizar os ensaios foram utilizadas as cepas-padrdo Escherichia coli ATCC®
25922™ e Staphylococcus aureus ATCC® 25923™. Os indculos bacterianos foram preparados
a partir da turvacao de salina fisioldgica estéril até 0,5 na escala de McFarland, equivalente a
1.108 UFC mL?, determinada em equipamento DensiCHEK Plus® (BioMérieux). Na
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sequéncia, estas solucdes foram diluidas até a obtengdo da concentracdo de 1.10° UFC mL*,

ideal para a realizacdo do ensaio.

. Preparo dos compostos

Todos os compostos citados anteriormente foram diluidos em caldo Miller-Hinton
(MH), meio de cultivo rico em nutrientes que favorece o crescimento de espécimes bacterianos,
na concentracdo de 2 mg mL™ com 10% do solvente DMSO (solugio-estoque). Posteriormente,
9 tubos de ensaio contendo 500 pL de MH foram utilizados para a realizagéo das dilui¢Ges
seriadas, de modo que, ao final delas, cada tubo continha 500 pL de solugdo do composto, em

diferentes concentracdes, partindo da solugdo-estoque inicial.

o Microplaca de poliestireno de 96 pocos

A determinacdo da atividade bioldgica teve seguimento na microplaca de poliestireno
de 96 pocos. Na primeira coluna da microplaca foi realizado o controle de esterilidade (controle
negativo), sendo adicionado a cada poco desta coluna apenas 50 puL de MH a 10% de DMSO.
J& a segunda coluna foi utilizada na realizagdo do controle de crescimento (controle positivo),
onde 50 pL da mesma solugdo foi pipetada, junto de 50 pL de inéculo bacteriano na
concentragdo de 1.10° UFC mL™. Estas duas colunas, uma vez que atuam como controle de
qualidade da técnica de Microdiluicdo em caldo, sdo de suma importancia na validacdo do
ensaio.

Na sequéncia, nos pogos das colunas 3 a 12, foram pipetados 50 pL das diferentes
concentragOes dos compostos, sendo a concentracdo dos pogos da coluna 3 a menor obtida na
etapa de diluicdo seriada, enquanto que nos pocos da coluna 12 havia a maior concentracdo. A
cada um dos pocos foi adicionado 50 L de indculo bacteriano contendo 1.10° UFC mL™, desta
forma diluindo as concentragdes pipetadas em 50%.

Em cada microplaca foi testado um dos compostos supracitados frente as duas cepas-
padrdo utilizadas, em duplicata. Como cada ensaio foi realizado duas vezes, cada composto foi

testado em tetraplicata contra cada uma das cepas-padrdo empregadas.

o Determinacéo da CIM

Apos as diversas etapas acima descritas, todas realizadas em cabine de seguranca
bioldgica, a placa foi homogeneizada por 4 minutos em agitador orbital e, subsequentemente,
incubada em estufa de crescimento microbiolégico a 36 + 1 °C por 16-20 horas. Apés este
periodo, 20 pL do composto incolor cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) foi acrescentado a

cada poco da microplaca, que foi reencubada por 20 minutos, sob as mesmas condi¢Ges acima
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descritas. A CIM, foi determinada visualmente como o primeiro pogo que se apresentava
incolor apds incubacdo com TTC.

O TTC é um indicador de oxirreducdo utilizado para diferenciar organismos
metabolicamente ativos daqueles ndo ativos. O mecanismo baseia-se na reducdo enzimética do
2,3,5-trifeniltetrazolio (incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor avermelhada) em tecidos vivos
devido a atividade de vérias enzimas desidrogenases, enzimas importantes na oxidagdo de
compostos organicos e, portanto, no metabolismo celular.>®

o Curcumina e ligante derivado cumarinico curcuminico

A curcumina e o ligante se mostraram insolUveis na presenca da solucéo aquosa do caldo
de crescimento MH. Para solucionar este impasse, foi preparada uma solucdo a 0,1% de
carboximetilcelusose (CMC) partindo da solugdo-estoque. A CMC é um polimero anidnico
derivado da celulose, muito soltvel em agua, o qual foi empregado com o objetivo de deixar 0s
compostos em questdo em solucdo, evitando a sua precipitacdo. A partir desta solucao, as
diluigdes foram realizadas de acordo com a técnica descrita acima.

o Complexos de Fe(l1), Co(ll) e Zn(1)

Apos a etapa de incubacdo em estufa por 16-20 horas, observou-se que 0s complexos
de ferro, cobalto e zinco haviam precipitado um pouco naqueles pogos da microplaca de
poliestireno em que sua concentracdo era maior, dificultando a interpretacdo da CIM. Dessa
forma, com o objetivo de minimizar essa interferéncia, as solu¢des dos pogos em que houve
precipitagdo de parte dos compostos foram cuidadosamente transferidas para outra microplaca
de poliestireno, estéril, e s6 entdo o composto TTC foi adicionado para interpretacdo da CIM.
E interessante ressaltar que para o complexo de Fe(ll) houve uma varia¢do na coloragio do
composto inicial para o precipitado, de marrom para preto, indicando que esta precipitacao seja

referente a oxidagao dos ions Fe(Il) —Fe(lll).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacido dos precursores de sintese do ligante

Asecdo 4.1 aborda a caracterizagdo espectroscépica por IV e termoanalitica por meio das
técnicas TG/DTG-DTA dos precursores de sintese do ligante e do intermediario reacional, os quais
serdo melhor discutidos ao longo do trabalho. Nao foram abordadas as caracterizagdes dos sais
dos metais utilizados nas sinteses dos compostos de coordenacdo, pois ja existe um vasto estudo
acerca destes compostos na literatura, e a discussao dos precursores de sintese organica colaboram

mais para as interpretacdes dos resultados obtidos no presente trabalho.

4.1.1 Espectroscopia vibracional na Regido do Infravermelho
Os espectros de IV da 4-hidroxicumarina, curcumina e do 4-carboxibenzaldeido sido

apresentados na Figura 10.

No espectro de IV do composto 4-hidroxicumarina (Figura 10.a) a banda em 1685 cm’!
¢ referente ao estiramento C=0, a presenca do sistema conjugado induz a absor¢ao para regides
mais baixas.®*? A baixa frequéncia de absor¢do em relacio aos valores padrio sdo devidos a
conjugacdo com o anel aromético. As bandas de média intensidade em 1609 e 1564 cm™ sdo
atribuidas a absor¢do de estiramento C=C do anel. J& as bandas finas com absor¢do de média

intensidade em 1303 e 1276 cm™ sdo atribuidas as vibragdes de deformacio C—0.5%¢!

Analisando o espectro de IV da curcumina (Figura 10.b) é observado uma banda em
3511 cm referente ao estiramento O—-H das hidroxilas ligadas aos anéis aromaticos do
composto. Posteriormente é observado um dubleto de picos em 1628 e 1603 cm™ referente
aos estiramentos simétrico e assimétrico C=0 da carbonila na forma endlica.®® Entretanto,
alguns autores sugerem também que a banda em 1603 cm™ seja referente a absorgdo C=C com
a absorcéo da carbonila.5%-¢3

Os baixos valores de absorcéo das bandas de carbonila, séo resultantes da conjugagéo
dos alcenos laterais as carbonilas com os anéis aromaticos. A presenca de uma banda larga de
baixa intensidade em 3371 cm™ ¢ referente ao estiramento O-H da forma endlica, confirmando
que a molécula ndo se encontra na forma dicetdnica. As bandas em 1509 e 1429 cm™ sdo
atribuidas aos estiramentos C=C, e a baixa frequéncia de absorcdo tambeém ¢é relativa a
presenca do sistema conjugado da molécula. Ja a banda em 1282 cm™ é referente ao
deformacdo C-O. As absorcdes referentes a deformacédo fora do plano, das ligacdes C-H

presentes no anel aromatico se encontram presentes na regido entre 900-690 cm™.
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Figura 10: Espectro de IV dos precursores de sintese (a) 4-hidroxicumarina, (b) curcumina,
(c) 4-carboxibenzaldeido

O espectro de IV do 4-carboxibenzaldeido (Figura 10.c) apresenta as bandas em 3053,
2833 e 2756 cm?, que sdo atribuidas as absorcdes de estiramento O—H do grupo carboxilico
(-COOH) e C-H (-CHO) do aldeido, respectivamente. A banda em 1683 cm™ ¢ referente ao
estiramento C=0 das carbonilas presentes na molécula, o alargamento na banda é devido ao
fato de que sdo duas carbonilas em ambientes quimicos muito semelhantes. As bandas em
1575 e 1505 cm™ s&o atribuidas as absor¢des de estiramento do anel. As bandas em 851, 788,
687 cm™ sdo atribuidas as absorcdes de deformacio angular de C=C do anel aromatico. A

Tabela 2 resume as principais absor¢des descritas no texto, para cada composto.
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Tabela 2: Principais bandas de absor¢do no infravermelho dos precursores de sintese
organica

Atribuices 4-hidroxicumarina Curcumina 4-carboxibenzaldeido
(cm™) (em™) (cm™)
-OH (v) 3430-3000 m 3511, 3371 m 3097-3053 m
-CH sp®/ =C-H sp? (v) 3187 m 3014 2986 w
C-H(-CHO) (v) - - 2833, 2756 w
C=0 (v) 1685 s 1628, 1603 n 1683
-C=Cn (v) 1609 s, 1564 m 1509 ,1429 1575, 1505 n
C-O (9) 1303, 1276 m 1282 m 1206 m
-C=C (o) 874,832,815, 746 m 851, 788, 687 m 851, 788, 687 m

v = estiramento vibracional; 6 = deformac&o; absor¢des de s = forte, m = média e w = fraca
intensidade

4.1.2 Estudo termoanalitico (TG/DTG-DTA e DSC)

4-hidroxicumarina.
As curvas TG/DTG-DTA da 4-hidroxicumarina estdo dispostas na Figura 11.

Analisando as curvas TG/DTG pode ser observado uma etapa de perda de massa entre 43,2-
89,6 °C (Am= 3,20%), associada ao evento endotérmico como pico em 73,2 °C na curva DTA,
relativa & perda de solvente de cristalizagdo presente no composto. Posteriormente € observado
um segundo evento endotérmico em 216,1 °C na curva DTA, associado a fusdo da 4-
hidroxicumarina.

Segundo as curvas TG/DTG, o composto degrada em pelo menos trés etapas de perda
de massa sobrepostas. A primeira etapa ocorre entre 195,2-302,6 °C (Am = 40,18%), seguido
de uma segunda etapa sobreposta que ocorre entre 302,6- 384,5 °C (Am= 20,02%), estdo
associados a discreta exoterma presente na curva DTA entre 280,1-360,4 °C.

De acordo com testes realizados em teste de bancada, em um equipamento de ponto de
fusdo, observou-se que antes da fusdo, no intervalo compreendido entre de 125-194 °C parte da
amostra sublima e condensa na parede do tubo, e, de modo simulténeo ocorre fusdo do
composto nao sublimado no fundo do béquer. Apos este intervalo de temperatura inicia-se um

processo de degradagao do composto condensado e da fase que fundiu.
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Figura 11: Curvas TG/DTG-DTA da 4-hidroxicumarina.
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A terceira e ultima etapa de perda de massa entre 384,5-636,5 °C (Am = 36,42%),

correspondendo ao pico exotérmico em 559,8 °C na curva DTA, ¢ atribuido a oxidacdo do

material carbonizado formado nas etapas anteriores.

A curva DSC da 4-hidroxicumarina estd disposta na Figura 12. O composto foi

submetido ao aquecimento no intervalo de temperatura compreendido entre 25-223 °C. Uma

vez que este composto degrada apds sua fusdo, descartou-se a possibilidade de analisar seu

comportamento sob ciclos de resfriamento e aquecimento consecultivos.
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Figura 12: Curva DSC da 4-hidroxicumarina.

Ao analisar a curva DSC da 4-hidroxicumarina podem ser observados dois eventos
endotérmicos com picos em 76,4 °C (AH= 120,28 J g!) e 217,7°C(AH= 194,12 J g'!), sendo
associados & perda de solvente de cristalizagdo e fusdo do composto, respectivamente.

A fim de confimar que se tratava de uma perda de solvente de cristaliza¢do, o composto
foi aquecido até 77 °C e foi analisado por difratometria de raios X do pd, como pode ser
observado na Figura 13. O difratograma da amostra aquecida existe um halo de difragdo e a
auséncia de picos presentes no difratograma da 4-hidroxicumarina comercializada (sem
aquecer), o que sugere que o solvente é de cristalizacdo e confirma portanto que o primeiro

evento na curva DSC se trata de uma perda de solvente de cristalizagao.
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Figura 13: Difratogramas da 4-hidroxicumarina sem aquecer (a) e aquecida até 77 °C (b).

As imagens de foto DSC (Figura 14) mostram que proximo a temperatura do primeiro
evento (76,4 °C), a camera fica um pouco embacada, provavelmente pela perda de solvente
presente no composto; posteriormente o composto funde, aos 220 °C ¢ possivel observar a fusao
completa da 4-hidroxicumarina. A sublimagao por ser apenas superficial ndo pode ser observada

na filmagem.
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Figura 14: Imagens foto DSC da 4-hidroxicumarina

Curcumina.
As curvas TG/DTG-DTA da curcumina estio apresentadas na Figura 15. Nota-se que o

composto ¢ termicamente estavel até 202,9°C e, segundo a DTG, decompde-se em pelo menos
trés etapas de perdas de massa sobrepostas. O pico endotérmico em 171,1 °C na curva DTA,
sem perda de massa na curva TG, ¢ atribuido a fusdo. A primeira e segunda etapa de
decomposi¢do ocorrem no intervalo entre 202,9-382,9 °C (Am=31,80%), associadas ao indicio
de exoterma entre 236,6-321,4 °C na curva DTA. Enquanto a terceira etapa de perda de massa

ocorre entre 382,9-682,0 (Am=68,20%), associada a exoterma entre 364,8 -586,2 °C.
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Figura 15: Curvas TG/DTG-DTA da Curcumina.

As curvas DSC ciclica da curcumina estdo apresentadas na Figura 16. Como pode ser
observado, no primeiro aquecimento é visto apenas um evento endotérmico em 182,1 °C,
associado a fusdo do composto. Durante o primeiro resfriamento ndo é observado evento
térmico associado a cristalizacdo do composto, apenas uma mudanca de linha de base em
111,91°C com ponto de inflexdo em 92,3°C referente a uma transi¢éo vitrea. Nos ciclos de
aquecimento e resfriamento posteriores sdo observados consecutivos eventos de transi¢des
vitreas em 29,9°C (2° aquecimento); 121,7 °C (2° resfriamento); 95 ,2 °C (3° aquecimento) e

81,7 °C (3°resfriamento).
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Figura 16: Curva DSC ciclica da Curcumina no intervalo compreendido entre 25-200 °C,
razio de aquecimento/ resfriamento de 10 °C min™ e atmosfera de ar seco.

4-Carboxibenzaldeido (4-CBA).

De acordo com as curvas TG/DTG-DTA do 4-carboxibenzaldeido obtidas em atmosfera
de ar (Figura 17.a) pode ser observado que o composto apresenta estabilidade térmica até
167,1 °C, ap0s isto ele sofre degradagao térmica em trés etapas de perda de massa sobrepostas.

A primeira etapa de perda de massa ocorre no intervalo entre 167,1-215,3 °C (Am=
6,16%) atribuido a sublimagdo parcial da amostra. A segunda e terceira etapas de perda de
massa ocorrem entre 215,3-354,0 °C (Am=83,77%), e 354,0-530,5°C (Am=10,07%), com picos
exotérmicos na curva DTA em 219,1°C e 314,6 °C referentes a oxidacao da matéria organica.

Em atmosfera de N (Figura 17.b) a curva TG mostra perda de massa em duas etapas. A
primeira etapa de perda de massa entre 169,7-278,9 °C (Am =95,61%), correspondendo ao pico
endotérmico em 247,2 °C na curva DTA, ¢ referente a sublimag¢ao da amostra. Esses resultados
estdo em desacordo ao reportado, que afirma que este pico ¢ referente a fusdo do composto.®
A segunda etapa de perda de massa entre 278,9-317,6 °C (Am=3,08%), corresponde a

degradacao térmica do 4-carboxibenzaldeido remanescente no cadinho.
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Figura 17:Curvas TG/DTG-DTA do 4-carboxibenzaldeido em (a) atmosfera de ar seco, (b)
atmosfera de No>.

A curva DTA mostra um evento endotérmico em 147,9 °C em ambas as curvas, sem
perda de massa na curva TG, referente 4 uma transicao de fase cristalina, que segundo os autores
Haisa e Kashino, se trata de uma transi¢do de fase.®

Como observado na curva DSC (Figura 18) o evento endotérmico em 150,8 °C (AH=
19.53 I g'!) é referente a uma transicio de fase, Haisa e Kashino mostraram, por Difratometria

de raios X de monocristal, que se trata de uma transi¢io da fase monoclinica para triclinica .%°
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Figura 18: Curva DSC ciclica do 4-carboxibenzaldeido realizada no intervalo de temperatura
entre 25-165 °C, a razdo de aquecimento/ resfriamento de 10 °C min* e atmosfera de ar seco.

A Tabela Al (apéndice) apresenta todos os dados termoanaliticos obtidos a partir das
curvas TG/TDG-DTA dos precursores 4-hidroxicumarina, curcumina e 4-carboxibenzaldeido.
Nele estao apresentados os intervalos de temperatura (0 °C), perdas de massa (Am) e
temperatura do pico (Tp) observados em cada etapa nas curvas TG/DTG-DTA destes

compostos.
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4.2 Caracterizacio do Ligante

4.2.1 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H) e DEPTQ

O espectro de RMN 'H se do ligante se encontra disposto na Figura 19. O espectro
mostra o sinal singleto em 10,17 ppm correspondente ao hidrogénio H25a presente no acido
carboxilico. O sinal dubleto em 8,25-8,23 ppm integrando para dois hidrogénios corresponde
aos hidrogénios H23/H23” (J=8,07 Hz). Em 8,19 ppm, o singleto com integral para dois
hidrogénios ¢ referente aos hidrogénios H3a/H3a’. O sinal de duplo dubleto entre 8,07-8,0 ppm
com integral para dois hidrogénios corresponde aos hidrogénios H22/H22’ (J= 8,07 Hz). O sinal
duplo dubleto entre 7,67-7,64 ppm, integrando para um hidrogénio ¢ referente ao H18 (J= 8,07
Hz), que est4 acoplando com o hidrogénio H17, presente no sinal entre 7,92-7,89 e constante
de acoplamento J=8,07 Hz. O sinal 7,62-7,57 ppm referente ao tripleto de dubletos exibe
integral para trés hidrogénios, sendo dois deles referentes aos hidrogénios H7/H7’, enquanto o
terceiro hidrogénio, se encontra encoberto na multiplicidade dos sinais, podendo ser referente
ao H16a. O sinal de dubleto de tripletos e o sinal seguinte de tripleto de dubletos em 7,38-7,36
e 7,35-7,32 ppm integrados para 4 hidrogénios ao total, sdo referentes aos hidrogénios H19/
H20 e HI/H1’ respectivamente. O sinal duplo dubleto em 7,20-7,17 ppm ¢ respectivo aos
hidrogénios H5/H5’ (J=8,07 Hz). O sinal duplo dubleto em 6,90-6,88 ppm ¢ referente aos
hidrogénios H4/H4’, com integral para dois hidrogénios e J=8,07 Hz indicando que os
hidrogénios H4/H4’ e H5/H5 estao acoplando em orto. J& o sinal de duplo dubleto em 6,73-6,70
ppm, integrando para dois hidrogénios sao relativos aos hidrogénios H8/H8’. Os sinais singleto,
integrando para um hidrogénio cada, em 5,98 e 5,67 ppm sao referentes aos hidrogénios H9a e
HI11 respectivamente. Enquanto o singleto em 3,93 ppm, integrando para seis hidrogénios,

corresponde aos hidrogénios das metilas, H26/ H26’.
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Figura 19: Espectro de RMN *H do derivado cumarinico curcuminico em (CD3).CO.
A Tabela 3 relne todas as informacBGes mencionais no texto, apresentando os dados espectrais de
RMN !H do ligante em (CD3).CO, valores de deslocamento (), e as atribuicdes para cada

hidrogénio, além do desdobramento do sinal e as constantes de acoplamento (J) para cada sinal.
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Tabela 3: Dados espectrais de RMN H do derivado cumarinico curcuminico em (CDs)2CO,
com os valores de deslocamento (5), as atribui¢des para cada hidrogénio, o desdobramento do
sinal e as constantes de acoplamento (J) para cada sinal.

d (ppm) Atribuicao Sinal J (Hz)

10,17 H25a S -

8,25-8,23 H23/H23’ dd 3J=8,07

8,19 H3a/H3a’ S -

8,07-8,0 H22/H22’ d 3J=8,07/ J=1,83
7,92-7,89 H17 dd 3] =8,07
7,67-7,64 H18 dd 3J=8,07/ %J=1,83
7,62-7,57 H7/H7’ ¢ Hl6a td 3J=15,77
7,38-7,36 H19/H20 dt =1,11
7,35-7,32 HI/HI’ td -

7,20-7,17 H5/H5’ dd 3J=8,07/ J=1,83
6,90-6,88 H4/H4’ dd 3J=8,07
6,73-6,70 H8/H8’ dd 3J=15,77

5,98 H9a S -

5,67 Hl11 S -

3,93 H26/H26’ s -

s= singleto,d=dubleto, dd=duplo dubleto, m= multipleto

A partir do espectro de DEPTQ do ligante (Figura 20), com auxilio dos espectros
bidimensionais de HSQC e HMBC (Figuras 21 e 22, respectivamente) foi possivel identificar
os carbonos presentes no composto. A esquerda do espectro, podem ser observados os carbonos
carbonilicos em 191,14 ppm; 183,64 ppm e 164,97 ppm referentes aos carbonos C25, C9/C9’ e
C13 respectivamente. Em funcao do efeito anisotropico do anel aromatico para o C25, e da
presenca do sistema conjugado para os carbonos C9/C9’ estes carbonos sao mais desblindados
em relagdo ao C13. Os carbonos C8/C8’ presentes nas ligagdes de alceno, sdo observados em
123,72 ppm, enquanto os carbonos C7/C7’ podem ser vistos em 140,53 ppm; o segundo par de
carbonos se encontram mais desblindado em fun¢do do acoplamento em W que os carbonos
podem fazer no sistema insaturado. Os carbonos do anel aromético referentes a parte do acido
na molécula C23/C23’ e C22/C22’ sdao observados no espectro com deslocamento quimico em
132,55,37 e 123, 22 ppm, sendo os carbonos C23/C23’ mais desblindados em funcdo da
ressonancia do 4cido carboxilico com o sistema conjugado do anel aromatico. Da mesma forma
o carbono C24 se encontra mais desblindado que o carbono C21 com deslocamento quimico
em 135,35 ppm e 127,78 ppm, respectivamente. O carbono 11 se encontra mais blindado em
91,73 ppm, enquanto o carbono C10 ¢ referente ao deslocamento em 100,77 ppm, mais
desblindado em fungio da presenca de carbonos sp* adjacentes. Ja o carbono C12 apresenta
deslocamento em 115,85. Os carbonos C17 e C20 apresentam ambientes quimicos

semelhantes, entretanto sdo magneticamente distintos, pois apresentam deslocamento quimico
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em 116,37 ¢ 130,10 ppm. Os carbonos C18 e C19 sdo vistos em 129,37 e 130,18 ppm. Enquanto
os carbonos C15 e C14 se encontram em 161,68 e 153,02 ppm. As metilas referentes aos

carbonos C26/C26’ como esperado se encontram mais blindadas em 55,42 ppm.
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Figura 20: Espectro de DEPTQ do derivado cumarinico curcuminico em (CD3)2CO (CJ, CH?, CH2|, CH3 7).
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Na Tabela 4, estdo dispostas as atribui¢des dos carbonos com seus respectivos

deslocamentos quimicos.

Tabela 4: dados espectrais de 3C-DEPTQ do derivado cumarinico curcuminico em
(CD3).CO com os valores de deslocamento (d), as atribui¢des para cada carbono.

8 (ppm)

Atribuicao

191,18
183,64
165,91
164,97
161,68
153,02
149,16
142,65
140,53
135,35
130,18
130,10
129,37
127,78
127,28
123,72
123,22
122,97
116,37
115,91
115,85
115,35
110,43
100,77
91,73

55,42

C25
Cco/Cco’
C13

Cl6

CI5

Cl4
C3/C3’
Co/C6’
cicr
C24
C23/C23°
C20
C22/C22
C21
c2/cy
C8/C8’
CI8
Cs/Cs’
C17

C19

Cl2
c4/c4
cl/cr
C10

Cll
C26/C26°
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As Figuras 21 e 22 sdo respectivas aos espectros de HSQC e HMBC do ligante a partir
dos mesmos foi possivel identificar a correlagdo heteronuclear 'H - 1*C a curta distancia, até >J

pelo HSQC e a também a longa distancia, até °J pelo espectro de HMBC
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Figura 21: Espectro de HSQC do derivado cumarinico curcuminico.
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Figura 22: Espectro de HMBC do derivado cumarinico curcuminico
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A Tabela 5 resume as informagdes obtidas pelas correlagdes heteronucleares através dos
espectros de HSQC e HMBC.

Tabela 5: Dados espectrais dos deslocamentos de Carbono e Hidrogénio e as correlacfes 13C-
'H al J pelo HSQC e 3C-*H 3J-4] pelo HMBC.

H S (ppm) HSQC *C-'H & (ppm) HMBC®C-'H 3J-4J
16a 10,17 Cle6 C15
14/14° 8,24-23 Cl4 C13/C15
13/13 8,07-8,0 C13 C12/C16
717 7,62-7,59 C7 C5/C8/C9
5/5° 7,35-7,34 C5 C1/C6
/1 7,19-7,18 Cl1 C5/C3
2/2° 6,92-6,88 C2 C6
8/8' 6,73-6,71 C8 C11/C9
11 5,99 Cl11 C8/C9
1717 3,92 C17 C3

4.2.2 Espectrometria de Massas com ionizacao por electrospray
O espectro de massas do ligante no modo negativo [M—H]™ do ligante (Figura 23)
revelou a presenga dos ions moleculares com m/z 661,1639; 631,1537 e 601,1441. A presenga
dos trés sinais decorre do fato que o reagente reacional, curcumina apresentar 65% de pureza,

sendo os outros 35% referentes a existéncia dos curcuminoides DMC e BDMC.
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Figura 23: Espectro MS com ionizagdo por electrospray do ligante.
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Em funcdo disto, o produto majoritario apresenta ion molecular m/z 661,1639, o qual
apresenta concordancia o valor tedrico 662,62 e portanto, apds a sintese mecanoquimica foram

obtidos trés produtos, como apresentado na Figura 24.

HO 0 OH
AN
+
NS
0 o]
o] H

Figura 24: Esquema de sintese dos compostos obtidos com base no resultado do espectro
electrospray.
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4.2.3 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho.

Na Figura 25 esta disposto o espectro de IV do ligante. A banda de estiramento —OH
fendlico pode ser observada em 3512 cm’!, posteriormente é notado um ombro largo entre 3433-

3290 cm’! referente ao estiramento OH do 4cido carboxilico e OH do enol presente na molécula.

10%
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Figura 25: Espectro de IV do derivado cumarinico curcuminico.

Abanda em 2976 cm™! corresponde aos estiramentos C-H sp’. A banda larga entre 2870-
2501 cm! é referente ao estiramento O-H do 4acido carboxilico e seu alargamento é devido as

-1 ¢ referente ao

ligacdes de hidrogénio que este grupo participa. A banda em 1687 cm
estiramento da carbonila do acido carboxilico C=0O (COOH) e da cumarina. As absorc¢des
intensas e tipica de carbonila de cetona a, B-insaturada podem ser observadas em 1627 e 1623
cm’!; sendo que a segunda banda estd sobreposta na mesma regido de estiramento C=C. As
bandas em 1603 e 1509 cm™ sdo relativas aos estiramentos simétrico e assimétrico C=C de anel

aromatico. As absorc¢des entre 1185 cm™ e 1111 cm™ correspondem as deformacdes angulares

C-O-C.
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4.2.4 Caracterizacio termoanalitica

A Figura 26 mostra as curvas TG/DTG-DTA do derivado cumarinico curcuminico, e
como pode ser visto, 0 composto ¢ termicamente estavel até 101,6 °C, apds esta temperatura
conforme mostrado pela curva DTG, sdo observadas 5 etapas de perda de massa sobrepostas.

A primeira etapa de perda de massa ocorre no intervalo entre 101,6-170,1 °C (Am =
2,13%), associado ao evento endotérmico em 133,8 °C na curva DTA, sendo atribuido a
sublimagao parcial e fusdo da amostra, confirmado em teste realizado na chapa de aquecimento.

A segunda e terceira etapas de perda de massa ocorrem entre 170,1-221,8 °C (Am =
2,53%) e 221,8-308,0 °C (Am = 2,83%), enquanto a quarta etapa de perda de massa ocorre no
intervalo entre 308,0-363,1 °C (Am =10,24%).

A segunda, terceira e quarta etapas de decomposi¢do apresentam um desvio da linha
base da curva DTA, entretanto ndo sdao susceptiveis de afirmar se sdo referentes a um evento
endotérmico ou exotérmico. Sugere-se que essas etapas sejam referentes a perdas de hidroxilas
como H>O e descarboxilagdo. Por consequéncia, ocorre uma sobreposicdo de eventos

endotérmicos e exotérmicos e nao € possivel observar sinais nitidos na curva DTA.
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Figura 26: Curvas TG/DTG-DTA do ligante derivado cumarinico curcuminico.
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A quinta e ultima etapa de perda de massa, ocorre no intervalo de temperatura entre 363,1-
662,1 °C (Am =82,27%) com pico exotérmico em 553,1 °C na curva DTA, e ¢ referente a
degradacao e oxidagdao do material carbonizado.

A Figura 27 apresenta a curva DSC do composto derivado cumarinico curcuminico. Ao
submeter a amostra ao aquecimento, nota-se a presenga de dois eventos endotérmicos

consecutivos e sobrepostos, com pico em 126,9 e 138,2 °C.
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Figura 27:Curva DSC do derivado cumarinico curcuminico obtida no intervalo entre 25-150
°C, razéo de aquecimento de 10 °C min™ e atmosfera de ar seco

Este composto foi submetido ao aquecimento variando as razdes de aquecimento com a
finalidade de separar os eventos e facilitar a interpretagdo dos resultados. A Figura 28 mostra
as curvas DSC do derivado cumarinico curcuminico nas razdes de aquecimento em 5 °C min’!
e 10 °C min™'.

Como observado, na curva com razio de aquecimento de 5 °C min™! (Figura 28.a), os

eventos puderam ser separados, uma vez que a temperatura de inicio para o primeiro evento

ndo ¢ adiantada, descartou-se a possibilidade de degradacdo associada ao primeiro pico.
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Figura 28: Curva DSC do ligante obtida no intervalo entre 25-150 °C, nas razoes de
aquecimento de 5°C/min (a); 10 °C/min (b) e atmosfera de ar seco.

A Figura 29, mostra as imagens de DSC-fotovisual do composto na razdo de
aquecimento de 5 °C min’!, pois nesta razio os eventos nio se encontram sobrepostos,
facilitando a interpretacdo dos resultados. As imagens mostram que em 126 °C a lente da
camera fica embacada, sendo referente a sublimacao parcial da amostra, observa-se adiante um
processo de fusdo, seguido de decomposicdo, como ¢ evidenciado pelo escurecimento da

amostra.



63

Figura 29: Imagens do DSC-fotovisual do ligante na razéo de 5°C/min e atmosfera de ar seco

Como notado pelas imagens de DSC-fotovisual a temperatura da fusdo ndo equivale a
temperatura do pico na curva DSC, tal resultado ¢ influenciado pela mudancga dos sistemas ao
qual a amostra esta submetida.

A Figura 30 mostra as imagens obtidas por PLTM do derivado cumarinico curcuminico.
Esta técnica foi utilizada por ser mais sensivel em relagdo ao DSC-fotovisual, e assim confirmar
que o primeiro evento ndo se trata de uma fusdo incongruente. E importante ressaltar que a
técnica foi utilizada como analise complementar, e, que por se tratar de um sistema distinto ao
DSC, fazendo uso de uma quantidade menor de massa, e atmosfera estatica, os valores das
temperaturas para cada evento ndo podem ser equiparados com as curvas DSC.

Como apontado na Figura, pode ser visto que a partir da imagem 30.f a amostra comeca
a fundir, e que a partir da imagem 30.1, a fusdo segue como um processo incongruente, ou seja
com decomposigao. Isto ¢ indicado pela variagdo da cor da amostra, variando sua coloragdo de
amarelo para vermelho. Ademais pode ser visto que durante a fusdo, a camera fica embagada,
referente a sublimagdo parcial da amostra, conforme observado anteriormente pelas imagens de
DSC-fotovisual.

Portanto, por intermédio das imagens de DSC-fotovisual e PLTM, é possivel concluir
que o evento com pico em 126 °C é referente ao processo de fusdo e sublimacdo parcial da
amostra, sendo que o Gltimo justifica o alargamento do pico. O segundo evento em 138 °C é

relativo a uma fusdo incongruente da amostra, posto que existe uma mistura de derivados
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curcumindides deste composto, existe a possibilidade que o primeiro sinal da curva DSC seja

referente ao produto majoritario (65%), seguido da fusdo dos outros derivados curcumindides

e degradacéo.
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Figura 30: Imagens de PLTM do composto derivado cumarinico curcuminico, com
aumento de 200 X nas temperaturas de (a)30 °C, (b) 50 °C, (c) 70 °C, (d) 80 °C, (e) 90 °C, (f)
100 °C, (g) 115 °C, (h) 120 °C, (i) 125 °C, (j) 130°C, (k) 132 °C, (1) 134 °C, (m) 138 °C, (n)

140 °C, (0)142 °C, (p)144 °C, (q)146 °

4.2.5 Espectroscopia eletronica na regiao do ultravioleta- visivel / UV-Vis

No espectro da 4-hidroxicumarina (Figura 31.a) é observado apenas uma banda de alta

intensidade em 310 nm, referente a transicdo n—n*.%%7 Analisando o espectro da curcumina

(Figura 31.b) pode ser visto duas bandas de absorcao em 428 e 449 nm, as quais sdo atribuidas

as transi¢des T—n* € n—1*, respectivamente. A presenga destas bandas em comprimentos de

onda mais altos em relacdo aos outros reagentes se dd em fun¢do da extensdo de conjugagdo

das ligacdes duplas presente na molécula da curcumina.®®* Observa-se que no espectro do 4-

CBA (Figura 31.c), pode ser observado uma banda em 261 nm referente a transi¢do n— m*,

enquanto o ombro entre 286-324 nm ¢ atribuido a uma transi¢io n—n*.”% A presenca da

segunda banda ocorre como consequéncia da presenca dos substituintes no anel benzénico.
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O espectro referente ao ligante (Figura 31.d) ¢ uma soma das bandas apresentadas dos
seus precursores. Pode ser observado a presenga de todas as bandas citadas anteriormente. A
transi¢do m— m* da parte cumarinica se encontra na mesma regido da transicdo n—mn* do 4-
CBA, e em funcao disso estas bandas estdo sobrepostas no espectro do ligante, ¢ podem ser
observadas na regido compreendida entre 284-352 nm, mas aparentemente a transi¢ao referente

a 4-hidroxicumarina se destaca, por ser mais intensa.
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Figura 31: Espectros de UV-Vis da 4-hidroxicumarina (a), curcumina (b), 4-carboxibenzaldeido
(c) e do derivado cumarinico curcuminico (d).
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4.3 Caracterizacio do intermediario de sintese e proposta de mecanismo reacional
4.3.1 Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H) e DEPTQ

Na Figura 32 se encontra disposto o espectro de RMN de 'H do intermediario reacional
do derivado cumarinico curcuminico. Analisando o espectro observa-se um sinal singleto com
deslocamento quimico em 10,17 ppm referente ao hidrogénio H16a. Em seguida sdo observados
dois dubletos entre 8,24 -8,23 ppm e 8,07-8,0 ppm integrando para dois hidrogénios cada,
referentes aos hidrogénios H14/H14’e¢ H13/H13’ acoplando em orto com constante de
acoplamento de *J=8,07 Hz. Posteriormente é observado um sinal de duplo dubleto em 7,62-
7,59 ppm (*J=15,77 Hz) relativos aos hidrogénios H7/H7’ integrando para dois hidrogénios. O
sinal dubleto com deslocamento entre 7,34-7,35 ppm ¢é referente aos hidrogénios H5/HS’
(“J=1,83 Hz), enquanto o sinal duplo dubleto em 7,19-7,18 ppm ¢ correlacionado aos
hidrogénios H1/H1’ (*J=8,07 Hz). Em seguida ¢ observado o sinal dupleto entre 6,92-6,88 ppm
referente aos hidrogénios H2/H2’ (*J=8,07 Hz), seguido do sinal duplo dubleto em 6,73-6,71
ppm referentes aos hidrogénios H8/H8 (3J =15,77 Hz), estes estdo acoplando em trans com os
hidrogénios H7/H7’. Posteriormente sdo observados dois sinais singletos, o primeiro em 5,99
ppm integrando para um hidrogénio, referente ao hidrogénio H11, enquanto o outro sinal
singleto com deslocamento em 3,92 ppm e integral para 6 hidrogénios ¢ referente aos
hidrogénios das metilas H17/H17’.

Nao foi possivel identificar no espectro a presenga dos hidrogénios H3a/H3a’ presentes
nas hidroxilas dos anéis aroméaticos. Como pode ser observado no espectro o singleto intenso e
largo em 2,91 ppm ¢ referente a presenga de agua como solvente residual na amostra, isso se
da pelo motivo que o composto ¢ higroscopico e/ou da presenga de agua no solvente deuterado.
Em fungdo disso, e da velocidade de troca que os hidrogénios fazem entre si € com o solvente,

¢ dificil ocorrer o acoplamento de spin, ndo sendo possivel detecti-los.5?
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Figura 32: Espectro de RMN *H do composto Ml em (CD3)2CO.
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Na Tabela 6 podem ser observados os dados referentes ao espectro do RMN 'H do

intermediario reacional, discutidos anteriormente no texto.

Tabela 6: Dados espectrais de RMN 'H do intermediario reacional, em (CD3)2CO, com 0s
valores de deslocamento (8), as atribui¢fes para cada hidrogénio, o desdobramento do sinal e
as constantes de acoplamento (J) para cada sinal.

3 (ppm) Atribuicio Sinal J (Hz)
10,17 Hl6a S -
8,24-8,23 H14/H14° d 37 =8,07
8,07-8,0 H13/H13’ d 7] =8,07
7,62-7,59 H7/HT dd 5] =15,77
7,34-7,35 H5/H5’ d J=1,83
7,19-7,18 H1/HI dd 37 =8,07/*J=1,83
6,92-6,38 H2/H2’ d 3J=8,07
6,73-6,71 H8/HS’ dd 5] =15,77
5,99 Hl11 s -
3,92 H17/H17 S -

s= singleto,d=dubleto, dd=duplo dubleto, m= multipleto

No espectro de DEPTQ (Figura 33) os sinais de carbonos quaternarios e os metilenos
sao observados abaixo da fase, enquanto acima da fase sdo observados os sinais respectivos aos
carbonos metino e metilas. A identificacdo destes carbonos foi auxiliada pelos espectros de
correlacao bidimensional HSQC e HMBC (Figuras Al e A2).

Observa-se a presenga do carbono carbonilico do acido carboxilico C16 em 191,89
ppm. Os carbonos carbonilicos referentes as dicetonas C9/C9’° apresentam mesmo ambiente
quimico e, portanto, equivaléncia magnética, logo apresentam o mesmo deslocamento quimico,
com sinal em 183,58 ppm. Os carbonos C6/C6’ sdo observados no sinal em 147,90 ppm. Em
140,53 ppm € observado um sinal referente aos carbonos C7/C7’, referente aos carbonos do
alceno presente no composto. Os carbonos C15 e C12 apresentam ambientes quimicos distintos
em funcdo dos efeitos dos substituintes aos quais estdo ligados, e apresentam sinal em 139,41
e 135,35 ppm. Os carbonos C14°/C14’ sao observados no sinal em 130,18 ppm, enquanto os
carbonos C13/C13’ sdo observados no sinal em 129,37 ppm. A presenca do grupo funcional
acido carboxilico por efeito de ressonancia torna os carbonos C14/C14’ mais desblindados em
relagdo ao C13/C13’. Em 127,30 ppm ¢é observado o sinal para os carbonos quaternérios
C4/C4’. Os sinais referentes aos carbonos C1/C1’ e C8/C8’ podem ser vistos em 122,96 ¢
121,191 ppm. Em 121,19 ppm ¢ observado o sinal referente ao carbono C10, que se encontra
mais desblindado que o seu vizinho, o carbono C11, com sinal em 100,75 ppm, pois ¢ um
Carbono Sp? e se encontra entre carbonos carbonilicos. Os carbonos C2/C2’ sdo associadas ao

sinal em 115,35 ppm; em 110,65 ppm pode ser observado o sinal referente aos carbonos C5/C5’.
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J& as metilas C17/C17’ sdo atribuidas ao sinal em 55,32 ppm.
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Figura 33: espectro de 3C-DEPTQ do intermediario reacional
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Na Tabela 7, estdo dispostas as atribuicdes dos carbonos com seus respectivos
deslocamentos quimicos para o intermedidrio reacional.

Tabela 7: Dados espectrais de 3C-DEPTQ do intermediario reacional em (CD3).CO com o0s
valores de deslocamento (8), as atribui¢Bes para cada carbono.

d (ppm) Atribuicao
191,89 Cl6
183,58 Cc9/CY’
149,15 C3/C3’
147,90 C6/C6’
140,53 ci1/cr
139,49 C15
135,35 Cl12
130,18 cl4/C14’
129,37 C13/C13’
127,30 Cc4/cCa’
122,96 clrcr
121,43 C8/C¥’
121,19 C10
115,35 Cc2/C2’
110,65 C5/C5’
100,75 Cl1
55,43 C17/C17

E interessante ressaltar que ocorre uma mudanga nos valores de deslocamento quimico
dos carbonos C10 e C11 do intermediario reacional em relagdo ao derivado cumarinico
curcuminico, variando de 121,10 ppm e 100,75 ppm no intermediario para 100,77 ppm e 91,73
ppm no ligante. Como pode ser notado, os carbonos C10 e C11 se encontram mais blindados
no ligante, isso decorre do ambiente quimico ao redor dos dois. O carbono C10 em ambas as
moléculas é sp?, entretanto, no ligante este carbono est4 ligado a um carbono sp>, tornando este
mais blindado. Por sua vez, o carbono C11 passa de sp? no intermediario, para sp> no ligante, o
que diminui o efeito de anisotropia e, por consequéncia, torna o carbono mais blindado.

A Tabela A2 apresenta as correlagdes heteronucleares apresentadas por cada espectro

bidimensional HMQC e HSQC para o intermediario reacional.
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4.3.2 Proposta de mecanismo reacional

Na Figura 34, pode ser observado uma proposta de mecanismo de sintese do ligante. No
mecanismo proposto a reagdo ocorre em duas etapas distintas. Primeiramente, ocorre uma
reacdo de condensacdo de Knoevenagel entre os reagentes curcumina e o 4-carboxibenzaldeido.
Os elétrons r do carbono sp? da curcumina atacam o carbono carbonilico do aldeido, gerando
um intermediério tetraédrico, que apds uma desidratacdo, gera o intermediario reacional, oqual
foi isolado e sua caracterizacgao foi discutida no trabalho. A formagao do produto final ocorre
apo6s uma reacdo de adicdo de Michael, na qual é adicionada a estrutura da molécula da 4-
hidroxicumarina no intermediario. Isto ocorre pelo ataque do carbono sp? (préximo ao enol) da
cumarina a ligacdo C=C formada pela adicédo do aldeido na estrutura da curcumina, seguido da

abstracdo de um préton pela carbonila da cumarina, gerando um enol. Posteriormente é formada

a estrutura final, corresponde ao ligante.

Figura 34: Proposta de mecanismo reacional do ligante.

A Figura 34 mostra 0 mecanismo proposto para o produto de sintese majoritario,
entretanto é necessario relembrar que o mecanismo se aplica aos outros dois compostos

formados pelos curcuminoides DMC e BDCM.



4.4 Caracterizacio Complexos de Co(Il), Fe(Il), Cu(II) e Fe(II)

4.4.1 Caracterizacao termoanalitica

Complexo de Ferro.
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As curvas TG/DTG-DTA do complexo de Ferro podem ser observadas na Figura 35. Essas

curvas mostram que entre 30,0-73,3 °C ocorre uma etapa de perda de massa (AMcaiec = 4,62%;

Amrg = 4,50%), referente a perda de 4 moléculas de dgua de hidratacdo. O composto anidro ¢é

termicamente estavel até 229,9 °C e segundo as curvas TG/DTG se decompde em duas etapas

de perda de massa sobrepostas. A primeira etapa de perda de massa de degradacdo ocorre entre

229,9-373,4 °C (Am = 21,42% ), sem indicios de evento térmico na curva DTA, enquanto a

segunda perda de massa ocorre entre 373,4-516,9 °C (Am = 58,93%), associada ao pico

exotérmico em 412,3°C na curva DTA, referente a oxida¢do da matéria organica. A perda do

ligante até¢ 516,9°C (AMcate. = 79,29 %; Amrg = 78,73%) esta em acordo com a formacao de

Fe,03 71727 (residuo AMealc = 16,11%; Amrg = 15,15%).
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Figura 35: Curvas TG/DTG-DTA do complexo de ferro.




Complexo de Cobalto.
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As curvas TG/DTG-DTA do complexo de cobalto podem ser observadas na Figura 36.

Essas curvas mostram que o composto ¢ termicamente estavel até 168,9 °C e posteriormente se

decompoe em duas etapas de perda de massa. A primeira etapa de perda de massa ocorre entre

168,9-323,5°C (Am = 19,73 %), enquanto a segunda perda de massa ¢ observada entre 323,5-

524,4°C (Am = 173,87%), sendo a ultima associadas ao evento exotérmico em 454,3°C na curva

DTA, referente degradacao do ligante. A perda de massa total até¢ 524,4°C (AM caic = 94,58 %;

Amrc = 93,6%) esta em acordo com a formagdo de CoO’*7* (residuo AMeale = 5,42%; AMrg =

6,40%).
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Figura 36: Curvas TG/DTG-DTA do complexo de cobalto.



74

Complexo de Cobre

As curvas TG/DTG-DTA do complexo de cobre se encontram dispostas na Figura 37.
Analisando as curvas TG/DTG entre 30,0-93,1 °C, pode ser visto uma perda de massa de 4,84%
(Amcac= 4,1%), a qual ¢ referente a perda de 4 moléculas de agua de hidratagdo. Em seguida se
observa ns curva TG que o composto ndo apresenta estabilidade térmica e continua a perder
massa entre 93,1-270,2 °C, esta etapa de perda de massa estd associada a endoterma entre
153,1-254, 1 °C, sendo referentes a perda de 6 moléculas de dgua de coordenagdo (AMcalc =
8,35%; Amtg = 7,42%). Ap6s 270,2 °C, o composto degrada em uma etapa de perda de massa,
entretanto, segundo a DTG, ocorrem duas etapas de perda massa sobrepostas entre 270,2-
414,6 °C, corresponde ao pico exotérmico na curva DTA, atribuida a oxidagdo do ligante (AMecalc
=73,65%; Amtg = 72,92%). Os calculos para residuo condizem para 6xido de cobre (CuQ)’%”’
(AMcaic = 14,80%; Amtc = 14,80%).
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Figura 37: Curvas TG/DTG-DTA do complexo de cobre.
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Complexo de Zinco

As curvas TG/DTG-DTA do complexo de zinco estdo apresentadas na Figura 38. Pode
ser observado pelo perfil das curvas TG-DTA que o composto estd hidratado, em fungao da
perda de massa observada desde o inicio do aquecimento, aliado ao evento endotérmico
alargado no inicio da curva DTA. A desidratacdo do composto ocorre em duas etapas de perda
de massa, no intervalo compreendido entre 30,0-218,8 °C, correspondendo a perda de 13
moléculas de agua (AMcaic = 13,38%; Amtg = 12,46%) e estd associada a endoterma entre 30,0-
217,4 °C, presente na curva DTA.

Segundo a curva TG o composto anidro sofre decomposicao térmica em trés etapas de
perda de massa consecutivas, entretanto, conforme a curva DTG mostra, sdo observadas pelo
menos 4 etapas de perda de massa sobrepostas, em um mecanismo de decomposi¢do complexo.
Essas etapas de perda de massa ocorrem entre 218,8-496,6°C, sendo referente a decomposigao
térmica do ligante (AMcaic = 72,67%; Amtg = 73,66%) e, que corresponde ao pico exotérmico
em 447,8 °C na curva DTA. O residuo final é referente a0 ZnO’®7° (AMeatc = 13,95%; Amrg =

12,97%).
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Figura 38: Curvas TG/DTG-DTA do complexo de zinco.

A estabilidade térmica dos compostos obtidos, dependem da natureza do ion metalico,
abaixo segue ordem crecente de estabilidade térmica para os complexos em sua forma anidra:
Co(ll), Zn(11), Fe(11), Cu(ll)

A partir estes resultados foi possivel estabelecer a estequiometria dos compostos, os
quais apresentam a seguinte férmula minima: [FesL»]-4H>O, [CoL:], [CusL, (OH2)s]-4H-0, e
[Zn3L> (OH2)s]-4H20. Os dados termoanaliticos dos compostos sintetizados estao
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Intervalos de temperatura (6°C), perdas de massa (Am) e temperatura do pico (Tp)
observados em cada etapa nas curvas TG/DTG-DTA dos complexos de Fe(l1), Co(ll), Cu(ll) e
Zn(I).

Composto 1° etapa 2° etapa 3° etapa

0/°C 30,0-73,3 229,9-373,4  373,4-516,9
[FesLa]-4H,0 AM/% 4,23 21,42 58,93

Tp/°C 412,31

0°C  168,9-323,5  323,5-5244  802,1-895,0

[CoLz] Am/% 19,73 72,58 1,29
Tp/°C 464,31
0/°C 30-93,1 93,1-257,6 257,6-690,2
[Cusla
AM/% 4,84 7,42 72,82

(OH2)s]-4H20
Tp/°C 40,2-90,5**  153,1-254,1** 325,71

0/°C 30,0-73,3 229,9-373.,4 373,4-516,9

[Zn3L,

AM//% 4,23 21,42 5731
(OHa)s]-4H,0

Te/°C  30,0-214,1%* 412,37

T=pico exotérmico; |=pico endotérmico; *= exoterma; **= endoterma
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4.4.2 Caracterizacgio espectroscopica dos complexos de Fe(II), Co(II), Cu(Il) e
Zn(1I)

4.4.2.1 Espectroscopia vibracional Regiao do Infravermelho / IV

Os espectros de IV do ligante, ligante sddico (NaL) e dos complexos de Fe (II), Co (II),
Cu (IT) e Zn (II) se encontram dispostos na Figura 39. Sabe-se que ligantes contendo grupos
carboxilatos podem apresentar distintos modos de coordenagdo, tais como monodentados,
bidentados quelantes e em ponte.

Muitos trabalhos citam valores especificos de frequéncias em relagao aos estiramentos
simétrico e assimétrico do grupo carboxilato (COO") que sugerem qual tipo de ligacao foi
formada entre o grupo COO™ e o metal.®*%° Existem trabalhos especificos que mostram a
coordenacdo de metais com a curcumina, 4-CBA e 4-hidroxila, entretanto o ligante sintetizado
neste trabalho apresenta 3 carbonilas, sendo duas delas cetdnicas e uma referente ao grupo acido
carboxilico. Em fung¢ao disso, estes grupos tendem apresentar os estiramentos vibracionais em
regides muito proximas, inclusive em alguns casos estando sobrepostas com os estiramentos
vibracionais de C=C, tal como discutido na se¢do 4.2.3, tornado a interpretagdo de IV pouco
trivial.

Ao analisar o espectro do NaL (Figura 39.b) nota-se a presenga das bandas em 1690 e
1688 cm’!, sendo que a primeira se encontra na mesma regiio que a carbonila cetonica da
cumarina, a segunda ¢ atribuida como estiramento assimétrico do grupo carboxilato, enquanto
a banda atribuida ao estiramento simétrico pode ser observada em 1396 cm™. A banda em 1596
cm™ é atribuida ao estiramento vibracional C=0 da parte curcuminica sobreposto com 0s
estiramentos de C=C do alceno, mesma interpretacdo para a banda em 1555 cm™

Pode ser verificado que alguns padrdes espectrais se repetem para todos os complexos,

!, observa-se que para 0os compostos

dentre eles: uma banda alargada entre 3695-2930 cm’
hidratados ([FesL2]-4H,0O, [Cuszl, (OH2)s]-4H>O e [Zn3L, (OH2)s]-4H>O), esta banda se
encontra mais acentuada, sendo referente ao estiramento O-H das moléculs de dgua presente
nestes compostos, seu alargamento ¢ devido as ligacdes de hidrogénio que podem ser
realizadas. Mesmo que mais sucinta, esta banda também ¢ vista no complexo anidro ([CoLz]),
entretanto, esta banda ¢ referente ao estiramento de O-H fendlico, a qual esta alargada em
funcgdo das interagdes de ligacao de hidrogénio que este grupo pode participar.

A banda definida em 3512 cm™! referente ao estiramento de OH fenolico presente no

espectro do ligante desaparece nos espectros dos complexos, isto ocorre em funcdo da

sobreposi¢do com as bandas comentadas anteriormente. Dificilmente este grupo foi
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desprotonado, pois o pH trabalhado nas sinteses foi abaixo de 7, e, segundo Santiago e
colaboradores, a desprotonagio da hidroxila fenolica da curcumina ocorre a partir de pH 8.*
Contudo, existe a possibilidade de desprotonagdo das hidroxilas endlicas presentes na parte
curcuminica e cumarinanica do ligante, posto que o pH trabalhado nas sinteses ¢ proximo ao
pKa desses grupos.*8!:82

Ao analisar o espectro dos complexos, verifica-se que as bandas referentes aos
estiramentos simétrico e assimétrico estdo deslocadas em relagdo aos observados no espectro
do NaL. De acordo com Zelenak e colaboradores, para uma ligacao bidentada quelante, o A
(COO") complexos sintetizados << A (COQO") sal sadico, € conforme indicado na Figura 39, e apresentado
na Tabela 9, as variagdes sdo muito menores para os complexos em comparagdo com a variagao
dos estiramentos simétrico e assimétrico dos carboxilatos do sal.® Isto sugere que o grupo
carboxilato do esta coordenado aos metais de modo quelante bidentado.

Em funcao da sobreposi¢cdo das bandas de grupos funcionais semelhantes, € em regioes
proximas, ¢ dificil atribuir todas as bandas observadas nos espectros dos complexos, as
principais absorc¢des estdo apresentadas na Tabela 9. Em fun¢do disto, para melhor estudar os
sitios de coordenagdo foram realizadas medidas experimentais de UV-Vis, a fim de estudar

outros possiveis sitios de coordenagdo do ligante que estejam interagindo com os metais.

Tabela 9: Principais absorcGes do ligante, ligante sédico e dos complexos.

Atribuicoes

[FesLa] [Cusl2 (OH2)s]  [ZnsL2 (OH2)s]
L NaL -4H,0 [CoL2] -4H,0 -4H,0
Composto—
vOH 3512/ 3695-
3433.3000 3084-3005  3594-2068 0 ¢ 3671-2930 2673-3013

vCOOH 1687 - - B} 3

vCOOsim - 1668 1591 1567 1605 1624
VCOO assim - 1396 1397 1428 1408 1416
Av COO sim- - 272 194 139 197 208

COOassi
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Figura 39: Espectros de IV da curcumina ,do ligante (a), NaL (b) e dos complexos
[FesL2]-4H20 (c) , [CoLs] (d), [Cuzl2 (OH2)s]-4H20 (e) e [ZnzL2 (OH2)s]-4H.0O (f)
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4.4.2.2 Espectroscopia eletronica na regido do ultravioleta- visivel / UV-VIS

Analisando o espectro do complexo de Fe (Figura 40.a), e comparando com o ligante e
seus precursores de sintese, verifica-se que a banda referente a parte do 4-CBA no ligante se
encontra deslocada, sugerindo uma interacdo pela carbonila do 4cido com o metal.
Posteriormente a banda observada em 310 nm, associada a transi¢do m—n* da parte cumarinica
do ligante, se encontra um pouco deslocada no complexo, sendo observada em 307 nm, ¢
observado também um efeito hipsocrdmico em relagdo a esta banda, quando comparada com o
espectro do ligante, sugerindo uma possivel interagdo do Fe(II) com algum grupo presente nessa
parte da molécula. J4 a banda entre 406-511 nm esté deslocada em relacdo ao ligante (428 e 449

nm), o que sugere uma interacao da parte curcuminica do ligante, provavelmente da carbonila

com o metal.
1,0
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0,8 - ................ (b)
.! ...... (C)
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Figura 40: Espectros UV-Vis dos complexos de Fe(Il) (a) e Co(ll) (b), da 4-hidroxicumarina
(c), curcumina (d), 4-CBA (e) e do ligante (f).
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Analisando o espectro do complexo de cobalto (Figura 40.b), pode ser observado que o
ombro antes visto no espectro do ligante (Figura 40.f) entre 284-352 nm desaparece, e surge
uma banda em 310 nm. Estas observacdes sugerem que o cobalto esteja coordenado ao grupo
carboxilado, e que o surgimento desta nova banda seja referente a transicdo m—n* da parte
cumarinica do ligante, que ndo interage com o metal.

Além disso, pode ser notado o surgimento de um ombro entre 320-350 nm, a qual pode
ser relativa a transicdo de carga do ligante para o metal. As outras transigdes praticamente nao
apresentaram variacdes em relacdo ao ligante, o que sugere que ndo ha interacdo na parte
curcuminica do ligante.

As Figuras 41 e 42 mostram propostas de estruturas dos complexos de Fe(ll) e Co(ll)

com base nos resultados termoanaliticos e espectroscopicos.

4 H,0

Figura 41: Proposta de estrutura para o complexo de Ferro 1.

No caso do complexo de ferro, considerar (O): como uma interagcdo com os elétrons
disponiveis de oxigénio da hidroxila fendlica e (O)> como uma interacdo com o oxigénio da

carbonila cetbnica da curcumina.
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Figura 42: Proposta de estrutura para o complexo de Cobalto II.

O espectro de UV-Vis do complexo de Cu (II) esta disposto na Figura 43.a, e como pode
ser observado, difere muito do ligante. Analisando este espectro nota-se que a banda referente
a parte do 4-CBA no ligante se encontra deslocada, sugerindo uma interagdo com grupo
carboxilato desta parte do ligante. A banda observada em 310 nm no ligante, relativa a transi¢ao
n—n* apresentou um pequeno deslocamento batocrdmico, sendo observada em 307 nm no
espectro complexo de cobre, e também observado também um efeito hipsocrémico em relagdo
a esta banda, quando comparada com o espectro do ligante, sugerindo uma possivel interagao
do Cu(Il) com esta parte da molécula. O ndo desaparecimento total desta banda pode ser relativo
ao fato de que muito provavelmente a hidroxila da parte cumarinica foi desprotonada, e somente
este grupo interage com o metal. Por fim, observa-se que no espectro do complexo as bandas
referentes a parte curcuminica desaparecem, o que auxilia a propor que provavelmente, os sitios
presentes nesta parte do ligante estdo coordenados com o cobre. Kanhathaisong e coloboradores
sintetizaram um complexo de cobre com curcumina, € em seus estudos observaram que houve
um deslocamento batocromico intenso referente a transicdo m—n* da molécula de curcumina,
sendo observada em 373 nm no complexo. Isto sugere que esta ¢ uma caracteristica especifica

da coordenagio da curcumina com o cobre, gerando este tipo de padrio espectral.®
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Figura 43: Espectros UV-Vis dos complexos de Cu(ll) (a) e Zn(ll) (b), da 4-hidroxicumarina
(c), curcumina (d), 4-CBA (e) e do ligante (f).

A Figura 43.b mostra o espectro do complexo de zinco, como pode ser visto, a auséncia do
ombro entre sugere que o metal estd coordenado com o grupo carboxilico da parte do 4-CBA no
ligante. As bandas presentes no ligante referentes as partes cumarinica e curcumina se encontram
deslocadas no espectro do complexo, sendo observadas em 307 cm! e 430/ 451 cm’!
respectivamente. Estas observagdes sugerem que o metal interage com os sitios presentes nesta parte
do ligante. De certa forma, este resultado ja era esperado, uma vez que segundo as analises TG-DTA
0 composto apresenta estequiometria 3:2 metal: ligante. Acredita-se que o valor das absor¢des para
cada espectro depende ndo somente da estequiometria do composto de coordenacdo, mas também
da natureza do centro metalico.’*5

As Figuras 44 e 45 mostram propostas de estruturas dos complexos de Cu (I1) e Zn (1) com

base nos resultados termoanaliticos e espectroscopicos.



Figura 44: Proposta de estrutura para o complexo de Cobre (1)

Figura 45:Proposta de estrutura para o complexo de Zinco (I1)
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4.4.3 Difratometria de raios X do po / DRXP

Os difratogramas de raios X obtidos pelo método pd (Figura 46), mostram que os
complexos de Fe(Il), Cu(Il) e Zn(II) apresentam baixa cristalinidade, enquanto o complexo de
Co(II) apresenta cristalinidade um pouco mais acentuada em relacao aos outros compostos de
coordenacdo. Ao que tudo indica, além da velocidade de evaporacao ndo ser controlada, o que
pode influenciar na cristalinidade dos compostos, a estequiometria também pode estar
influenciando. Os complexos de Fe(II), Cu(Il) e Zn(II) apresentam estequiometria 2:3 (ligante:
metal); enquanto o complexo de Co(Il) apresenta estequiometria 2:1 (ligante:metal); para os
trés primeiros casos, existe uma maior possibilidade de ter sido gerado uma estrutura mais
distorcida, em fung¢do da maior quantidade de metais, influenciando posteriormente no

empacotamento da estrutura cristalina, gerando uma menor cristalinidade.

10,1 u.a. (@)

(b)

Intensidade Relativa / u.a.

(d)

10 20 30 40 50 60 70 80

20/°
Figura 46: Difratogramas dos complexos de Fe(I1), Co(ll), Cu(ll) e Zn(ll).
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4.5 Determinacdo da atividade bioldgica in vitro por microdiluicio em caldo

A avaliacdo da atividade bioldgica dos precursores de sintese (4-hidroxicumarina e
curcumina), bem como dos compostos sintetizados, foi realizada pelo método de Microdiluicédo
em caldo, técnica padrdo-ouro preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Intitute
(CLSI), 6rgéo norte-americano que norteia os testes de sensibilidade de microrganismos frente
as drogas com atividade antimicrobiana.>®

A 4-hidroxicumarina € molécula de carater lipofilico e estrutura molecular planar,
caracteristicas que favorecem sua penetracdo através da membrana celular bacteriana, e,
segundo os resultados obtidos, apresenta amplo potencial antibacteriano, uma vez que foi capaz
de inibir o crescimento das duas cepas utilizadas nos testes. 88 A CIM para a cepa de
Escherichia coli foi de171,57 ug mL?, enquanto que para a cepa de Staphylococcus aureus foi
de 93,75 ug mL™.

Ja a curcumina, um polifenol de origem natural, mostrou excelente atividade
antibacteriana frente a cepa de Staphylococcus aureus, com CIM de 13,672 pg mL™, mas néo
foi capaz de inibir o crescimento bacteriano da cepa de Escherichia coli nas concentragdes
utilizadas nos ensaios, que variaram de 1,98125 pg mL* até 1 mg mL™.88” Apesar do seu
mecanismo de acdo ndo estar totalmente claro, Rai e colaboradores demonstraram que a
curcumina é capaz de interagir in vitro com a FtsZ, uma proteina tubulina do citoesqueleto dos
procariotos homologa a dos eucariotos, inibindo a proliferacdo bacteriana em Staphylococcus
aureus. 888

O mesmo estudo discutiu que a curcumina € capaz de formar ligagbes com o
peptidoglicano da membrana externa da célula bacteriana e esta interacdo facilitaa a penetracéo
da mesma pela estrutura de microorganismos gram positivos.888 Estes estudos auxiliam a
explicar os resultados obtidos, uma vez que a curcumina exibiu atividade antibacteriana frente
ao Staphylococcus aureus, um microrganismo Gram Positivo, que apresenta uma camada
externa de peptidoglicano, pronunciada. 88°

De modo oposto, observou-se que a curcumina ndo apresentou atividade significativa
frente as cepas de Escherichia coli, microrganismo Gram Negativo, que apresenta membrana
externa muito mais espessa e complexa, o que dificulta a permeacdo da molécula na membrana
celular bacteriana.®

A molécula do ligante derivado de cumarina e curcumina, herdou muitas das
caracteristicas quimicas da curcumina, tal como a insolubilidade em meio aquoso, sendo

necessario utilizar a CMC como adjuvante para a realizacdo da determinacdo da atividade
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bioldgica. Os resultados mostraram que frente a cepa de Staphylococcus aureus, obteve-se CIM
de 2,94375 pug mL?, enquanto para as cepas de Escherichia coli nas concentragdes testadas,
nédo foi observado atividade signficativa.

Na tentativa de gerar um composto soltvel em solugdo aquosa, foi realizado a sintese
do ligante sodico. Esta etapa revelou importante ganho na solubilidade do composto, mas foi
observado uma perda da capacidade de inibir o crescimento da cepa de Staphylococcus aureus,
que havia sido observada anteriormente. E extremamente importante ressaltar que 0s compostos
L e NaL sdo novos e independentes, com mecanismos de acao proprios, que precisam ser
caracterizados para a correta interpretacdo destes resultados.

Os valores de CIM em (ug/mL) frente as cepas de Staphylococcus aureus, obtidos em
quadruplicatas sdo mostrados na Tabela 10, e como pode ser observado, sao poucas as variacoes
dos resultados obtidos.

Tabela 10: Valores de CIM em quadruplicata e valores médios (ug/mL) dos ensaios para a 4-
hidroxicumarina, curcumina, ligante (L), ligante sédico (NAL) e os complexos de Fe(ll), Co
(1), Cu(I1) e Zn(I1) frente as cepas de Staphylococcus aureus .

S. aureus 4-hidroxicumarina Curcumina L NaL Fe(ll) Co(ll) Cu(ll) 2zZn(I1)
Teste 1 62,5 7,8125 1,98125 1000 125 125 125 31,25
Teste 2 62,5 15,625 3,90625 1000 125 125 250 31,25
Teste 3 125 15,625 3,90625 1000 125 125 250 31,25
Teste 4 125 15,625 1,98125 1000 125 125 250 31,25

Média 93,75 13,672  2,94375 1000 125 125 218,75 31,25
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A Figura 47 mostra o grafico de barras com erro de modo comparativo de todos os
compostos testados, com base nos valores de CIM de cada um, frente as cepas de S. aureus.
Enquanto a Figura 48 mostra uma expansao do grafico apresentado na Figura 47, apresentando
0s compostos com melhor atividade, a fim de facilitar a visualizacéo.
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Figura 47:Grafico de barras representado a CIM para a 4-hidroxicumarina, curcumina,

ligante (L), ligante sddico (NAL) e os complexos de Fe(ll), Co(ll), Cu(ll) e Zn(Il) frente as
cepas de Staphylococcus aureus
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Figura 48: Compostos com melhor atividade biol6gica e menor CIM na presenca das

bactérias de Staphylococcus aureus
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Os compostos de coordenagdo mostraram um importante ganho na atividade
antibacteriana do ligante, j& que este passou a ser capaz de inibir o crescimento das duas cepas
testadas, mesmo com variacBGes no centro de coordenacdo. Estes resultados corroboram com
descricOes da literatura de que a complexacdo de ions metalicos a moléculas que apresentam
atividade antibacteriana faz com que sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano seja
incrementada (7).8%%2 Os complexos de Co(ll) e Zn(ll) foram os que apresentaram melhor
atividade antibacteriana frente a cepa de Escherichia coli, com CIMs de 31,25 pg mL?,
enquanto que o complexo de zinco teve melhor atividade frente a cepa de Staphylococcus
aureus, com CIM de 31,25 pg mL™,

Os valores de CIM frente as cepas de Escherichia coli, podem ser observados nas
quadruplicatas na Tabela 11 e, como pode ser observado, assim como no caso anterior, séo
poucas as variagdes dos resultados obtidos.

Tabela 11:Valores de CIM em quadruplicata e valores médios(ug/mL) dos ensaios para a 4-
hidroxicumarina, curcumina, ligante (L), ligante sddico (NAL) e os complexos de Fe (II), Co
(1), Cu (1) e Zn (1) frente as cepas de Escherichia coli

E. coli 4-hidroxicumarina Curcumina L  NaL Fe(ll) Co(ll) Cu(ll) Zn(ll)

Teste 1 250 1000 1000 1000 125 31,25 125 31,25
Teste 2 250 1000 1000 1000 125 31,25 125 31,25
Teste 3 62,5 1000 1000 1000 125 31,25 125 31,25
Teste 4 125 1000 1000 1000 125 31,25 250 31,25

Média 171,87 1000 1000 1000 125 31,25 156,2 31,25
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A Figura 49 mostra um grafico de barras com erros, de modo comparativo de todos 0s
compostos testados, com base nos valores de CIM de cada um contra as cepas de Escherichia

coli.
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Figura 49:Grafico com os valores de CIM para a 4-hidroxicumarina, curcumina,
ligante (L), ligante sddico (NAL) e os complexos de Fe(Il), Co(ll), Cu(ll) e Zn I1I) frente as

cepas de Escherichia coli

Segundo trabalhos reportados na literatura, levando em consideragdo o farmaco
ciprofloxacino, que é um antibi6tico de amplo espectro Gram Positivo e Gram Negativo, sdo
tabelados valores médios de CIM para as cepas de S. aureus ATCC 25923 (0,125-0,5 png/mL)
e E. coli ATCC 25922 (0,125 pg/mL).%-%

Comparando estes valores com os resultados obtidos e apresentados neste trabalho,
observa-se que para todos os compostos sintetizados, os valores de CIM se apresentam mais
pronunciados, 0 que ndo € muito visado pela industria farmacéutica, visto que buscam-se novos
quimioterapicos com maior atividade em relagcdo aos compostos existentes. No entanto, para as
cepas de E. coli, obteve-se um valor médio de 2,94357 para o ligante, valor proximo ao CIM
do ciprofloxacino. Isto indica que o ligante apresenta uma atividade biologica semelhante a um

farmaco padréo, e instiga a realizacdo de outros testes acerca de sua atividade.
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5. CONCLUSOES

As caracterizagdes dos precursores de sintese organica auxiliaram na discussdao dos
resultados obtidos para o ligante, de acordo com os espectros de FTIR foi possivel identificar
as bandas referentes aos principais grupos funcionais das moléculas. Além disso pdde ser
estudado o comportamento térmicos destes compostos por meio das técnicas TG-DTA e DSC.

Com base nos resultados apresentados pelos espectros de RMN unidimensionais e
bidimensionais, espectrometria de massas e IV, foi possivel concluir que o método
mecanoquimico foi eficiente na sintese de um novo composto, derivado de cumarina e
curcumina. Além disso, a técnica de espectrometria de massas indicou que uma vez que a
curcumina apresenta em sua composi¢ao outros curcuminoides como DMC e BDMC, foram
formados também subprodutos com estes curcuminoides.

Os complexos de Fe(II), Co(II), Cu(Il) e Zn(II) foram obtidos a partir de técnicas verdes,
tais como precipitagdo e irradiacdo por micro-ondas convencional. De acordo os resultados
termoanaliticos os compostos de coordenacdo apresentaram as seguintes estequiometrias:
[FesL2]-4H>0, [CoLz], [CusL2 (OH2)s]-4H20 e [Zn3L, (OH»)s]-4H2O

As andlises espectroscopicas de IV e UV-VIS dos complexos sugerem que em todos 0s
complexos o ligante esta quelando com os metais pelo carboxilato. De acordo com resultados
apresentados pelas curvas TG/DTG-DTA as estabilidades térmicas dos compostos de
coordenacdo na sua forma anidra seguem a respectiva ordem de acordo com o centro metalico
Co(Il) < Zn(ll) < Fe (I1) <Cu(1l).

Os testes bioldgicos realizados pela técnica de Microdiluicdo em caldo in vitro na
presenca das cepas de S. aureus mostraram que 0s compostos com melhor atividade e menor
CIM seguem a seguinte ordem crescente NaL< Cu< Co = Fe < 4-hidroxicumarina < Zn <
curcumina < L. Enquanto para as cepas de E. coli € observada a ordem crescente de CIM para
0s compostos testados NaL = L < Curcumina < 4-hidroxicumarina < Cu < Fe < Co= Zn.

Dessa forma, pode-se influir que a sintese de um derivado cumarinico curcuminico
gerou um composto com maior atividade em relagdo aos precursores de sintese 4-
hidroxicumarina e curcumina em relacdo a bactérica E.coli. Ademais, em todos 0s casos 0s
complexos apresentaram atividade bioldgica, sendo que os menores valores de CIM sdo

observados para o complexo de zinco.
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7. APENDICE

Figura A 1: Espectro de HSQC do intermediéario reacional
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Figura A 2:Espectro HMBC do intermediério reacional
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Tabela A 1: Intervalos de temperatura (6°C), perdas de massa (Am) e temperatura do pico

(Te) observados em cada etapa nas curvas TG/DTG-DTA

Composto Fusao 1°etapa 2° etapa 3 ° etapa
o 195,2- 302,6-
0°C 302.6 384.5 384,5-636,5
4-hidroxicumarina Am/% 40,18 20,02 36,42
Te/°C 216,1] 280,1-360,4 ** 559,81
0 °C 202,9-382,9 382,9-682,0
curcumina AM/% 31,80 68,20
364,8-
o _ * >
Te/°C 171,1] 236,0-321.,4 586.2%
o 167,1-
0 °C 2153 215,3-354,0 354,0-530,5
AT Ami% 6,16 83,77 10,07
A Tp/°C 219,1 1/314,6 1 518,01
carboxibenzaldeido . 169,7-
0 °C 278.9 278,9-317,6
N, Am/% 95,61 3,08
Tp/°C 2472]

T=pico exotérmico; |=pico endotérmico; *= exoterma; **= endoterma
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Tabela A 2: dados espectrais dos deslocamentos de Carbono e Hidrogénio e as correlagbes
13C-1H al J pelo HSQC e BC-tH 3J-4J pelo HMBC

H S (ppm) HSQC *C-'H & (ppm) HMBC®C-'H 3J-4J

16a 10,17 Cle6 C15
14/14° 8,24-23 Cl4 C13/C15
13/13° 8,07-8,0 C13 C12/C16

717 7,62-7,59 C7 C5/C8/C9

5/5° 7,35-7,34 C5 C1/C6

/1 7,19-7,18 Cl C5/C3

2/2° 6,92-6,88 C2 C6

8/8' 6,73-6,71 C8 C11/C9

11 5,99 Cl1 C8/C9

1717 3,92 C17 C3




