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RESUMO

Os complexos metalicos tém sido amplamente estudados devido suas diversas aplicacdes, tanto
na area tecnologica quanto bioldgica. Entre esses complexos, encontram-se os formados por
cobre (1) e L-histidina. Nesse contexto, o cristal Dicloro (L-histidina) cobre (I1) foi sintetizado
através do método de evaporacdo lenta do solvente. O cristal foi obtido na proporgédo 1:1 e
caracterizado por espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis), célculos
computacionais pela teoria do funcional da densidade (DFT), difracdo de raios X (DRX),
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), espectroscopia Raman,
termogravimetria (TG), anélise térmica diferencial (DTA), calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) e atividade antimicrobiana. Por meio do UV-vis foi possivel observar que o cristal
apresenta uma banda com absor¢do maxima em um comprimento de onda 600 nm, atribuida as
transi¢bes d-d que é comum em complexos de cobre (11). A partir da DRX com refinamento
pelo método Rietveld, confirmou-se que o cristal cristaliza-se com 4 moléculas por célula
unitaria, estrutura ortorrombica e grupo espacial P2:2:21(D), com parametros de rede a= 9,992
(7) A, b=5,937 (9) A, c= 17,472 (6) A e V=1036,3 (6) A%. A estrutura otimizada do complexo
foi calculada por meio da DFT, da qual foi possivel obter a reatividade quimica do complexo a
partir dos orbitais de fronteiras HOMO e LUMO, além do mapa de potencial eletrostatico
(MEP), assim como os indices de reatividade quimica, que mostraram que esse é estavel.
Conforme os resultados das técnicas TG-DTA, o complexo apresentou dois eventos térmicos
referentes a perda de massa, em que o primeiro foi atribuido a fusdo seguido da decomposicdo,
e 0 ultimo evento referente a oxidagdo do metal. Aferiu-se pela curva DSC que a fuséo do cristal
ocorre em aproximadamente 477 K. Com os espectros de FT-IR e Raman (terico e
experimental) foi possivel realizar as atribuicdes e compara¢Ges dos modos vibracionais do
cristal. Por meio dos resultados de DRX em func¢édo da temperatura, em concordancia com as
técnicas térmicas analiticas, aferiu-se que o cristal possui estabilidade estrutural térmica até
aproximadamente 463 K. Como base nos estudos da avaliagdo da atividade antimicrobiana
observou-se que o cristal Dicloro (L-histidina) cobre (I1) apresentou uma boa atividade biocida
contra cepa de bactéria Gram (+) Staphylococcus aureus.

Palavras-chaves: Complexo metélico, Cobre, Histidina, Difracdo de Raios X
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ABSTRACT

Metal complexes have been widely studied due to their diverse applications, both in the
technological and biological fields. Among these complexes are those formed by copper (1)
and L-histidine. In this context, this work aimed to synthesize the Dichloro (L-histidine) copper
(1) crystal by the slow evaporation solvent method. The crystal was obtained in a 1:1 ratio and
characterized by ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis), computational calculations by
density functional theory (DFT), X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FT-IR), Raman spectroscopy, thermogravimetry-differential thermal analysis
(TG-DTA), differential scanning calorimetry (DSC), and the antimicrobial activity. Through
UV-vis it was possible to observe that the crystal presents a band with maximum absorption at
a wavelength of 600 nm, attributed to the common d-d transitions in copper (I11) complexes. The
XRD with Rietveld method refinement confirmed that the synthesized crystal crystallizes with
4 molecules per unit cell, orthorhombic structure and P2:2:21(D5) space group, with lattice
parameters a= 9.992 (7) A, b=5.937 (9) A, c=17.472 (6) A e V=1036.3 (6) A3. The optimized
crystal structure was calculated using DFT, making it possible to obtain the chemical reactivity
of the complex from the HOMO and LUMO border orbitals, the molecular electrostatic
potential (MEP), as well as the chemical reactivity indices, which showed that the crystal is
stable. According to the results of the TG-DTA techniques, the complex presented two thermal
events, the first was attributed to fusion followed by decomposition, and the second event was
related to the oxidation of the material. It was verified by the DSC curve that the crystal melting
occurs at approximately 475 K. With the theoretical and experimental FT-IR and Raman
spectra, it was possible to carry out the attributions and comparisons of the vibrational modes
of the crystal. Through the results of XRD as a function of temperature, in agreement with the
analytical thermal techniques, it was verified that the crystal has thermal structural stability up
to approximately 463 K. Based on the studies of the evaluation of the antimicrobial activity, it
was observed that the crystal Dichloro (L-histidine) copper (I1) showed good biocidal activity
against Gram (+) Staphylococcus aureus bacteria strain.

Keywords: Metal complex, copper, histidine, x-ray diffraction.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos a sociedade tem passado por fortes mudangas tecnoldgicas, neste
ambito, a busca pela descoberta de novos materiais tornou-se intensa, principalmente por
materiais que apresentem baixo custo de fabricacdo e processo, além de eficiente desempenho
[1,2]. Uma area que tem ganhado bastante visibilidade no meio cientifico esta relacionada a
sintese e caracterizacao de cristais semiorganicos [3-5].

Cristais semiorganicos sdo constituidos por uma parte organica (aminoacidos) e uma
parte inorganica (ions metalicos), um exemplo dessa classe de materiais sdo 0s complexos
metéalicos, que possuem uma vasta aplicabilidade, pois tendem a combinar as propriedades dos
compostos organicos (com aplicacdes potenciais na optica ndo linear e compostos de
coordenacdo de ions metalicos) e inorganicos (0s quais sdo essenciais nos sistemas biologicos,
pois ligam-se & proteina e enzima, além de fazer parte das reagdes bioquimicas em pequena
quantidade) [1,2,6].

Neste sentido, alguns cristais semiorganicos apresentaram grande importancia
bioldgica, e conquistaram ainda mais relevancia a partir do estudo do complexo de cobre e
leucina. Desde entdo, a sintese de complexos a base de ions metélicos e aminoécidos séo
descritos na literatura [1,7]. Dessa forma, o desenvolvimento de pesquisas e aplicagdes de
cristais semiorganicos é crescente na area bioldgica, e desempenha papel significativo na
producéo de farmacos para fins terapéuticos como: antitumorais, antimicrobianos, entre outros
[2,8,9].

Embora a utilizacdo terapéutica baseada em complexos metélicos proporcione inimeras
vantagens, 0s tratamentos com esses materiais continuam sendo minoritarios [2], pois
apresentam varias limitagcdes em seus estudos, como a condigdes de crescimento (temperatura
e pH) e seu modo de acédo, especialmente para aplicacbes como material antimicrobiano,
mostrando grande necessidade para o desenvolvimento de novos materiais para tal aplicagéo.
Tendo em vista que a contaminagdo por microrganismos € progressiva em varios ambientes,
tem-se buscado novas abordagens para o controle de infeccBes, com intuito de evitar o
desenvolvimento de resisténcia e col6nias de patdgenos [7].

Apesar do uso de materiais com propriedades biol6gicas para o controle de infecgdes e
de agentes bioldgicos se encontrarem em fase inicial, ndo se deve ignorar o potencial destes
materiais no combate a agentes patogénicos, uma vez que esses ja apresentaram grande

potencial no combate aos microrganismos e fins terapéuticos [10], como por exemplo,
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complexos de L-histidina e cobre (I1), pelo fato dessas substancias fazerem parte de varias
reacdes bioguimicas no organismo humano [9,11].

O cobre € um micronutriente essencial que faz parte de muitas das rea¢6es biogquimicas,
sendo um metal trago muito importante, pois ele € um componente integrante de muitas
enzimas, sendo essencial para que aconteca os processos biologicos, devido ser empregado
como cofator estrutural e catalitico em diversas vias metabdlicas, o que proporciona a utilizacao
de complexos com cobre para o tratamento de varias doengas [8].

A histidina (His) € um aminoacido essencial encontrado no sitio ativo das proteinas, que
possui um grupo imidazol, o qual é um importante bloco de constru¢cdo de compostos
bioquimicos, estando presente em varias moléculas de importancia bioldgica. Além disso, a His
€ muito importante na ligacao de ions de cobre em células, enzimas e proteinas. Assim como o
cobre, ela pode ser utilizada como um componente ativo para uma reacgao de clivagem do RNA,
uma vez que possui cinco a&tomos capazes de coordenar metais [9,12]. Dessa forma, é muito
utilizada na sintese de complexos de cobre devido atuar como um ligante quelante do cobre.

O primeiro complexo cristalino de cobre com L-histidina foi relatado na literatura em
1967 por Evertsson [13], onde foi realizada a determinacéo estrutural do cristal Bis-L-Histidina
cobre (I1), e em 1982 Colyvas e colaboradores [14] determinaram a estrutura do complexo
Dicloro(L-histidina) cobre (Il), até entdo ndo havia nenhum estudo sobre a estrutura cristalina
de um complexo de cobre com His na proporcao 1:1, por ser de dificil obtencao.

Desse modo, no presente trabalho buscou-se sintetizar o cristal Dicloro (L-histidina)
cobre (I1) pelo método de evaporacao lenta do solvente na proporcao equimolar 1:1, e realizar
um estudo das suas propriedades estruturais, térmicas, vibracionais e biologicas. Para tal estudo,
foram utilizadas as técnicas de difracdo de raios X (DRX), analise termogravimétrica (TG),
analise térmica diferencial (DTA), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), calculos
tedricos pela teoria do funcional da densidade (DFT), espectroscopia na regido ultravioleta-
visivel (UV-vis), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),

espectroscopia Raman e avaliacdo da atividade antimicrobiana a partir de testes bioldgicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS CRISTAIS

Cristais s@o solidos homogéneos, que apresentam seus &tomos em um arranjo periodico
em grandes distancias atdmicas, onde cada atomo esta ligado ao atomo vizinho mais préximo
[15]. Estes sdo constituidos por células unitarias, as quais sdo as unidades fundamentais,
proprias e caracteristicas de cada material [16]. Esses materiais podem ser classificados como
organicos, semiorganicos e inorganicos, sendo que cada classe possui vantagens e desvantagens
de acordo com as propriedades desejadas e sua aplicagdo. Dessa forma, € de fundamental
importancia otimizar e disponibilizar materiais que supram as necessidades na area tecnoldgica
e na area bioldgica.

Neste ambito os cristais semiorganicos ttm atraido cada vez mais o interesse de
pesquisadores, por apresentar propriedades fisicas e biologicas importantes, sendo possivel
estuda-las a partir da interacdo entre ions metalicos e aminoéacido, bem como entender a relagédo
desse tipo de material com sistemas biologicos [17]. A fim de compreender as propriedades
quimicas bioinorganicas, alguns trabalhos envolvendo ions de cobre, ferro, cromo e zinco tm
sido realizados [18]. Além disso, complexos baseados em aminoacidos e ions metalicos tém
utilizados como mecanismo de acdo antitumorais, compostos antiartriticos e antimicrobiano,
porgue os aminoacidos e ions metalicos sdo compostos essenciais para 0 organismo e possuem
a capacidade quelante em meio bioldgico [18].

A formacéo de cristais ocorre a partir da cristalizacdo dos reagentes presentes em uma
solucdo. A cristalizacdo, € um processo constituido de duas etapas, que sdo: nucleacdo e
crescimento cristalino. A nucleagdo, é a etapa em que ocorre o surgimento da fase sélida na
solucdo, enquanto que o crescimento cristalino é referente a0 modo como os nucleos crescem
sob a forma de cristais [19]. Os materiais cristalinos podem ser obtidos pela técnica de
evaporacao lenta do solvente, o que é uma vantagem, pois esta metodologia € eficiente e
amplamente utilizada, por ser uma técnica simples e de baixo custo, na qual é possivel obter

um material cristalino com elevado grau de cristalinidade e propriedade mecanica [19].

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DA HISTIDINA

Os aminodcidos sdo as unidades formadoras das proteinas por intermédio de ligacGes
peptidicas, nas quais podem-se encontrar 20 diferentes tipos de aminoacidos, e sdo sistemas
moleculares que possuem um grupo amino, um grupo carboxilico e uma cadeia lateral R

[20,21]. Eles pertencem a grupos de biomoléculas com varias funges, tais como: estrutural,
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regulador de metabolismo, agente imunoldgico, entre outras. Aminoacidos sdo classificados
como essenciais e ndo essenciais. Os essenciais sdo aqueles que o organismo humano nédo
consegue sintetiza-los, enquanto os ndo essenciais sdo sintetizados pelo proprio organismo [22].

A His (CgHgN30,) é um aminoécido essencial (o organismo ndo consegue sintetiza-lo,
mas precisa para o seu funcionamento, o qual € obtido a partir da ingestdo de alimentos), ela esta
presente no sitio ativo da maioria das enzimas e proteinas [23], a qual é constituida por seis
carbonos, trés nitrogénios, dois oxigénios e nove hidrogénios, e possui massa molar 155,15 g
mol ™. Além disso, possui um anel imidazol, que constitui o centro ativo de muitas enzimas e
proteinas, que controlam a transmissdo de elementos metalicos no sistema bioldgicos [24]. Na

Figura 1 é apresentada a estrutura molecular da L-histidina.

o

Figura 1. Estrutura molecular da His.

A investigacdo dos modos de coordenacdo da His e de seus residuos em complexos
metéalicos é, entdo, muito importante para a elucidacao da estrutura e da sua funcéo em sistemas
bioldgicos, devido ela fazer parte de varias reacGes bioquimicas. Além disso, a His possui
potencialmente trés pontos de coordenacdo: o grupo carboxilico, grupo imidazol e o grupo
amina, podendo ser utilizados dependendo do pH, da presenca de outros ligantes e da geometria
de coordenacdo. O imidazol, como parte da His funciona como ligante na presenca de metais de
transicdo em varias moléculas de importancia biologica, incluindo sistema ferro-heme,
vitaminas e metal-proteina.[23]. Além disso, a His pode atuar tanto como um doador quanto
como aceitador nas ligagdes de hidrogénios. E ainda é importante nas reacGes de transferéncia

de protons que favorece a organizacdo do centro ativo das enzimas [10]
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2.3 COMPLEXO DE COBRE

Complexos de coordenacdo podem ser entendidos como um atomo central metalico
ligado aos 4&tomos de uma molécula denominada ligante, que fazem uma ligagdo coordenada de
natureza covalente do tipo metal-ligante. Grande parte dos complexos sdo coordenados por um
ligante, apresentam os elementos metalicos presentes no modo catiénico, atuando assim como
acido de Lewis, ja os ligantes eventualmente sdo as espécies moleculares que atuam como bases
de Lewis [25].

Complexos de metais de transicdo com aminoacidos sdo utilizados em varios processos
bioldgicos [26]. Dentre eles, tem-se 0os complexos de cobre (Il), devido ao cobre ser um ion
metéalico bioativo e micronutriente encontrado em todos 0s organismos vivos em guantidade
traco, sendo crucial para o crescimento, desenvolvimento e reagdes bioguimicas,
desempenhando papéis fundamentais nas células, como cofator catalitico nas reacGes redox da
respiragdo mitocondrial, absorcéo de ferro, eliminacdo de radicais livres [27].

Um dos mais importantes quelantes do cobre € o aminoacido L-His, que desempenha
um papel importante no transporte do cobre antes de sua entrada nos sistemas de transporte
celular e incorporacdo em enzimas e proteinas [28]. O cobre (Il) ligado a L-His estad em
equilibrio com a albumina sérica humana e pode sofrer trocas mutuas que modulam a
biodisponibilidade do cobre para a célula [29]. O cobre em excesso é toxico. Quando livre
produz radicais livres que podem levar a oxidacdo de moléculas bioldgicas importantes,
incluindo DNA, proteinas e membranas [29,30].

Devido a importancia nos processos biolégicos, complexos de His com cobre (II)
continuam atraindo o interesse de pesquisadores, sem falar que sdo materiais que apresentam
boa estabilidade térmica, resisténcia mecanica, entre outras propriedades, o que possibilita um
grande leque de aplicacdo [31]. A importancia e as aplicagdes dos complexos de metais de
transicdo sdo amplamente difundidas, desde a quimica e fisica, até a ciéncia dos materiais e
bioguimica [32]. Propriedades como: taxas de troca de ligante, propriedades redox, estados de
oxidagéo, afinidades de coordenacéo, solubilidade, biodisponibilidade e biodistribuicdo [33].

Apesar da importancia fundamental dos metais de transicdo nas funcdes bioldgicas, ha
poucos estudos do complexo de cobre (11) com L-His na propor¢édo 1:1 na literatura, devido ndo
ser um complexo de facil obtencdo, pois as condi¢Bes de reacdo e a sintese possibilitam a
formacdo de isbmeros geométricos, ou até mesmo a formacao de produtos ndo desejados, pois
a His apresenta uma variabilidade na coordenacdo de ions metélicos, a qual depende do pH
[34].
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Assim, em pH &cido a coordenagéo é mais favoravel ocorrer a partir do grupo amina e
do grupo carboxilico e em pH alcalino a coordenacdo € mais favoravel ocorrer a partir dos
nitrogénios do anel imidazol. Tendo em vista que os obstaculos estéricos dos atomos de
oxigénio (grupo carboxilico), nitrogénio (do grupo amina) e os nitrogénios do anel imidazol,

ndo permitem que esses &tomos atuem como ligantes ao mesmo tempo [29,31].
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo, sdo abordados os conceitos necessarios para compreender 0s principios
fundamentais das técnicas instrumentais de caracterizacdo, que incluem espectroscopia na
regido do ultravioleta-visivel, difracdo de raios X, método de Rietveld, estudo computacional
pela teoria do funcional da densidade, analise térmica e avaliacdo da atividade antimicrobiana.

3.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)

A espectroscopia na regido do UV-vis (200 a 800 nm) estuda a radiagédo eletromagnética
absorvida por moléculas, atomos ou ions associados a transicdes eletronicas, essas ocorrem
devido a interacdo da radiacdo com o meio absorvente, onde um elétron vai de um estado
eletronico de baixa energia para outro de maior energia, apds ocorrer a transicdo o elétron
retorna ao estado energético de menor energia [35].

A quantidade de energia absorvida € proporcional a concentracao da espécie na solugéo,
possibilitando assim sua quantificacdo a partir da Lei de Lambert-Beer, que explica a absorc¢ao
da luz em funcéo da espessura do meio, correlacionando-a com a absorbancia dos eletrdlitos
presentes na solucdo [35]. A Lei de Lambert-Beer estabelece uma relacdo entre a intensidade
da luz incidindo na solugéo (lo) e a intensidade da luz saindo da solugdo (I) [36], como é

mostrado na equagéo 1.

I
= e tlouLog (I,/1) = A = €Ecl 1)
0

A = Absorbancia

& = Absortividade molecular

¢ = Concentragéo do Soluto

| = Espessura do compartimento da amostra por onde a luz atravessa.

Com a espectroscopia no UV-Vis a energia absorvida pelas moléculas € quantizada,
gerando espectros que apresentam bandas largas que resultam da sobreposicdo da absorcéo

eletrbnica a subniveis rotacionais e vibracionais, associados as transi¢oes eletrdnicas. [37].

3.2 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Os raios X normalmente podem ser produzidos a partir de duas formas: radiacdo
sincrotron e tubo de raios X. A radiacdo sincrotron ¢é a fonte mais sofisticada e avancada para
producéo de raios X, esses sao produzidos em um acelerador, onde os elétrons sdo colocados e

acelerados préximo a velocidade da luz por campos magnéticos e, ao serem desacelerados
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produzem raios X em diferentes comprimentos de onda [38]. Devido ser uma tecnologia de alto
custo essa fonte é inviavel para laboratorios de pequeno e médio porte.

O tubo de raios X é a fonte mais convencional utilizada em laboratorios de médio e
pequeno porte, visto que este € mais simples e acessivel quando comprado ao sincrotron. Os
tubos de raios X séo formados por dois eletrodos postos em suas extremidades lacrados em uma
ampola de vidro a vacuo, em que o catodo é formado por uma liga de tungsténio que quando
aquecido libera elétrons, em outra extremidade o anodo é constituido por uma placa metalica
que é atingida pelos elétrons provenientes do catodo, como é ilustrado na Figura 2. A diferenca
de potencial gerada no circuito que faz com que os elétrons sejam acelerados até o anodo, apds
a colisdo esses sao desacelerados produzindo assim raios X. Ao se chocarem com o alvo, 0s
elétrons das camadas mais internas do anodo podem ser liberados deixando vacéancias nas
camadas, sendo apenas um por cento da energia cinética convertida em radiacdo e 0s outros
99% sdo transformados em energia térmica ou dissipados na forma de calor [39]. Por esse
motivo o anodo tem que ser refrigerado.

Raios X

. &

_E —-
“
U i

Figura 2. Representacdo de um tubo de raios X.

Anodo

Quando raios X interagem com a matéria, essa radiacdo pode ser absorvida, transmitida
ou espalhada. A partir dessa interacdo alguns fenémenos ocorrem, dentre eles temos a difracdo
de raios X, na qual o espalhamento elastico de um objeto cristalino tem como resultado padrbes
contendo pontos estreitos analisados por cristalografia de raios X. Para que esse fendbmeno
ocorra uma onda em sua trajetoria deve encontrar uma série de obstaculos regularmente
separados, que conseguem dispersar a onda e apresentam um espacamento comparavel em
magnitude ao comprimento de onda. Além disso, a difracdo €, uma consequéncia de relacGes
de fase especifica estabelecidas entre duas ou mais ondas que foram dispersas pelos obstaculos
[15].

A diferenca nos comprimentos das trajetorias das ondas dispersas € muito importante,
tendo em vista, que essa diferenca determina a relagcdo de fases entre as ondas, mostrando se

interacdo é construtiva (quando a diferenga no comprimento das trajetorias resulta em um
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numero inteiro de comprimento de onda, ou seja, as ondas estdo em fase) ou destrutiva (quando
a diferenca entre os comprimentos das trajetorias depois da dispersdo € algum nimero inteiro
de meios comprimentos de ondas, ou seja, as ondas estao fora de fase).

Na Figura 3, temos a representacdo de uma interagdo construtiva entre as trajetorias das
ondas dispersas (identificadas como 1 e 2), ou seja, a onda 1 e 2 estdo em fase. Elas se reforgcam
mutuamente, fazendo com que as amplitudes sejam somadas, resultando em uma onda de

amplitude maior [15].

Amplitude
>
?-)
+
o)
>

k J

Figura 3. Representacdo de como duas ondas (1 e 2), que possuem 0 mesmo comprimento de onda e
permanecem em fase apds um evento de dispersdo (ondas 1' e 2') interferem mutuamente de maneira
construtiva. Fonte: adaptada [12].

Na Figura 4 ¢ ilustrado o esquema de difracéo de raios X em um material cristalino, no qual
sdo considerados dois planos de atomos (A-A’ ¢ B-B’), que apresentam os mesmos indices de
Miller (h, k e ) e, separados por um espacamento interplanar (dnq). Quando um feixe de raios
X paralelo, monocromaético e em fase, com comprimento de onda 4, incide sobre os dois planos
segundo o angulo 6. Dois raios (1 e 2) nesse feixe sdo dispersos pelos atomos P e Q. Se a
diferencga entre os comprimentos das trajetorias 1-P-1’ e 2-Q-2’ for igual a um niimero inteiro
(n) de comprimentos de onda havera uma interferéncia construtiva dos raios dispersos 1’ e 2’
que também ocorrerd em um angulo 6 em relacéo aos planos. Isto é, a condicdo para a difracdo
[15]:

NA= SQ + QT 2)
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Figura 4. Esquema de difracdo de raios X em um material cristalino.
Fonte: adaptada [12].

A Equacéo 3 é conhecida como lei de Bragg, esta relaciona o comprimento de onda (1)
dos raios X e o espacamento interatdbmico (dna) ao angulo do feixe difratado, na qual n é a
ordem de reflexdo (podendo ser qualquer nimero inteiro) [15]. Para que a DRX ocorra, €
necessario existir relacbes de simetria e ordem no material analisado, além disto, se a lei de
Bragg néo for satisfeita entéo a interferéncia sera de natureza ndo construtiva e serd produzido
um feixe difratado de muito baixa intensidade. A técnica de DRX é muito utilizada para
caracterizacdo de materiais, pois apresenta varias vantagens, destacando-se: a simplicidade,
rapidez na realizagdo da medida, alta confiabilidade dos resultados obtidos (devido o
difratogramas obtidos serem proprios e caracteristicos para cada material). Além disso, é
técnica ndo destrutiva e precisa de pequenas quantidades de amostras para realizar a medida
[40].

3.2.1 Método Rietveld

O método Rietveld consiste na minimizacdo das diferencas entre os difratogramas
experimental e calculado, através do método dos minimos quadrados. Fazendo o ajuste dos
parametros utilizados na geragdo do padréo calculado para ser 0 mais préximo do experimental,
considerando os parametros da estrutura cristalina, os parametros do perfil das reflexdes, os
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pardmetros globais, os pardmetros da intensidade e o parametro de correcdo da orientagdo
preferencial dos cristalitos da amostra [41].

A estrutura é refinada de forma que a diferenca entre os difratogramas (calculado e o
experimental) seja minima possivel, ou seja, para que o refinamento seja considerado bom, o
difratograma calculado deve se sobrepor ao difratograma experimental e a diferenca entre eles
deve-se aproximar de uma reta, como ilustrado na Figura 5, onde se tem o difratograma
experimental (representado pela cor preta com circulos), o difratograma calculado representado
pela cor roxa e o refinamento (com a sobreposicdo dos difratogramas e a diferenca entre eles,
representada pela cor azul).

Experimental Calculado Refinamento
Q

P
L “ & & 7y
El T T & 2
= j& q = <
< < <
3 | 8 2 £
2] X p. ] 7}
=l ) & i 8 |z £
=l % i & % =

gq o o 7 J

T
2.0 2.5 3.0 35 40 20 2.5 3.0 35 4.0 20 25 30 35 4.0

20 (Graus) 20 (Graus) 20 (Graus)

Figura 5. llustracdo de um refinamento pelo método Rietveld.

A qualidade do refinamento é analisada através de indicadores estatisticos, que sdo
utilizados durante o refinamento e depois do término desse, para verificar se ele esta procedendo
de modo satisfatério até que a fungdo de minimizagédo alcance valor minimo, ou seja, que 0s
parametros refinados ndo variem mais. E do ponto de vista matematico, o Rwp(R-pondera) que
é referente ao progresso do refinamento e o Goodness-of-fit (S), que trata do ajuste entre 0s
difratogramas [42], sdo os indicadores mais importantes utilizados na avaliacdo de qualidade

do refinamento, eles sdo obtidos a partir das Equacgdes 4, 5 e 6.

; 4

R = 2 WilYops — Yearcl? @
P ZWi(Yobs)z

R _ N-—-P (5)
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Onde nas Equagdes 4 e 5 W; é o valor ponderado das intensidades; Yobs € Ycaic S840 as
intensidades observadas e calculadas. Na equacdo 4, N é o nimero de pontos considerados e P
€ 0 numero de parametros refinados. A partir da razdo do Rwp por Rexp (R-esperado) obtém-se o
S (Equacdo 6). Ao término do refinamento para ele ser considerado excelente 0 Rwp deve ser
menor que 10% e o S proximo de 1 [41,43].

3.3 ESTUDO COMPUTACIONAL PELA TEORIA DO FUNCIONAL DA DENSIDADE
(DFT)

A DFT é um método moderno de modelagem computacional, sendo uma das mais
populares teorias da mecanica quantica, formulados a partir dos estudos de Hohenberg-Konh e
Kohn-Sham, que é baseada na no¢éo de que a energia eletronica total de um sistema, incluindo
todas as interagfes, como os funcionais de troca e correlacdo, pode ser descrita como uma
funcdo da densidade eletronica, em que o minimo de energia encontrado por este funcional
corresponde ao estado fundamental da molécula [44,45]. Essa se destaca em relacdo aos
métodos Hartree Fock (HF) e pds Hartree-Fock, porque seu uso proporciona economia de
recursos computacionais, mantendo a qualidade dos resultados [46].

Nos estudos a partir da DFT sdo usadas técnicas computacionais com os conhecimentos
da quimica tedrica e dados experimentais, usando softwares adequados para obtencdo das
informacdes estrutural, quimica e de propriedades termodindmicas do material de estudo, como:
arranjos geométricos mais estaveis, energias relativas, momento dipolo, mapa de potencial
eletrostatico, os indices de reatividade das moléculas, assim como obter espectros vibracionais,
eletronicos e nucleares de diferentes sistemas quimicos, sendo uma ferramenta muito atil na
determinacdo de diversas propriedades moleculares, entre elas a classificagdo dos modos
vibracionais [47].

Essa técnica é bastante versatil para o estudo de materiais, devido a variedade de seus
fundamentos e a sua flexibilidade de implementacao, a partir da aplicacdo de varios funcionais
e funcdes de base (as quais sdo essenciais para realizagdo de um bom calculo), permitindo
observar as propriedades estruturais e quimicas dos materiais, considerando sua densidade
eletronica. Dentre os funcionais utilizados na DFT, temos os funcionais hibridos, como:
B3LYP, PBE1PBE e OPBE [48-50].

A partir de estudo utilizando a DFT, pode-se observar que ela fornece resultados
precisos por um custo computacional razoavel. Essa é uma importante ferramenta usada para

fornecer informacdes sobre as propriedades de complexos metélicos, colaborando com a
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determinacdo das suas aplicagdes, desde a quimica até a ciéncia dos materiais e bioquimica
[51].

3.4 ANALISE TERMICA

As técnicas de andlise térmica sdo utilizadas para estudar as propriedades fisicas e
quimicas de uma substancia em funcdo da temperatura. As técnicas termoanaliticas mais
utilizadas no estudo da estabilidade térmica de materiais sdo: termogravimetria (TG), analise
térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

Essas técnicas permitem obter informag6es como variacdo de massa, gases liberados da
amostra, estabilidade térmica, agua ligada, ponto de fusdo e de ebulicdo, transi¢bes de fase,
entre outras propriedades [52]. As mudancas quimicas e fisicas que a amostra pode sofrer ao
ser aquecida, ocorrem quando o calor fornecido é superior ou inferior a energia das ligacdes do
material. Deixando evidente a importancia de conhecer a estabilidade e transformag6es que o

material apresenta, para assim, determinar as melhores condi¢6es de aplicacdo do material.

3.4.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial ( em inglés DSC) é a técnica em que se mede a
diferenca de energia em forma de calor que uma amostra absorve ou libera em relagéo a um
cadinho de referéncia (termicamente inerte) em funcdo da temperatura, enquanto a substancia
e a referéncia sdo submetidas a uma programacéo controlada de temperatura [53]. Ela mede as
temperaturas e o fluxo de calor associado as transi¢cdes sofridas pela amostra, proporcionando
informac0es, como: ponto de fusdo, calor especifico, oxidacdo, pureza, ponto de ebulicdo e
outras [52].
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Figura 6. Representacdo de uma curva tipica de DSC com os eventos térmicos normalmente
observados em estudos de materiais.
Fonte: adaptada [53].

A Figura 6 é apresentada uma curva hipotética de DSC, onde sdo mostrados alguns
eventos associados a mudancas recorrentes nesta analise. O primeiro evento ilustra uma
pequena mudanca de linha de base no sentido endotérmico, sendo caracteristico de uma
transicdo de fase de segunda ordem, denominada também de transicdo vitrea [53]. O pico
endotérmico € atribuido ao processo de fusdo da amostra. Ja 0s picos exotérmicos correspondem

a cristalizacdo (primeiro pico exotérmico) e oxidacdo (segundo pico exotérmico).

3.4.2 Andlise Termogravimétrica (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

A TG é uma analise térmica na qual a variagdo de massa da amostra (perda ou ganho de
massa) é determinada como uma funcdo da temperatura e/ou do tempo, enquanto a amostra €
submetida a programacdo controlada de temperatura. Na curva TG representada na Figura 7(a)
temos a ilustracdo de um evento de perda de massa definido pelas temperaturas (Ti) e (Tf). A T;
é a temperatura onde se inicia a perda de massa da amostra analisada e a Tr¢ a temperatura final
na qual a perda de massa da amostra atingiu seu valor maximo, sendo referente ao término da
reagao.

A partir da curva TG pode-se obter informagGes com respeito a estabilidade térmica, a
composi¢do da amostra inicial ou de composto intermediario que venha ser formado durante a
decomposicdo térmica e a composicdo de residuo, se existir. Sendo possivel observar até que

temperatura a amostra mantém suas propriedades fisicas e quimicas.
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Figura 7. Curvas idealizadas para as analises TG (a) e DTA (b).
Fonte: adaptada [53].

A DTA é uma técnica na qual a diferenca na temperatura entre uma substancia e um
material referéncia é medida em funcdo da temperatura/tempo, enquanto a substancia e o
material de referéncia ficam sujeitos a um gradiente de temperatura controlada. A temperatura
da amostra sofre mudancas pela ocorréncia de transicdes ou reacdes entélpicas (endotérmica
e/ou exotermica) referente a mudancas de fase, fusdo, inversdes da estrutura cristalina,
sublimacdo, vaporizacdo, reacdes de desidratacdo e outras reagdes quimicas.

Na Figura 7(b) temos uma curva tipica obtida pela técnica DTA, na qual sdo
apresentados dois eventos térmicos. O primeiro evento corresponde a um pico endotérmico,
pode ser referente a fusdo da amostra e 0 segundo é corresponde ao um pico exotérmico, pode
ser referente a mudanca de fase. Os picos endotérmicos geralmente sdo produzidos por transicao
de fase, desidratacdes e algumas reacfes de decomposi¢do, enquanto 0s picos exotérmicos sdo

produzidos por reacéo de cristalizacao e oxidacéo.

3.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FT-IR)

Na espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier as moléculas
absorvem radiacdo na regido do infravermelho (4000 a 400 nm™). Essa técnica consiste
basicamente nas transi¢Bes entre niveis de energia vibracional nas moléculas, resultando em
vibracGes das ligagdes quimicas presentes no material analisado. Porém, nem todas as ligagdes
quimicas em uma molécula sdo capazes de absorver energia no infravermelho, devido ser

necessario a existéncia da variacdo do momento dipolar da molécula [40].
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Assim como em outras técnicas de espectroscopia a energia de absorgdo é quantizada,
a partir da diferenca entre as intensidades de radiacdo emitida (inicial) e absorvida (final) na
amostra [41]. Sendo possivel identificar a presenca dos grupos funcionais e atribuir cada banda
de absor¢cdo a uma ligacdo quimica especifica, considerando o nimero de onda que ocorre
absorcéo, o formato da banda e sua intensidade.

Os modos fundamentais de movimentos vibracionais em uma molécula, ativos no
infravermelho sdo os modos de estiramento e de deformacdo, esses ddo origem a absorcoes
[40]. Na Figura 8 séo ilustrados os modos de vibragcOes de estiramento e deformacgdo, como
podemos observar as vibracdes de estiramento é referente ao um movimento onde a distancia
entre os atomos aumenta ou diminui, mas 0s &tomos permanecem no mesmo eixo de simetria
da ligacdo. Ja nas vibracgdes de deformacdo angular a posi¢do dos atomos muda em relacéo ao

eixo de simetria original da ligagéo [54].
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Figura 8. Modos de vibracGes moleculares.

3.6 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Os modos vibracionais moleculares dos materiais sao descritos com eficiéncia a partir
das técnicas espectroscopicas, as quais permitem a determinacdo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas, devido ao fato da interacdo direta da radiacdo eletromagnética com a
matéria, que vai alterar sua polarizabilidade e assim modificar os niveis de energia vibracional
e rotacional da amostra (onde o0 movimento vibracional das moléculas excitadas pela radiacao
eletromagnética da origem aos espectros Raman) [55,56]. Essa pode ser absorvida, transmitida
ou espalhada, dando origem a uma série de técnicas espectroscopicas, que Sao uteis na

caracterizagdo de materiais, possibilitando obter informagdes sobre ligacfes quimicas.
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Na espectroscopia Raman usa-se uma fonte monocromatica de luz, a qual ao interagir
com as moléculas é espalhada por elas. Quando o foton cede energia a molécula e sua energia
€ maior ou menor apoés a colisdo temos o espalhamento inelastico, o qual é conhecido como
espalhamento Raman [57], esse fendmeno foi demonstrado experimentalmente pela primeira
vez em 1928, pelo cientista indiano Sir Chandrasekhara Venkata Raman, ap6s ter sido previsto
por Smekal em 1923. A importancia da descoberta de Raman foi reconhecida em 1930 quando
ele foi agraciado com o prémio Nobel de Fisica [58].

O espalhamento Raman pode ser classificado em Stokes e Anti-Stokes, quando a
frequéncia esté abaixo ou acima da frequéncia incidente, respectivamente. Para explicar o efeito
Raman e seus espalhamentos pode-se utilizar o principio da Lei de conservacdo de energia
representada na Equacéo 7, onde a energia do féton espalhado (ee) € igual a constante de Planck

(h) vezes a frequéncia de um féton espalhado (ve) [59].

e. = hv, = hy, e, (7)

Na Figura 9 sdo mostrados os tipos de espalhamentos quando ocorre a incidéncia de

uma luz monocromatica.
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Figura 9. Esquema dos mecanismos de espalhamento.

Quando se fala de espalhamento Anti-Stokes, as moléculas ja se encontram em seu
estado vibracional (e1) e se excita apos a irradiagdo dada pelos fotons incidentes decaindo para
0 estado fundamental (eo), gerando assim foton espalhado com maior energia que o fdton
incidente. Se a molécula perde parte da energia e retorna ao seu estado fundamental, o féton
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espalhado possui energia igual ao do foton incidente, esta interacdo corresponde ao
espalhamento elastico da luz de Rayleigh [59,60].

J& uma molécula em seu estado fundamental (eo) irradiada por um fdton energizado
pode ser excitada devido a absorgdo dos fotons e transitando para um estado mais energético e
instavel, e em seguida decai para um estado vibracional ei, pouco acima do fundamental.
Quando essa molécula absorve parte da energia incidente, o féton antes energizado sera

espalhado e terda menor energia que o féton incidido [59,60].
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os materiais e técnicas utilizadas para sintetizar e
caracterizar o cristal Dicloro (L-histidina) cobre (Il). A sintese do cristal foi realizada na
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), campus avancado em Imperatriz, no laboratério
de difragdo de raios X (LDRX), onde também, realizou-se a caracterizagdo estrutural. E as
demais caracterizacdes foram realizadas no laboratério de espectroscopia dptica e fototérmica

(LEOF) e no laboratério de pesquisa farmacéutico e quimica analitica aplicada (NUPFARQ).

4.1 SINTESE
Na Tabela 1 sdo mostrados os reagentes utilizando para a sintese do cristal Dicloro (L-
histidina) cobre (11), acompanhados das seguintes informag6es: formula quimica, massa molar,

pureza e marca dos reagentes.

Tabela 1. Reagentes utilizados para obtencdo do cristal [Cu(L-Hist)Cl,]

Reagentes Formula Massa molar Pureza Marca
quimica (g/mol) (%)

" Cloretode cobre (Il) | CuCh2H:0 | 1 17048 | 9999 | Sigma-
dihidratado Aldrich
L-histidina Ce HoN3O2 155,15 99 Sigma-

Aldrich
Alcool metilico CH30OH 32,04 99,8 Vetec

O cristal foi sintetizado pelo método de evaporacdo lenta do solvente, tal método consiste
na mistura dos reagentes, em um solvente que possa favorecer a solubilizagdo desses [62]. Na
Figura 10 é mostrado o esquema da sintese do cristal [Cu(L-Hist)Cl2], onde inicialmente
preparou-se uma primeira solugdo de cloreto de cobre Il dihidratado (1 mmol) e &gua deionizada
(10 mL), e esta foi adicionada a segunda solucdo que consiste de L-histidina (1 mmol) com
metanol (40 mL) e agua deionizada (10 mL). Apds a mistura das duas solugdes a nova solucao
permaneceu sob agitacdo magnética (300 rpm) durante 2 horas. E por fim, a solucéo foi filtrada
com papel filtro (poros de 25 um) e colocado em outro béquer, o qual foi vedado com filme PVC,
onde foram feitos pequenos orificios. Depois a solucdo foi armazenada em uma sala de

crescimento de cristais a temperatura ambiente (27 °C) até a formagé&o dos cristais.
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Figura 10. Esquema da sintese do cristal [Cu(L-Hist)Cl.].

4.2 CARACTERIZACAO

As amostras obtidas foram submetidas as analises de DRX a temperatura ambiente e em
funcdo da temperatura, UV-vis, TG, DTA, DSC, FT-IR e Raman. Além disso, foram realizados
calculos teoricos utilizando a teoria do funcional da densidade (DFT) e a avaliacdo da atividade

antimicrobiana.

4.2.1 Difracédo de raios X

As medidas de DRX em temperatura ambiente e em funcao da temperatura. As medidas
foram realizadas em um difratdbmetro da PANalytical (Figura 11), modelo Empyrean, operando
com radiagdo Cu Ka (A= 1,5418 A), geometria de reflexio Bragg-Brentano, operando a uma
tensdo de 40 kV e corrente de 30 mA. Na realizacdo das medidas foram empregados 0s
seguintes parametros: passo angular de 3°, tempo por passo de 50 segundos, varredura angular
(20) de 8-50° em temperatura ambiente e 8-37° em funcdo da temperatura.

Além disso, foram realizadas anélises de DRX em funcéo da temperatura, entre 300 e
465 K com vacuo. O intervalo de temperatura entre cada analise foi de 20°C. Utilizou-se uma
camara de temperatura Anton-Paar, modelo TTK 450, acoplada ao difratdmetro PANanalytical
Empyrean, geometria de reflexdo Bragg-Brentano para realizacdo das medidas.

Para confirmar a formacdo do cristal [Cu(L-Hist)Cl>], foi realizado o refinamento pelo
método Rietveld da estrutura cristalina, bem como, analisou-se 0 comportamento dos
parametros de rede do complexo quando esse foi submetido ao aumento de temperatura,
fazendo o ajuste do difratograma teérico com o difratograma experimental, utilizando o
programa GSAS com interface EXPGUI [63].
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Figura 11. Difratbmetro de raios X, modelo Empyrean da marca PANalytical.

4.2.2 Espectroscopia na regido do Ultravioleta-visivel
Para obter os espectros de UV-vis foi utilizado um espectrofotdometro UV-vis (Figura
12) na regido de 400 nm a 900 nm, de feixe duplo, lampada de deutério, da marca Thermo

Scientific modelo Evolution 220, utilizando cubetas de quartzo, com caminho éptico de 0,1 cm.

|

Figura 12. Espectrofotdmetro UV-vis, modelo Evolution220 da marca Thermo Scientific.

4.2.3 Estudo computacional pela teoria do funcional da densidade (DFT)

Para realizacdo dos calculos computacionais foram utilizados os parametros do
complexo obtido experimentalmente por DRX [14], empregando a teoria DFT com o uso dos
funcionais B3LYP, PBELPBE e OPBE com o intuito de buscar resultados tedricos mais

proximos aos dados experimentais. Os funcionais foram associados aos conjuntos de funcfes
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de base 6-311++G (d, p) para os atomos C, O, H e N, e para o atomo de Cu foi utilizado o
pseudopotencial com o conjunto de fungdes de base SDD. Além disso, foi considerado o efeito
de solvatagdo utilizando o modelo de polarizacéo continua (do inglés Polarizable Continuum Model
- PCM), no qual o solvente empregado foi metanol.

Os célculos foram realizados usando o software Gaussian 16 [64], em clusters de
computadores de alta performance da ComputeCanada, através da colaboracdo com o Dr.
Stanislav R. Stoyanov, e parceria com o Laboratério Multiusuario de Quimica Computacional,
da Universidade Federal Fluminense, através da colaboragdo com o Prof. Dr. José Walkimar de
Mesquita Carneiro.

Os resultados obtidos foram visualizados com o auxilio do software Chemcraft [65],
pelo qual foi possivel visualizar as frequéncias vibracionais calculadas para os trés funcionais,
sendo que neste trabalho ser& apresentado o espectros obtido pelo o funcional que apresentou
dados estruturais mais préximos dos experimentais, sendo este o funcional PBE1PBE. As
frequéncias vibracionais obtidas por esse funcional foram escalonadas por um fator de 0,959,
para o ajuste de erro sistematico na determinacdo de espectros vibracionais tedricos [66]. Para
realizar as atribuigdes dos modos vibracionais foi analisado a decomposi¢do dos movimentos
atdbmicos através da determinacdo automaética de relevancia de modo vibracional (VMARD -
do inglés vibrational mode automatic relevance determination), aplicando a regressdo

Bayesiana, pelo programa VibAnalysis.

4.2.4 Andlise térmica

4.2.4.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A anélise de DSC do cristal foi realizada em um analisador calorimétrico (Figura 13),
modelo DSC 60 da marca Shimadzu. Foram utilizados 3,3 mg de amostra do cristal e dois
cadinhos de aluminio abertos (um com amostra do cristal e outro vazio). A medida foi realizada
utilizando os seguintes parametros: atmosfera de ar, vazdo de 100 mL/min, razdo de

aquecimento de 10 K/min e uma faixa de aquecimento de 300 a 503 K.

52



Figura 13. Analisador calorimétrico, modelo DSC 60 da marca Shimadzu.

4.2.4.2 Analise termogravimétrica e analise térmica diferencial (TG-DTA)

As curvas de TG-DTA simultaneas foram obtidas a partir de um analisador
termogravimétrico (Figura 14), modelo DTG-60 da marca Shimadzu. As analises foram
realizadas em atmosfera de ar com vazao de 100 mL/min, razéo de aquecimento de 10 K/min e
intervalo de temperatura de 300 a 1000 K. Foi utilizada massa de aproximadamente 3,5 mg
acomodada em cadinho de a-alumina, sendo utilizado como referéncia um cadinho vazio de a-

alumina.

ol

Figura 14. Analisador termogravimétrico, modelo DTG-60 da marca Shimadzu.

4.2.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A medida de FT-IR foi feita numa pastilha de KBr com cristais do complexo, essa foi
realizada no Instituto de Tecnologia (ITEC) da Universidade Federal do Pard (UFPA), em
parceria com Prof. Dr. Nelson Rosa Ferreira. O espectro do [Cu(L-Hist)Cl2] foi obtido em

temperatura ambiente, com resolucéo espectral de 4 cm™ na regido de 4000 a 650 cm™.
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4.2.6 Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman foi realizada para estudar as propriedades
vibracionais moleculares do cristal sintetizado. Assim, as analises foram feitas a temperatura
ambiente em um espectrometro triplo Jobin-Yvon T64000 (Figura 15) com detector CCD
resfriado a ar, utilizando laser de estado s6lido com A =532 nm, poténcia de 0,5 mW e resolucdo
espectral de 2 cm™. As medidas de espectroscopia Raman foram realizadas na Universidade
Federal do Pard em Belém-PA, em parceria com o Grupo de Espectroscopia Raman e Transi¢éo
de Fase (GERTRAF).

Figura 15. Espectrdmetro Raman marca Jobin-Yvon modelo T64000.

4.2.7 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para realizacdo dos ensaios foram usadas as cepas bacterianas Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (Gram positiva) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram negativa) e a
cepa de fungo Candida albicans ATCC 10231 (levedura). As bactérias foram mantidas em
Agar Mueller-Hinton a 4°C e cultivadas em caldo Mueller-Hinton a 37°C antes de cada ensaio.
A cepa levedura foi mantida em Agar Sabouraud Dextrose Agar a 4°C e cultivado em Caldo
Sabouraud Dextrose Caldo a 37°C antes dos ensaios.

A atividade antimicrobiana foi avaliada a partir do método de microdiluicdo em
microplacas de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute. Inicialmente foram
feitas dilui¢Oes seriadas 1:1 do complexo (200uM — 0,39uM) em placas de 96 pocos, usando o
caldo especifico para cada tipo de microrganismo, como descrito adiante. Posteriormente,
obedecendo a escala 0,5 de McFarland, foram adicionadas aproximadamente 1,5 x 108 UFC /

mL das bactérias ou 10® UFC / mL da levedura, usando Caldo Mueller-Hinton para bactérias e
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meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) tamponado com 0,165 M MOPS para levedura, em um
volume total de 200uL / poco. Como controle positivo foram usadas as drogas padrbes
meropenem (261uM — 0,50uM) e fluconazol (209uM — 0,41uM), para as bactérias e fungos,
respectivamente. As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h para bactérias e 48 h para
leveduras. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a concentracdo mais
baixa que inibiu o crescimento visual dos microrganismos. Os ensaios foram realizados em

triplicada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Nesta secdo sdo apresentados os resultados e discussao dos resultados obtidos a partir
da sintese e caracterizagdo do complexo por: UV-vis, DRX, DFT, TG, DTA, DSC, FT-IR,

Raman e avaliagdo da atividade antimicrobiana.

5.1 OBTENCAO DO CRISTAL

A Figura 16 mostra os cristais Dicloro (L-histidina) cobre (1) ([Cu(L-Hist)Cl.]), esses
possuem uma coloracao azul, sendo o primeiro indicio da complexagdo do ion metalico com o
aminoacido. Alguns estudos de transmissao Optica presentes na literatura confirmam que os
cristais de L-His pura sdo transparentes, ou seja, ndo absorvem e nem emitem na regido do
visivel. Enquanto, complexos de cobre (II) normalmente apresentam coloragéo azul, devido a
natureza do ligante e as transi¢cGes dos elétrons nos orbitais d do metal que resultam na absorcao

e emissdo no visivel [67].
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Figura 16. Cristal [Cu(L-Hist)Cl.].

5.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA-VISIVEL

A analise de espectroscopia de absorcdo na regido do UV-vis foi realizada com o intuito
de estudar as transicdes eletronicas presente no [Cu(L-Hist)Cl»]. Na Figura 17 sdo apresentados
0s espectros de absor¢do no UV-vis da L-His, do cloreto de cobre e do cristal de [Cu(L-
Hist)Cl2], onde pode-se observar que absor¢do do cloreto de cobre (1) € em um maior
comprimento de onda ao compararmos o espectro de absor¢do com do cristal. Mostrando,
assim, que natureza do ligante influencia fortemente, tendo em vista que ligante de campo fraco
absorve em maiores comprimentos de onda, enquanto, ligantes de campo forte absorvem em
comprimentos de ondas menores [25,68].

Analisando os espectros, nota-se que no espectro do cloreto de cobre (I1) o inicio de

uma banda bem intensa de absor¢do em aproximadamente 570 nm que vai até uma faixa maior
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que dos espectros na regido do UV-vis. No espectro da L-His ndo se observa banda de absor¢éo
na regido de 400 a 900 nm, devido ela ndo apresentar modos ativos nesta regido. Ja o espectro
do complexo apresenta uma banda com absor¢do maxima no comprimento de onda 600 nm,
mostrando como os ligantes ao se coordenarem ao ion metalico influenciam na absorcédo deste,

pois no complexo a absorgéo ocorre em um comprimento de onda menor.
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Figura 17. Espectros de absor¢do na regido do UV-vis das solucdes de cloreto cobre (I1), do complexo
e do aminodcido.

Na Figura 18 observamos as transi¢des do tipo d-d, que para complexos de cobre (1)
normalmente estdo em uma faixa de 600 a 700 nm [69]. Como o cobre (Il) apresenta uma
configuracéo eletronica d°, ele possui seu estado fundamental degenerado com auséncia de um
ligante, ou seja, seus orbitais apresentam a mesma energia. Porém, com a formagdo de
complexo ha perda da degenerescéncia dos orbitais d do ion metélico, ou seja, os orbitais d
passam a ter niveis diferentes de energia, pois 0 campo gerado pelo ligante (campo ligante) em
torno do ion metélico central ndo é mais esférico. Estes orbitais apresentam energias diferentes,
sendo que as transi¢des do tipo d-d sdo originadas dessa diferenga de energia [25,67].

Assim a maioria dos complexos de cobre (1) exibem configuracdes distorcidas, que ddo
origem ao classico efeito de Jahn-Teller [70], ombro resultante do deslocamento da banda de

absorcdo do cobre, como destacado pelo circulo tracejado na curva mostrada na Figura 18 no
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espectro do complexo, onde ha formacéo de um ombro no comprimento de aproximadamente
804 nm.

d—-d

0.8 4

Efeito Jahn-Teller

-

0.4 4

Absorbancia (u.a.)

0.0 4

Dicloro (L-hastidina) cobre (11)
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Figura 18. Espectro de absor¢do na regido do UV-vis obtido a partir da solucdo de cristal [Cu(L-
Hist)Cls].

5.3 DIFRACAO DE RAIOS X

A estrutura do cristal [Cu(L-Hist)Cl2] foi confirmada por meio das medidas de DRX
com o refinamento Rietveld, sendo possivel observar que o complexo se cristaliza na estrutura
ortorrdbmbica com grupo espacial P212:121, apresentando quatro moléculas por célula unitéria,
com os seguintes parametros de rede: a = 9,992 (7) A, b =5,937 (9) A, c = 17,472 (6) Ae V =
1036,3 (6) A3. A Figura 19 mostra o padrdo de DRX refinado pelo método Rietveld, com as
intensidades obtidas no difratograma experimental, o ajuste das intensidades do difratograma

tedrico (calculado) com o experimental, e a diferencga entre 0s dois (lexp-lcaic).

58



Intensidade (u.a.)

O Experimental

Calculado I

S=1,1

Evp-

R =442%
wp

R =3,64 %
P

I

Cale

30

20 (Graus)

Figura 19. Difratograma de DRX em temperatura ambiente refinado pelo método Rietveld para o
cristal [Cu(L-Hist)ClI]

50

O refinamento da estrutura para o complexo foi realizado até se obter a melhor

concordancia com os resultados experimentais, sendo determinada a partir dos parametros de

qualidade de refinamento, que foram: Rwp = 4,42% e S = 1,1. Mostrando assim uma boa

correlacédo entres os valores experimentais e o0s teoricos, evidenciando um bom refinamento

[41]. Na

Tabela 2 € mostrada a comparacdo dos dados cristalogréaficos, entre os valores refinados

e dados da literatura, sendo que a diferenca percentual entre os parametros € inferior a 1%.

Tabela 2. Dados cristalograficos do complexo [Cu(L-Hist)Cl,] obtidos pelo refinamento de

Rietveld e dados tedricos

Dados Valores obtidos neste | Valores da literatura Diferenca
__Cristalograficos | ____ _ estudo _ ____ | _____ £ I %) ___

Estrutura cristalina Ortorrbmbica Ortorrdmbica -
Grupo espacial P212121 P212121 -

a=9,992 (7) A a=10,010 (5) A 0,18

Parametros de rede b=5,937 (9) A b =5,944 (6) A 0,12

c=17,472 (6) A c=17547 (1) A 0,43

Volume 1036,3 (6) A® 1043,9 A3 0,73
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Na Figura 20 é mostrada a morfologia tedrica, essa possui quatorze faces do cristal bem
como os planos cristalograficos do cristal [Cu(L-Hist)Cl.], que séo: (110), (01-1), (011), (-110),
(10-1), (101), (00-2), (002), (-10-1), (-101), (1-10), (0-1-1), (0-11) e (-1-10). A partir do
difratograma observamos que o pico de maior intensidade é o (101) em aproximadamente 10°

(20), indicando assim um possivel favorecimento desse plano.

Figura 20. Morfologia do cristal [Cu(L-Hist)Cl.] com seus respectivos planos cristalograficos.
*Dados obtidos pelos softwares ConQuest 1.19 e Mercury 3.9.

A Figura 21 mostra o complexo [Cu(L-Hist)Cl>], a partir da qual podemos observar que
a moléecula de His se liga ao cobre através do atomo de oxigénio do grupo carboxilico e ao
atomo de nitrogénio do grupo amina, como previstos em alguns estudos da literatura [13,71].
Alem disso, o cobre apresenta mais dois a&tomos de cloro ligados a ele [14].

A His e os dois atomos de cloro formam um plano quadrado distorcido em torno do
atomo de cobre, os dois atomos de cloro favorecem ainda mais uma distorcdo no plano em torno
do ion de cobre, devido aos diferentes comprimentos e angulos de ligacdo [14]. Dessa forma os
complexos de cobre (11) podem apresentar diferentes geometrias e variacdes dessas por meio
de distorcdes, esse fenébmeno é chamado de plasticidade do cobre (I1) e, € uma consequéncia

do efeito Jahn-Teller.
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Figura 21. Complexo [Cu(L-Hist)Cl].

Na Figura 22 é mostrada a célula unitaria do cristal [Cu(L-Hist)Cl.], essa é formada por
quatro moléculas de His, quatro a&tomos de cobre e oito atomos de cloro. Além disso, sdo
mostradas as ligacdes de hidrogénio, que sdo importantes interacdes intermoleculares, essas
consistem na interacdo de hidrogénio com atomos eletronegativos (como por exemplo: fltor,
cloro, oxigénio e nitrogénio), as quais sdo importantes para a estabilidade estrutural e quimica
de materiais no estado cristalino [71,72]. Tendo em vista que a medida que a magnitude das

forcas intermoleculares aumenta, mais dificil é separar uma molécula de outra.

Figura 22. Célula unitéria do cristal [Cu(L-Hist)Cl.]. As liga¢bes vermelhas representam as interacdes
intermoleculares e as azuis sdo as ligacbes de hidrogénio.

No material em estudo as ligacGes de hidrogénio ocorrem entre os hidrogénios do grupo

amina com os atomos de cloro e os atomos de oxigénio do grupo carboxilico, essas sdo
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interacOes moderadas a fracas [73], pois apresentam distancias interatbmicas em uma faixa de

1,60 a 2,78 A [14], como pode ser observado na

Tabela 3.

Tabela 3. Ligacdes de hidrogénio entre as moléculas do complexo dentro do cristal [Cu(L-Hist)Cl;]
[14]

——___Ligacdes de hidrogenio _ _ __ _| ____ | Distancias interatomicas (A)__ ___ _
N(2) ~H(N(2))---0(2) 1,60
N(3) —H(N(3))--0(1) 1,96
N(3) ~H(N(3))---CI(2) 2,73
N(1) ~H(N(1))---CI(1) 2,65
N(1) “H(N(1))---CI(1) 2,58
N(1) —H(N(1))---CI(2) 2,78

5.4 CALCULO TEORICO - DFT
5.4.1 Fator de correlacdo dos dados tedricos e experimentais

Os calculos de DFT foram feitos utilizando trés funcionais diferentes para buscar
calculos tedricos mais proximo dos dados experimentais, comparando as distancias
interatbmicas e angulos entre os atomos calculados pelo DFT com trabalho Colyvas e
colaboradores [14]. Conforme os resultados dos célculos do fator de correlagdo, o funcional
PBE1PBE foi 0 que mais se aproximou dos dados experimentais, logo a geometria otimizada,
os calculos termodinamicos, as obtencbes do mapa potencial eletrostatico, dos orbitais
moleculares de fronteira e dos indices de reatividade quimica foram realizados com esse
funcional.

Na Figura 23 é apresentada a estrutura otimizada com vetor momento dipolo e as cargas
atdmicas do cristal [Cu(L-Hist)Cl2], essa corresponde a geometria de menor energia, ou seja, a
estrutura geométrica mais estavel do cristal. Os resultados termoquimicos, tais como variacdes
de energias de ativacdo de um sistema, sdo apresentados aqui como, variacdo da energia livre
de Gibbs, variacdo de entalpia e variacdo da entropia, esses foram calculados utilizando as
equacBes (8), (9) e (10), respectivamente. Vale ressaltar que, para calcular os valores
termodinamicos foram realizados calculos de DFT dos precursores do complexo, utilizando o
mesmo funcional, os mesmos conjuntos de funcdes de bases e 0 mesmo sistema de solvatagéo.
Os valores termodindmicos calculados para a energia livre de Gibbs, entalpia e entropia foram:
-277,9192 Kcal/mol, -301,6285 Kcal/mol e -0,0868 Kcal/mol. K, respectivamente. Esses
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valores indicam que as reacOes sdo exotérmicas e espontaneas, mostrando assim que 0

complexo [Cu(L-Hist)Cl2] termodinamicamente estaveis [32].

AG = Gcomplexo - (2- Gcloro + Gcobre + Ghis) (8)
AH = Hcomplexo - (Z-Hcloro + Hcobre + Hhis) (9)
AS = (AH — AG)/T (10)

Os complexos metalicos considerados estaveis sdo 0s que apresentam a energia livre do
sistema com valor negativo, ou seja, AG < 0. Na formacdo do complexo a entalpia deve ser
negativa de devido a interacdo metal-ligante a partir da coordenacdo do ion metélico pelo
ligante. Além disso, a entropia também deve ser negativa, pois a interacdo do ion metalico com

o ligante resulta em uma maior ordem do sistema [74].

- / 6 0.419
@ Le00060

Figura 23. Estrutura otimizada do [Cu(L-Hist)Cl.] com vetor do momento dipolar e as cargas
atbmicas, utilizando o funcional PBE1PBE/6-311++G (d, p).

O complexo apresentou 0 momento dipolo de 36,45 D (Debye), o vetor do momento
dipolar esta direcionado para a regido com maior densidade eletronica. Além disso, pode-se
observar as cargas atdmicas, essas realizam um papel importante nos estudos de mecénica
quantica de sistemas moleculares, porque sdo usadas para explicar os momentos dipolo
molecular, estruturas eletronicas e polarizabilidades e, portanto, reatividade quimica [75].

A partir da analise das cargas de atdmicas de Mulliken do [Cu(L-Hist)Cl;], verificou-se
que os atomos de cloro (Cly e Cly), cobre (Cu), oxigénio (O1 e Oy), carbono (Cy, Co, C3, Cs €
Ce) € nitrogénio (N3) sdo carregados negativamente, com os seguintes valores: -0.382, -0.446,
-0.076, -0.149, -0.402, -0.192, -0.325, -2.217, -0.075, -0.016 e -0.091 e. Ja os atomos de
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nitrogénio (N1 e N2) e carbono (Cs) séo carregados positivamente com os valores: 0.263, 0.011
e 1.231, respectivamente.

Na Tabela 4 temos o comparativo dos parametros da celula unitaria experimental obtida
por Colyvas e colaboradores [14] em 1982 por DRX, com 0s pardmetros otimizados pelos
funcionais B3LYP, PBE1PBE e OPBE, utilizando a funcdo de base 6-311""G(d,p). Diferentes
funcionais proporcionam diferentes valores para os parametros de rede (comprimentos de
ligacdes e angulos), com isso, pode-se observar que utilizando o funcional PBE1PBE foi
possivel obter uma melhor correlagdo entre os parametros experimental e tedricos, tendo em
vista, que o fator de correlagdo dos comprimentos e dos angulos de ligagdes com esse funcional
foram 0,9862 e 0,951, mostrando assim, uma boa concordancia entre os valores experimentais

e calculados.

Tabela 4. Comparativo dos pardametros da célula unitarias experimental com os otimizados pelos
funcionais B3LYP, PBE1PBE e OPBE

DISTANCIA (A)

ATOMOS EXPERIMENTAL [11] B3LYP PBE1PBE OPBE
Cu-CI(1) 2,2544 2,2821 2,2571 2,2678
Cu-CI(2) 2,2934 2,3025 2,2766 2,2895
Cu-N(1) 1,9810 2,0544 2,0347 2,0603
Cu-0(1) 1,9810 1,9852 1,9698 2,0262
C(1)-0(1) 1,2720 1,2845 1,2787 1,2815
C(1)-0(2) 1,2520 1,2291 1,2249 1,2338
C(1)-C(2) 1,56520 1,5545 1,5448 1,5589
C(2)-N(1) 1,4820 1,4750 1,4642 1,4602
C(2)-C(3) 1,5220 1,5473 1,5356 1,5440
C(3)-C(4) 1,5120 1,4812 1,4749 1,4739
C(4)-C(6) 1,3620 1,4143 1,4105 1,4124
C(6)-N(3) 1,3420 1,3410 1,3354 1,3424
N(3)-C(5) 1,3420 1,4500 1,4399 1,4385
C(5)-N(2) 1,3420 1,4400 1,4318 1,4276
N(2)-C(4) 1,3720 1,3615 1,3543 1,3668
Fator de correlagdo 0,9860 0,9862 0,9868
ANGULOS (9
ATOMOS EXPERIMENTAL [11] B3LYP PBE1PBE OPBE
CI(1)-Cu-0(1) 94,430 92,109 92,204 92,371
CI(1)-Cu-CI(2) 92,810 97,001 96,823 97,182
Cl(2)-Cu-N(1) 88,130 89,914 89,750 90,626
N(1)-Cu-O(1) 84,640 81,089 81,308 79,865
Cu-0(1)-C(1) 114,170 118,488 118,210 117,985
Cu-N(1)-C(2) 110,760 109,692 109,488 110,244
0O(1)-C(1)-0(2) 124,611 125,689 125,920 125,763
O(1)-C(1)-C(2) 118,311 114,847 114,711 114,724
0(2)-C(1)-C(2) 116,811 119,408 119,315 119,445
C(1)-C(2)-N(1) 107,610 109,037 109,020 109,108
C(1)-C(2)-C(3) 111,611 110,908 110,800 110,400
C(2)-C(3)-C(4) 111,312 113,794 113,544 114,372
C(3)-C(4)-C(6) 132,915 128,198 128,149 128,219
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C(3)-C(4)-N(2) 122,613 124,491 124,598 124,898
C(4)-C(6)-N(3) 108,614 108,931 108,778 108,690
C(6)-N(3)-C(5) 109,912 108,693 108,501 108,728
N(3)-C(5)-N(2) 105,914 102,548 102,651 102,778
C(5)-N(2)-C(4) 111,113 108,897 108,649 108,821
N(2)-C(4)-C(6) 104,512 107,302 107,235 106,866
N(1)-C(2)-C(3) 113,210 114,835 114,919 115,619
Fator de correlacdo 0,949 0,951 0,945

A partir da Tabela 4 observamos que os comprimentos e angulos de ligacdo otimizados
sdo um pouco diferentes dos parametros experimentais, isso pode ser explicado devido a
diferenca entre os estados moleculares nas anélises DRX e DFT. Tendo em vista, que no DRX
a andlise é realizada em fase condensada, e ja no DFT o complexo € analisada em meio
dielétrico [75].

5.4.2 Mapa de Potencial eletrostatico molecular

O mapa de potencial eletrostatico (MPE) é uma importante ferramenta utilizada para
entender a reatividade de varios sistemas moleculares, onde diferentes cores sdo usadas para
identificar diferentes potenciais. As regiGes de cor vermelha o potencial eletrostatico € mais
eletronegativo, as regides de cor azul o potencial eletrostatico € mais positivo e as regides de
cor verde sdo neutras [75]. Nas regides negativas (ricas em elétrons), ha atragdo por proton pela
densidade agregada de elétrons na molécula, enquanto nas regifes positivas (pobres de
elétrons), ocorre repulsdo de proton pelos nicleos atdmicos [76].

A Figura 24 mostra o mapa de potencial eletrostatico para a molécula do cristal [Cu(L-
Hist)Cl], obtido a partir da estrutura otimizada pelo célculo de distribuicdo de carga no
intervalo de -0,03 a 0,07 u.a., para a molécula do cristal em PCM. De acordo com a Figura 24,
podemos observar que as regides negativas ficam principalmente nos oxigénios (O1 e O2) do
grupo carboxilico e nos nitrogénios (N1, N2 e N3) do grupo amina e do anel imidazol, devido a
eletronegatividade desses atomos. Mostrando assim, como o valor do potencial eletrostatico é
relevante para entender as interacfes intermoleculares, a estabilidade e a reatividade da

molécula do material [76,77].
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Figura 24. Mapa de potencial eletrostatico molecular 3D do [Cu(L-Hist)Cl.] em unidades atbmicas
(a.u.) calculado pelo funcional PBE1PBE/6-311**G (d, p).

A partir do MEP, notamos que os atomos de oxigénio, nitrogénio e cloro apresentam as
regides eletrostaticas negativas da molécula, ou seja, esses atomos podem receber hidrogénio,
além disso, sdo susceptiveis as interacdes por ligacbes de hidrogénio [76,78], como foi visto na
DRX, onde as ligacdes de hidrogénio ocorrem entres esses trés atomos. Pois pelo o MEP é
possivel entender as interagfes intermoleculares, devido as regifes negativas definirem na

molécula os locais passiveis de interagir com as regides positivas de outras moléculas [79].

5.4.3 Orbitais de fronteira HOMO e LUMO

O HOMO e o LUMO sdo os orbitais mais importantes nas moléculas, eles sdo
responsaveis pela estabilidade quimica de um composto [34]. O HOMO (orbital ocupado de
maior energia) representa a habilidade de doar elétron e o LUMO (orbital desocupado de menor
energia) atua como um aceitador de elétron, ou seja, representa a habilidade de receber elétron
[80,81]. Esses orbitais foram calculados a fim de analisar suas energias e a reatividade quimica
da molécula, com base na diferenca entre as energias dos orbitais (gap), pois quanto menor o
gap de energia maior a reatividade quimica da molécula e quanto maior o gap menor a
reatividade quimica [82,83]. Sendo assim, o gap é um importante indicador da estabilidade
molecular do material, tendo em vista, que altos valores de gap indicam alta estabilidade da

molécula [84].
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Na Figura 25 é mostrado os orbitais HOMO-LUMO e o gap de energia, onde pode ser
visto que 0 HOMO e o LUMO estéo localizados principalmente em torno do anel imidazol da
His, o LUMO é estendido ao atomo de oxigénio do grupo carboxilico presente na coordenacdo
do cobre (I1). O orbital de maior energia (HOMO) foi igual a -5,6813 eV, o orbital de menor
energia (LUMO) foi igual a -1,1746 eV e GAP foi igual a 4,5067 eV. Mostrando assim, que 0
complexo [Cu(L-Hist)Cl2] possui alta estabilidade, o que j& se esperava, pois o cobre (II) é
considerado um é&cido de carater intermediario e, ao formar complexos com ligantes
intermediarios ou duros (como a L-His, que possui nitrogénio e oxigénio como sitio de
coordenacdo), esses sdo mais estaveis.

Além disso, pelo valor do gap de energia pode-se avaliar a atividade antimicrobiana do
material, visto que esta aumenta com o aumento do gap, como foi observado em alguns estudos
presentes na literatura [10,85]. A partir do gap também pode ser analisada a reatividade ou
estabilidade do material utilizando o conceito de dureza de Pearson. Assim, quanto maior
0 gap, mais dura sera a espécie, ou seja, mais estavel, e quanto menor o gap, menor € a

dureza, logo mais reativa sera a espécie [86].

LUMO

Figura 25. Orbitais de fronteira HOMO e LUMO do complexo [Cu(L-Hist)Cl.].
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Além de calcular o gap de energia utilizando os valores das energias do HOMO e do
LUMO foi possivel obter os valores de outros indices de reatividade quimica, que sdo: potencial
quimico (), eletronegatividade (y), dureza (n), maciez (S) e eletrofilicidade (®), esses foram
calculados, de acordo com as equaces (9) a (12), para cascas fechadas, e estdo apresentados
na Tabela 5. Os valores dos indices sdo usados para entender o comportamento reativo de uma
molécula ou conjunto de moléculas, esses sdo fundamentais na compreensdo da reatividade
quimica, seletividade e estabilidade da molécula, pois ajudam a prever a formacéo das ligacGes
quimicas e a entender as propriedades fisico-quimicas e termodinamicas do material [87].

— ELUMO + EHOMO (9)
2
_ ELUMO B EHOMO (10)
"= 2
11
-1 ()
n
2 12
o 2 (12)
2n

O potencial quimico pode ser associado a eletronegatividade (%), tendo em vista que
essa é igual menos o potencial quimico (u), esses indices representam a facilidade de a molécula
doar elétrons, e os valores obtidos para esses indices foram: -3,4280 e 3,4280 eV,
respectivamente. Ja a eletrofilicidade foi igual a 2,6075 eV, sendo um dos indices quanticos
gue mostra o potencial da molécula receber elétrons, assim como o LUMO [88]. A maciez e a
dureza apresentam, respectivamente, os seguintes valores: 0,4437 e 2,2533 eV.

Esses indices de reatividade sdo amplamente usados na quimica, na definicdo de
propriedades fisico-quimicas que auxiliam na predicdo de reagdes e interagdes moleculares,
sendo possivel descrever interagdes quimica para [Cu(L-Hist)Cl.] em estudos futuros, a fim de

aprofundar o entendimento das propriedades do material para aplicacdes biologicas.

Tabela 5. indices de reatividade quimica do [Cu(L-Hist)Cl,]

indices [Cu(L-Hist)Cl2]
" Potencial quimico () | 34280V
Eletronegatividade () 3,4280 eV
Dureza (n) 2,2533 eV
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Maciez (S) 0,4437 eV
Eletrofilicidade (®) 2,6075 eV

5.5 ANALISE TERMICA

Apos confirmar a obtencdo da fase cristalina desejada, realizou-se a andlise da
estabilidade térmica do complexo pelas técnicas termogravimétrica (TG), térmica diferencial
(DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Na curva DSC para o cristal [Cu(L-
Hist)Cl>] mostrado na Figura 26, um pico endotérmico em 475 K, o qual € atribuido a fuséo do
cristal. A partir disso, observou-se que é necessario submeter o cristal a temperaturas acima de

463 K para que passe do estado cristalino para o estado amorfo.

0.2
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Figura 26. Curva DSC do cristal [Cu(L-Hist)ClI.].

As curvas TG-DTA séo apresentadas na Figura 27 disponibilizando informac@es sobre
a estabilidade térmica e fisico-quimica do cristal, como transi¢cdes de fases, transformacao de
fase, cristalizacdo, oxidagédo e decomposicdo do material. A partir da analise da curva TG, pode-
se observar dois eventos de perda de massa. O primeiro evento ocorre em uma faixa de
temperatura de 460 a 636 K, sendo referente a perda de massa molar de 84,50 g/mol, que diz

respeito a decomposicao dos dois atomos de cloro e o inicio da decomposi¢éo da His.
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Assim, o material possui uma estabilidade na sua forma cristalina até a temperatura de
460 K, apds isso, em 477 K ele comecar a fundir e logo em seguida a se decompor, como pode-
se observar na curva DTA, o que normalmente é observado em complexos, pois estes ndo se
decompde antes de 473 K [89,90].

O segundo evento inicia-se em 689 K e termina em 860 K, este é atribuido a
decomposicdo do ion metélico cobre (I1) e dos atomos da His, representando uma perda de
189,2 g/mol da amostra do material. Como se observa na curva TG a perda de massa da amostra
em toda a andlise ndo corresponde a 100%, sendo o residuo atribuido ao cobre. Dessa forma,
nota-se que o cristal possui uma boa estabilidade térmica, visto que este s6 se funde em torno

da temperatura de 477 K.
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Figura 27. Curvas TG-DTA do cristal [Cu(L-Hist)Cl].

5.6 DIFRAQAO DE RAIOS X EM FUNQAO DA TEMPERATURA

A DRX em funcéo da temperatura foi realizada com o intuito de observar possiveis
mudancas na estrutura do cristal. Na Figura 28 sdo apresentados os padrdes de difracdo para o
cristal em funcéo da temperatura, utilizando uma faixa de 300-465 K. Inicialmente, pode-se
observar que os padroes medidos de 300 a 440 K possuem a mesma fase cristalina, ou seja,

ortorrémbica do cristal [Cu(L-Hist)Cl>]. J& em temperaturas acima de 440 K, como é o caso da
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medida em 460 K, nota-se alteragfes no padréo de difragdo, como o desaparecimento e a
diminuicdo de intensidade dos picos, indicando o comec¢o da mudanca de fase do cristal.

No padrdo medido em 465 K, observa-se que ha o desaparecimento de varios picos de
difracéo do cristal. Além disso, houve alargamento, deslocamento e perda de intensidade dos
picos em 10,10°, 30,42°, 31,08 e 31,70° (20), devido a variacdo de temperatura, mostrando
assim a mudanca da fase cristalina para a fase amorfa, concordando com os resultados obtidos
nas analises termogravimetricas (TG-DTA) e calorimétrica (DSC), sendo possivel observar que
o cristal ao atingir sua temperatura de fuséo, ele se funde e se decompde simultaneamente.
Corroborando com isso, temos o padrdo da medida de retorno (300 K*), confirmando a
decomposicdo da amostra, pois ao retirar a amostra do equipamento essa possuia apenas uma

fina camada superficial de coloracdo azul e, o restante estava com uma coloracéo cinza.
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Figura 28. Difratogramas em funcdo da temperatura do cristal [Cu(L-Hist)CI;] no intervalo de 300 a
465 K.

Na Figura 29, podemos observar que o efeito da dilatacdo térmica é mais notorio na
variacdo dos parametros de rede b e ¢, enquanto no parametro a ocorre pouca variagdo. Além
disso, observamos que o volume da célula e os parametros a e ¢ apresentam um comportamento
contrario, diminuindo com o aumento da temperatura. No entanto, o parametro b aumenta com

0 aumento da temperatura. Também notamos que o parametro de rede b apresentou maior
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variagdo relativa (Ab/b = 0,33%), quando comparado com os parametros a (Aa/a = -0,18%) e ¢
(Ac/c =-0,21% A).

Além disso, observamos que ha uma pequena reducdo do volume da célula unitaria, no
qual devemos levar em conta 0 empacotamento atdmico do cristal e suas interagdes
interatdmicas, esses fatores podem interferir nas distancias das ligagdes, favorecendo ou néo a
reducdo do volume. Devido o cristal apresentar em sua estrutura molecular ligacGes fortes,
como as ligacdes entre 0 oxigénio, o cobre e carbono, essas podem favorecer as vibragdes

transversais e contragdes nas ligagdes, levando a reducéo do volume [91].
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Figura 29. Parametros de rede (a, b e c) e volume do cristal [Cu(L-Hist)Cl], obtidos através do
refinamento pelo método Rietveld em func¢éo da temperatura.

Na Figura 30 sdo apresentados os coeficientes de expanséo térmica, que sdo: agioo= (-
17,554 +2,26)x10° °C™, ap101=(27,307+4,2)x10° °C? e apo= (-15,379+6,16)x10° °C™.
Observamos que nas direcdes [100] e [001], o coeficiente de expansdo foi negativo, j& na
direcdo [010] foi positivo, ou seja, houve uma expansao térmica negativa nas direcbes a e c, e
uma expansao térmica positiva na dire¢do b. Consequentemente, o cristal € anisotropico, tendo
em vista, que calor se propaga diferentemente nas direcGes cristalogréficas.

Mesmo havendo alteracdes nas dimensdes dos materiais solidos, normalmente eles
apresentam uma expansao térmica positiva, diante do aumento de temperatura. Mas, ha casos

de expansdo térmica negativa, como é o caso do material de estudo e outros relatados na
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literatura [92-95]. Isso pode ocorrer devido a interacdo entre as moléculas a partir das ligacoes
de hidrogénio, além do efeito de deslocamentos transversais vibracionais dos atomos
envolvidos na coordenacgdo do ion metalico [96], fazendo com que haja uma diminuic¢do dos
parametros de rede, e assim, coeficientes de expansdo térmica negativo, o que explica a

contracéo nas diregdes [100] e [001].
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Figura 30. Coeficientes de dilatacdo térmica dos eixos (a, b e c).

5.7 TEORIA DE GRUPO

A partir da teoria de grupo foi realizada a analise da simetria do [Cu(L-Hist)Cl.] para
obtencdo dos modos vibracionais totais da célula unitaria. Como mencionado na secdo de DRX
em temperatura ambiente, a estrutura cristalina do [Cu(L-Hist)Cl,] apresenta simetria
ortorrdmbica com grupo espacial P2:2:2; (D3) com Z = 4. Conforme essa teoria para o grupo
fator D2 espacial ortorrébmbico, as representacGes irredutiveis sdo dadas por representaces
simétricas (Raman ativos) e representacdes antissimétricas (infravermelho ativo).

O [Cu(L-Hist)Clz] possui estrutura molecular CeHgN302Cl,Cu mostrando que sua
molécula contém 23 4tomos, como a célula unitaria do cristal possui 4 moléculas, cada unidade
cristalina deve possuir 92 atomos. De acordo com a tabela 6A [97] verificou que que o0s sitios
de simetria C1 da célula unitaria sdo ocupadas por 4 atomos, assim 0s 92 atomos presentes na
célula unitéria do [Cu(L-Hist)Cl>] ocupam 23 sitios. Dessa forma, consultando a tabela 6B [97],
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obteve-se a expressdo para as representacdes irredutiveis do grupo D para o sitio de simetria
C1 na equagéo (7).
D}:3A + 3B; + 3B, + 3B; (7)

Considerando os 23 sitios ocupados dentro da célula unitaria, a representacio total I'"
dos modos normais de vibracdo em termos das representacdes irredutiveis sdo obtidos pela
equacéo 8

I'T =23 (344 3B, + 3B, + 3B;) (8)
I'" =694 + 69B; + 69B, + 69B;

Assim, podemos inferir um total de 276 modos irredutiveis, dentre estes modos temos
que as representagdes B, B2 e B3 que dao origem a um modo acustico cada, como se observa
na equacéo 9:

I'ye =By +B,+ B3 9)
I 4tico = 694 + 68(B; + B, + B3) (20)

Dessa forma, tirando os modos acusticos tem se 273 modos O6ticos obtidos a partir da
equacéo (10) para o cristal [Cu(L-Hist)Cl2], onde todos eles sdo ativos no Raman como pode
ser na equacdo (11), e 204 modos ativos no infravermelho (IR) os obtidos pela equacdo (12).

I" Raman = 694 + 68(B; + B, + B3) (11)
I' g =68(B;+ B, + B53) (12)

5.7 ESTUDO VIBRACIONAL DE FT-IR E DFT

A fim de comparar e analisar a presenca dos grupos funcionais do complexo, foi
realizada andlise de FT-IR e calculos computacionais (DFT), onde foi realizado uma avalia¢éo
das frequéncias vibracionais harménicas, ndo havendo a presenca de frequéncias imaginarias
em toda a estrutura analisada. As atribui¢Ges vibracionais foram realizadas com base nos
calculos por DFT usando o funcional PBE1PBE com conjunto de fungdes de base 6-311++G (d,
p), junto com VMARD pelo programa VibAnalysis. Os espectros experimentais e tedricos sdo
dados na Figura 31, os quais sdo analogos.

As bandas na faixa de alto nimero de onda (3374-3095 cmY), sdo referentes as vibragdes
de estiramento das ligagdes NH2, CH e CH> [98-101]. Em alguns trabalhos que constam na
literatura nota-se que as vibragcfes de estiramento do grupo carboxilico (COQ) apresentam
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bandas normalmente nos nimeros de onda 1636, 1391 e 1084 c¢cm™[90], 0 que pode ser
observado no material de estudo, mas este apresentou alteracdo para menores nimeros de onda
que foram: 1259, 1015 e 926 cm™. Esses deslocamentos para menores niimeros de onda podem
ter sido ocasionados pelas ligacdes de hidrogénio intramoleculares, pois quando grupo
carboxilico estd envolvido nas ligacdes de hidrogénio é normal a diminui¢cdo no nimero de
onda [90]. Além disso, as alteracBes nos niumeros de onda podem ser relacionadas a deformacéo
da rede desenvolvida no cristal como resultado da formacdo do complexo, sugerindo que o
atomo de oxigénio do grupo carboxilico e &tomo de nitrogénio fazem parte da coordenagao do
cobre (11).
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Figura 31. Espectros de FT-IR experimental do cristal [Cu(L-Hist)Cl,] (em preto) e tedrico (lilas), na
regido espectral de 3450 a 700 cm™L.

Na

Tabela 6 € apresentada as atribuicdes com VMARD dos modos vibracionais das bandas
observadas nos espectros de FT-IR experimental e tedricos por DFT, mostrando assim, que as
frequéncias de absorcdo obtidas a partir dos dados experimentais e tedricos apresentam uma
boa concordancia, ou seja, os valores dos nimeros de onda encontrados teoricamente séo

bastante proximos dos encontrados experimentalmente.
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Tabela 6. Valores dos nimeros de onda dos espectros FT-IR (experimental e tedrico), com as
atribuicbes com VMARD dos modos vibracionais presentes no complexo [Cu(L-Hist)Cl;]

_Experimental | Tedrico| ___________ Atribuicdes com VMARD (%) ___________
______ 23385 ____VS(HISNGH16)(99%) ______________
3272 3285 v (C14H23) (83%)
3141 3135 v (C10H19) (10%) + va (H20C11H21) (89%)
3096 3095 v (C13H22) (76%)
1635 1645 | &s (H15N6H16) (31%) + 5o (C10N6H15) (11%) + o (CION6H16)
(9%) + 5a (COC10H19) (6%) + v (O5C9) (6%) + v (N6C10) (5%)
1589 1598 | v (C12C14) (27%) + v (N8C14) (14%) + v (C11C12) (9%) + du.
(C12C14H23) (8%) + 50 (N7C12C14) (6%) + 5. (C13NSC14)
(6%) + v (N7C12) (5%)
1523 1519 | v (N7C12) (21%) + v (N8C14) (17%) + v (C11C12) (9%) + 55
(C13N7H17) (7%) + s (N7C13N8) (7%)
1463 1471 | 5s (H20C11H21) (14%) + v (N7C12) (10%) + 5s (N8C14C12)
(9%) + v (C11C12) (8%) + S (C13NSH18) (6%) + 55
(C12N7C13) (5%)
1391 1402 5o (CLANSH18) (8%) + v (04C9) (7%) + S (CL0C11H21)
(7%) + v (N8C14) (5%)
- 1374 | vs (O4C905) (43%) + v (CIC10) (5%) + oo (C11C10H19) (5%)
1344 1352 | v (04C9) (10%) + v (N7C12) (8%) + v (C11C12) (7%) + da
(C12N7H17) (7%) + 8s (CLOC11H21) (7%) + v (N7C13) (6%)
+ v (05C9) (6%) + 50 (CL3NTH17) (5%) + v (NSC14) (5%)
- 1327 | v (C11C12) (11%) + v (N8C14) (10%) + v (C12C14) (7%) + v
(NSC13) (5%)
1269 1259 | v (N6C10) (7%) + 50 (CLOC11H20) (7%) + 50 (COC10H19)
(7%) + 50 (CLONGH15) (6%) + 5a (C12C11H20) (6%) + vs
(O5C904) (12%) + &s (N6CL0C11) (6%) + v (N7C12) (6%) +
8o (H15N6H16) (5%)
1236 1223 8s (CL2C14H23) (20%) + 8o (N7C13H22) (15%) + da
(NSC13H22) (7%) + v (N8C14) (5%) + v (C11C12) (5%)
1147 1159 | v (N8C14) (19%) + 50 (N8C14H23) (12%) + v (N8C13) (7%) +
v (C11C12) (6%) + v (N7C13) (6%) + 5o (C13NBH18) (5%) +
50 (C14N8H18) (5%)
1140 v (O4C9) (6%) + v (N7C13) (8%) + v (N8C14) (5%) + da
(CLON6H16) (6%) + o (N8C14C12) (5%)
1125 1126 v (N6C10) (20%) + v (C10C11) (16%)
- 1107 v (N7C13) (8%) + v (O4C9) (8%) + v (CIC10) (5%) + s
(H16N6H15) (11%)
1080 1081 50 (CL2N7C13) (31%) + 50 (C11C12C14) (6%) + 8a
(C13N8C14) (5%) + 50 (N8C14H23) (5%) + 50 (NSC13H22)
(5%) + 5o (CL3N7H17) (5%)
- 1032 | vo (N8CL3N7) (44%) + v (N8C14) (9%) + 50 (C12C14H23)
(6%) + 5s (N7C12C14) (6%) + 5o (CLANSH18) (5%) + 5
(C12N7H17) (5%)
1015 1016 | v (CL0C11) (12%) + v (C12C14) (9%) + v (N6C10) (8%) + v
(C9C10) (7%) + vs (O4CI05) (12%) + s (HI6NEH15) (14%)
973 975 | v (N7C12) (18%) + v (C12C14) (13%) + &s (N7C12C14) (12%)

+ v (C11C12) (9%)
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927 926 | vs (O4C905) (20%) + v (CIC10) (9%) + &s (O4CIO5) (6%) +
(HL6NGH15) (6%) + T (H20COH21) (5%)

870 881 v (N6C10) (12%) + v (C11H21) (8%) + v (C14H23) (6%)

824 821 | &s (O5C904) (26%) + &s (N7CL3N8) (8 %) + v (O5C9) (8%) +
50 (C9C10C11) (5%)

712 712 | 8a (N7C12C14) (14%) + v (C11C12) (10%) + v (N7C13) (7 %)

+ 1 (N6Cul04) (6 %) + y(N7C12C11) (5%) + v (N8C14) (5%)
+ 80 (C10C11C12) (5%)

v- estiramento, va- estiramento anti-simétrico, vs- estiramento simétrico, 6-deformacéo, ds-deformacéo

simétrica, da-deformacdo anti-simétrica, oring- deformacgdo do anel imidazol, vring-estiramento anel

imidazol, y- flex&o fora do plano, t- torgao.

5.8 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Para um melhor entendimento da regido de baixa energia espectral foi necessario
realizar anélise de espectroscopia Raman, tendo em vista, que essa € uma técnica complementar
ao FT-IR, pois, ambas verificam as transicdes vibracionais. Mas as regras de selecdo aplicaveis
ao espalhamento Raman e absorcao no infravermelho sdo diferentes, assim algumas vibracoes
s8o apenas ativas no Raman, enquanto outras sao ativas no infravermelho [102]. As atribuicdes
dos modos vibracionais moleculares do cristal [Cu(L-Hist)Cl2] foram realizadas a partir do
espectro Raman obtido em temperatura ambiente com dados dos calculos computacionais
(DFT) e considerando VMARD um minimo de 8%, o espectro foi dividido em trés regibes

como mostrado a seguir.

% Regido de 30 a 730 cm™

A Figura 32 mostra o espectro Raman calculado e experimental do cristal no intervalo
espectral de 30 a 730 cm™. Na Tabela 7 sdo apresentados os modos vibracionais encontrados
nessa regido espectral, com as respectivas atribui¢cdes baseadas nos resultados obtidos na DFT
com VMARD.

Na regido de 10 a 200 cm™ estudada na espectroscopia Raman sio referentes aos modos
de vibracéo, classificados como modos de rede. Esses séo relativos a vibragdo de toda a rede
cristalina, sendo modos importantes para o entendimento da estabilidade estrutural do material,
pois a partir deles € possivel detectar transicdes de fase, além disso, pode se observar as ligacdes

de hidrogénio presente no cristal.
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Figura 32. Espectros Raman experimental do cristal [Cu(L-Hist)Cl,] (em preto) e tedrico (em lilas), a
temperatura ambiente, na regido espectral de 30 a 730 cm™.

Além dos modos de rede, na regido de baixo nimero de onda é possivel observar as
interacOes metal-ligante, mostrando as liga¢des relacionadas a coordenacdo do metal, ou seja,
os modos referentes as ligages que envolvem o fon metélico (que neste estudo é o Cu?*). Pois
as interacOes de ions metalicos com ligantes em complexos apresentam bandas normalmente
em uma faixa de 150 e 450 cm™ [103], o que pode ser observado no material deste estudo, onde
a banda posicionada em 388 cm™ é atribuida ao modo vibracional do estiramento da ligacéo
CuO, a banda em 510 cm™ é referente a uma deformagao assimétrica fora do plano da ligacéo
(N6Cu104) e a banda localizada em 560 cm™ é associada as vibracbes de deformacéo

assimétrica no plano da ligacdo (C1ON6Cu).

Tabela 7.Valores dos nimeros de onda dos espectros Raman (experimental e tedrico), com as
atribuicdes dos modos vibracionais presentes no complexo [Cu(L-Hist)Cl,] na regido espectral 30 a 730
cmt

_Experimental | Teorico | _________ Atribuigdescom VMARD (%) __________
626 648 da (C16N6C15)
560 564 da (CLON6Cu) (20%) + v (C9C10) (13%)
510 517 T (N6CuO4) (17 %) + 60 (O5CI9C10) (14%)
388 388 vV (CuO4) (17%)
295 283 T ring (51%)
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v- estiramento, va- estiramento assimétrico, 6-deformagdo, ds-deformacgdo simétrica, da-deformacao
assimétrica, t ring-tor¢ao do anel imidazol.

< Regi&o de 730 a 1700 cm™
Na Figura 33 sdo apresentados os espectros Raman calculado e experimental do cristal
[Cu(L-Hist)Cl2] no intervalo compreendido de 730 a 1700 cm™. Os modos relativos a posicio
das bandas foram atribuidos conforme a Tabela 8. O modo vibracional em torno de 870 cm™
corresponde aos estiramentos das ligacdes (N6C10) e (C11H21). A banda em torno de 929 cm’

1 esta relacionada ao estiramento simétrico do (04C905).
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Figura 33. Espectros Raman experimental do cristal [Cu(L-Hist)Cl,] (em preto) e tedrico (em lilas), a
temperatura ambiente, na regido espectral de 730 a 1700 cm™.

Tabela 8.Valores dos nimeros de onda dos espectros Raman (experimental e tedrico), com as
atribuicdes dos modos vibracionais presentes no complexo [Cu(L-Hist)Cl;] na regido espectral 730 a

1700 cm™?

_Experimental | Teérico | _________ Atribuicbescom VMARD (%) __________
1635 1645 5s (H15N6H16) (31%)
1609 - v (C12C14) (27%)
- 1510 v (N7C12) (219%) + v (N8C14) (17%)
1467 1457 5s (H20C11H21) (14%) + v (N7C12) (10%)
1396 1410 v (O4C9) (18%) + 50 (N6C10H19) (12%)
- 1374 vs (04C905) (43%)
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1344 1350 v (O4C9) (10%) + v (N7C12) (8%)

1317 1317 v (C11C12) (11%) + v (NSC14) (10%)
1273 1273 8s (H20C11H21) (11%) + do. (C9C10H19) (9%)
1155 1172 v (N8C14) (31%)

1103 1080 v (N7C13) (23%) + ds (H16N6H15) (11%)
973 974 v (N7C12) (18%) + v (C12C14) (13%)

929 934 vs (04C905) (20%) + v (CIC10) (9%)

870 885 v (N6C10) (12%) + v (C11H21) (8%)

817 815 &s (N7C13N8) (10%)

v- estiramento, va- estiramento antissimétrico, vs- estiramento simétrico, 6-deformacéo, ds-deformacéo
simétrica, da-deformacdo assimétrica.

% Regido de 2800 a 3700 cm™
A Figura 34 apresenta o espectro Raman do cristal de [Cu(L-Hist)Cl2] no intervalo
espectral de 2800 a 3700 cm™, nessa regido foram observados seis modos vibracionais que s&o
listados na Tabela 9, os quais sdo atribuidos aos modos de estiramento das unidades CH, CH>
e NH: .

Tedrico

|
1

v (C10H19)

— vs (H16NGH15)
~— vo, (H16N6H15)

> «— vo (H20C11H21)

~— v(CI3H22)

2932

Experimental

2952

Intensidade (u.a.)

3149 3237
2985

2800 2900 3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600 3700
Numero de onda (cm™)

Figura 34. Espectros Raman experimental do cristal [Cu(L-Hist)Cl,] (em preto) e tedrico (em lilas), a
temperatura ambiente, na regido espectral de 2800 a 3700 cm.
As bandas posicionadas em torno de 2932 e 2985 cm™ podem ser atribuidas ao

estiramento da ligagdo CH. O modo observado em 3149 cm™ corresponde ao estiramento
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assimétrico do grupo metil (CH,). Os modos vibracionais em torno de 3547 e 3568 cm estdo

relacionados aos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo amina (NHz) [104].

Tabela 9. Valores dos nimeros de onda dos espectros Raman (experimental e teérico), com as
atribuicdes dos modos vibracionais presentes no complexo [Cu(L-Hist)Cl;] na regido espectral 2800 a
3700 cm?

_Experimental | Tedrico | _________ Atribuicdescom VMARD (%) __________
S I 3523 | ] vo (H16N6H15) (%6%) ______________
- 3507 vs (H16N6H15) (99%)
3237 3372 v (C14H23) (83%)
3149 3150 vo. (H20C11H21) (89%) + v (CLOH19) (10%)
2985 3006 v (C13H22) (76%)
2932 2942 v (C10H19) (75%) + v (C11H20) (17%)

v- estiramento, va- estiramento antissimétrico, vs- estiramento simétrico.

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A partir dos resultados obtidos pela analise da concentragéo inibitéria minima (CIM),
foi avaliada a atividade antimicrobiana (AA) do cristal [Cu(L-Hist)Cl2] pelo método de
microdiluicdo em caldo por ser mais sensivel que outros métodos utilizados para este fim, visto
que usando testes de difusdo em agar pode conduzir a um resultado falso negativo, onde 0s
resultados podem ser influenciados pelo &gar, a concentracdo de sal, temperatura de incubacédo
e tamanho molecular dos antimicrobianos componentes [105].

Para um melhor entendimento da AA do material de estudo, foi realizada a investigada
da AA do cristal [Cu(L-Hist)Cl>] e dos seus reagentes de partida (cloreto de cobre (I1) e His)
contra as bactérias Staphylococcus aureus (Gram positiva), Pseudomonas aeruginosa (Gram
negativa) e o fungo Candida albicans. Apos isso, foi feita a comparacdo da CIM do complexo
e dos reagentes de partida com farmacos ja comercializado (Meropenem e Fluconazol).

Na Tabela 10 podemos observar que o cristal [Cu(L-Hist)Cl.] apresentou uma boa AA
contra a bactéria Gram (+) Staphylococcus aureus, sendo necessario 1,5 pM para inibi¢cdo do
crescimento desse microrganismo. Para essa bactéria os reagentes de partida (CuClz e His) do
cristal também apresentaram boa AA, os quais inibem o crescimento desse microrganismo com
concentrag0es bem menores do que o Meropenem (ativo antimicrobiano utilizado contra uma
ampla gama de bactérias Gram positivas e Gram negativas [106,107]), sendo necessario utilizar
uma quantidade de 130 uM desse ativo, para inibi¢do do crescimento microbiano para os dois
tipos de bactérias.

O Fluconazol ndo apresentou atividade biocida contra as bactérias Staphylococcus

aureus e Pseudomonas aeruginosa, porém apresentou uma boa AA contra o fungo Candida
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albicans, sendo necessaria uma quantidade de 13uM desse ativo, para a inibigdo do crescimento
e desenvolvimento desse fungo, o que ja era de se espera devido ao Fluconazol ser um
medicamento antifungico utilizado no tratamento de doencas causadas por fungos, esse
apresenta um amplo espectro de acdo contra essa classe de microrganismos, incluindo espécies
de Candida, Cryptococcus, Histoplasma e Paracoccidioides [108,109].

A avaliagdo do feito da AA do [Cu(L-Hist)Cl.], CuCl; e His contra a bactéria Gram (-)
Pseudomonas aeruginosa, mostrou que para a inibicdo desse microrganismo € preciso utilizar
quantidades maiores do que 200 uM desses ativos, isso pode ser devido as bactérias Gram (-)
possuirem parede celular mais complexa com duas membranas, 0 que as tornam mais resistentes
e dificulta chegada do antimicrobiano no seu interior [110]. Também foi realizada analise da
AA do cristal [Cu(L-Hist)Cl2] e reagentes de partida contra o fungo Candida albicans, onde
notamos que para a inibicao a partir do cristal e da His é necessario utilizar 50 uM, e do CuCl,
¢ precisou usar 100 pM.

Desse modo, o cristal apresentou uma melhor AA sobre bactéria Staphylococcus aureus,
devido ser necessario utilizar apenas 1,5 uM do [Cu(L-Hist)ClI] para inibicdo do crescimento

desse microrganismo, diferindo dos outros ativos analisados.

Tabela 10. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do complexo [Cu(L-Hist)Cl,] e dos reagentes de

partida pela CIM

Tipo de Microrganismo CuCl, | His [Cu(L- | Meropenem | Fluconazol
microrganismo (uM) [ (uM) | Hist)Cly] (uUM) (uUM)
____________________________ I N (1) I I
Bactéria ATCC ® 25923™ 25 3,12 15 130 -

Gram (+) Staphylococcus
aureus
Bactéria ATCC ® 27853™ | >200 | >200 >200 130 -
Gram (-) Pseudomonas
aeruginosa
Fungo ATCC ® 10231™ 100 50 50 - 13
Candida albicans
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6 CONCLUSOES

O cristal [Cu(L-Hist)Cl2] foi obtido pelo método de evaporacdo lenta do solvente em
temperatura ambiente na proporcdo 1:1, apés um periodo de 40 dias, com boa qualidade
cristalina. As medidas de espectroscopia no UV-vis mostraram uma banda de absor¢do com o
seu maximo em 600 nm com um ombro referente a transi¢do d-d, caracteristicas de complexos
de cobre (I1).

O estudo estrutural por DRX juntamente com o método Rietveld confirmaram a
formacdo do cristal na estrutura ortorrémbica de grupo espacial P2:2:2: com 4 moléculas por
célula unitaria, apresentando valores de parametros de rede bem semelhantes ao da literatura,
com uma diferenca menor que 1%.

A partir dos calculos computacionais utilizando método DFT com funcional PBE1PBE
e funcdo de base 6-311++G (d, p), foi possivel obter a geometria otimizada do [Cu(L-Hist)Cl;]
de menor energia, além disso, foi realizada a comparacdo dos pardmetros de rede
(comprimentos e angulos de ligacao) experimentais com os da estrutura otimizada, mostrando
uma boa concordancia dentre eles. Pelo MEP observamos que os atomos de oxigénio,
nitrogénio e cloro apresentam as regides eletrostaticas negativas da molécula, ou seja, esses
atomos podem receber hidrogénio, além disso, sdo susceptiveis as interagdes por ligacdes de
hidrogénio. Além disso, foram calculadas as energias dos orbitais HOMO-LUMO, do gap de
energia e dos indices de reatividade quimica, pelos quais foi possivel observar que o cristal
[Cu(L-Hist)Cl;] apresentou alta estabilidade e baixa reatividade.

As analises térmicas TG-DTA e DSC, exibem a estabilidade térmica do cristal até a
temperatura de 459 K, quando o material sofre fusdo logo em seguida ocorre decomposicao.

A partir da andlise dos espectros de FT-IR e Raman (experimental e teérico) foram
determinados os modos vibracionais presentes no complexo. No FT-IR ndo foi possivel
identificar as vibragdes correspondentes as ligacdes metal-ligante. Mas, no espectro Raman
observou-se alguns modos vibracionais em baixo nimero de onda referentes a coordenacao do
cobre pela hist.

Concordando com dados obtidos das andlises térmicas, a DRX em funcdo da
temperatura mostra que o cristal na temperatura de 460 K ja tem sua estrutura alterada com o
deslocamento e desaparecimento de alguns picos, além disso, alguns picos também perdem
intensidade. E na temperatura de 465 K o material ja estd completamente amorfo, sendo

referente a decomposic¢ao da amostra do cristal.
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Como os resultados obtidos na avaliacéo da atividade antimicrobiana o cristal [Cu(L-
Hist)Cl2] apresentou uma melhor AA sobre bactéria Staphylococcus aureus, sendo necessario

utilizar apenas 1,5 uM do [Cu(L-Hist)Cl] para inibi¢cdo do crescimento desse microrganismo.
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7 PERSPECTIVAS

Como perspectiva geral, temos em mente continuar os estudos iniciados neste trabalho,
buscando realizar novas caracterizagdes com o intuito de aprofundar a investigacdo das
propriedades quimica e fisica do cristal [Cu(L-Hist)Cl.]. Neste contexto, pretendemos realizar

as seguintes caracterizagoes:

= Espectroscopia Raman em funcdo da temperatura, para analisar uma possivel transicdo de
fase.

= Microscopia eletronica de varredura (MEV), para analisar imagem de alta resolucdo da
superficie do cristal.

= Testes biol6gicos, como o teste de citotoxicidade.
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