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RESUMO

O presente trabalho reporta as reagBes de desfosforilacdo dos
triesteresdietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) e dimetil 4-nitrofenil
fosfato (Paraoxon metilico) pela oxima 2-hidroxi-N-fenilacetamida (8),
pralidoxima (2-PAM), diacetilmonoxima (DAM) e dimetilglioxima
(DMG) em meio aquoso e meio micelar catidnico, utilizando-se o
surfactante brometo de cetiltrimetilambnio (CTAB) como agente
tensoativo. Um aumento de cerca de 10 milhdes de vezes para a
desfosforilagdo do DEDNPP e Paraoxon foi obtido na presenca da
oxima (8) em meio aquoso, em comparagdo com a reacao dos triésteres
somente em 4&gua, e seus principais produtos de reacdo foram
identificados por meio de diferentes técnicas. Além disso, as micelas de
CTAB facilitam o encontro dos reagentes e promovem um aumento
significativo da velocidade de reagdo, devido principalmente ao seu
carater hidrofébico em conjunto com o efeito eletrostatico entre a
interface catidnica micelar e o &nion oximato. As constantes de
velocidade e de ligacdo entre os reagentes e a micela foram
determinadas com éxito por meio do modelo da pseudo fase e troca
ibnica, elucidando os conhecimentos dos efeitos hidrofébicos e
eletrostaticos no planejamento de nanoreatores para a efetiva
decomposicdo de compostos organofosforados téxicos na presenca de
alfa-nucledfilos, assim como na elaboracdo de novos antidotos contra a

intoxicacao por agentes neurotoxicos.

Palavras-chave: alfa-nucleéfilo, oxima, catalise micelar, ésteres de
fosfato.






Abstract

The present work reports the dephosphorylation reactions of the triesters
diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate (DEDNPP) and dimethyl 4-
nitrophenyl phosphate (methyl Paraoxon) by the oxime 2-
hydroxyimino-N-phenylacetamide (8), pralidoxime(2-PAM),
diacetylmonoxime (DAM), dimethylglyoxime (DMG) in aqueous and
cationic micellar media, using cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB) as a surfactant. A rate enhancement of 10 million-fold in the
dephosphorylation of DEDNPP and Paraoxon was obtained in the
presence of the oxime (8) in aqueous medium, in comparison to the
spontaneous hydrolysis of the triesters, and the key products of the
reactions were identified by various techniques. Besides, the micelles of
CTAB show to facilitate the encounter of the reactants and promote a
significant rate enhancement of the reactions, due to their hydrophobic
characters in addition to the electrostatic effect between the cationic
surfactant and the anionic oximate. The reactions rate and binding
constants of the reactants in the micelle were obtained using the
pseudophase and ionic exchange model, enlightening the exploitation of
hydrophobic and electrostatic effects in the planning of nanoreactors for
the effective decomposition of organophosphates by alpha-nucleophiles,
as well as into the development of more generally applicable antidotes

for human poisoning by neurotoxic agents.

Keywords: alpha-nucleophile, oxime, micelar catalysis, phosphate
esters.
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1 Introducéo

1.1  Agentes organofosforados, um breve histérico.

Segundo a Organizacdo Mundial de Salude (OMS), os agentes
guimicos de guerra sdo substancias caracterizadas de acordo com os
efeitos toxicos provocados nos seres humanos, nos animais e nas plantas
(SILVA, G. R. et al., 2012). A utilizagdo de agentes quimicos remonta a
Antiguidade, no entanto foi na segunda metade do século XIX, com o
estabelecimento das industrias quimicas, que seu uso foi disseminado
como arma de destruigdo em massa.Embora ndo terem sido efetivamente
empregados durante a Segunda Guerra Mundial, foi nesse periodo que
se registrou o desenvolvimento dos mais potentes agentes quimicos de
guerra, classificados como organofosforados neurotoxicos, ou “agentes
dos nervos”, 0s quais foram sintetizados pelos alemdes em
1997(HOLSTEGE; KIRK; SIDELL, 1997).

Com o fim da Segunda Guerra Mundial, os compostos organo-
fosforados passaram a ser alvos de organizaces terroristas, devido prin-
cipalmente ao seu baixo custo e facil manufatura. Nesse sentido, algu-
mas nac¢des adotaram medidas de armazenamento e desenvolvimento de
pesquisas voltadas a degradacdo de armas quimicas (PROCKOP, 2006).
Alguns exemplos de agentes neurotéxicos sdo apresentados na Figura
1.
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Figura 1 - Estruturas e nomes (IUPAC) dos agentes quimicos do tipo G
e V (em ordem de desenvolvimento).
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O desenvolvimento de agentes neurotdxicos de guerra esta in-
timamente relacionado com a preparacdo de agrotéxicos utilizados no
ambiente rural para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas
(ETO, 1974). Essa relacdo caracteriza-se tanto pela semelhanga
estrutural quanto pela sua toxicidade, entretanto os agrotdxicos sdo
considerados menos perigosos e por esse motivo sdo utilizados em larga
escala. Nesse contexto, estima-se que a exposicdo acidental a
agrogquimicos organofosforados seja de cerca de um milhdo de casos
anuais, sendo a maior incidéncia em paises subdesenvolvidos
(CAVALIERE et al., 1996).
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Figura 2 - Estruturas e nomes de alguns compostos organofosforados

mais conhecidos.
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Sendo assim, vale ressaltar a importancia dos estudos e

desenvolvimento de sistemas eficientes para a destoxificacdo quimica

por agentes neurotoxicos, destruicdo e manuseio seguro de pesticidas e

armas quimicas. Para que se possam realizar tais estudos, é necessario

que se tenha conhecimento da reatividade dos ésteres de fosfato

estudados até o momento. Dentre as estratégias seguidas, destacam-
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se:experimentos cinéticos, caracterizacdo de produtos e intermediarios,
assim como estabelecimento de relagfes entre estrutura e reatividade
(KIRBY; NOME, 2015).

Nesse sentido, 0 nosso grupo de pesquisa dedicou-se ao longo
dos anos aos estudos mecanisticos de substituicdo nucleofilica em
ésteres de fosfato, que em geral sdo compostos organicos derivados do
acido fosférico, e diferem-se no grau de substituicdo dos atomos de

hidrogénio por grupos alquilicos ou arilicos, Figura 3.

Figura 3 - Classificacdo dos ésteres de fosfato de acordo com o grau de

substituicdo dos atomos de hidrogénio por grupos alquilicos ou arilicos.
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1.2 Hidrolise de Triésteres de Fosfato

O estudo das reacGes envolvendo os triésteres de fosfato tornou-
se amplamente divulgado justamente pela necessidade de manusear o
enorme estoque de armas quimicas, herbicidas e pesticidas de maneira
segura (KIM et al., 2011). Paralelamente, a natureza surge como grande
aliada nesse desafio através da evolucdo das enzimas fosfotriesterases
(BIGLEY; RAUSHEL, 2013).Sendo assim, tanto em sistemas artificiais
quanto em naturais, o propdsito seria potencializaras reacdes de
transferéncia do grupo fosforila para a dgua ou outros nucledfilos, e
assim converter o triéster toxico em moléculas menos reativas e/ou no-

civas, Figura 4.

Figura 4 - Molécula de &gua atuando como nucledfilo e base geral na

reacdo de hidrélise de um triéster de fosfato.
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Fonte: (KIRBY; NOME, 2015).

O mecanismo de hidrolise dos triésteres de fosfato assemelha-se
ao mecanismo de transferéncia do grupo acila para os derivados de &ci-
dos carboxilicos, no sentido da formacdo de um intermediario fosforano
pentacoordenado no atomo de fosforo, Figura 4. Nesse contexto, ha um

interesse crescente na obtencdo e caracterizacdo desses intermediarios
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no estado sélido (Figura 5), para que se possa elucidar os mecanismos
envolvidos nos sitos ativos enzimaticos que participam de atividades
biolégicas importantes (TIMOSHEVA; CHANDRASEKARAN;
HOLMES, 2005).

Figura 5 - Estrutura do fosforano pentacoordenado em equilibrio isomé-
rico entre o estado sélido e liquido, caracterizado por Raio-X (1A) e
RMN (1B).
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Fonte: (TIMOSHEVA et al., 2005).

Os avangos recentes nos estudos tedricos da hidrolise dos
triésteres de fosfato (MORA; KIRBY; NOME, 2012) indicaram que a
reatividade e estabilidade do intermediario fosforano dependem
significativamente dos grupos espectadores presentes (grupo OR na
Figura 4), sendo que a presenca de grupos espectadores retiradores de
elétrons promovem um aumento significativo da velocidade de reacdo
(KIRBY etal., 2011).

Para compreensdo dos progressos nas elucidacGes mecanisticas
em reacdes de substituicdo nucleofilica em triésteres de fosfato, destaca-

se 0s trabalhos iniciados por Khan e Kirby em 1970, relatando o estudo
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cinético da reatividade de uma ampla série de nucle6filos com uma
variedade de triésteres de fosfato derivados do 1,3-propanodiol (2)
ilustrados na Figura 6 (KHAN; KIRBY, 1970).

Figura 6 - Representacdo geral no ataque nucleofilico nos triésteres de

fosfato derivados do 1,3-propanodiol (2).
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De acordo com os dados, a reacdo de desfosforilagdodo 1,3-
propanodiol (2) mostrou-se sensivel ao tipo de nucleofilo, assim como
ao grau de basicidade do grupo de saida, ou seja, a velocidade de
hidrdlise do triéster (ko) depende do pKa do grupo de saida e pode ser
relacionada através do grafico de Bronsted por meio da equagéo log ko =
- 0,82 - 0,99 pKa (min). Os valores de ko e pKa para os diferentes
substituintes (Ar) estdo apresentados na Tabela 1 (KHAN; KIRBY,
1970).
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Tabela 1 - Valores das constantes de velocidade para a hidrélise dos
derivados do triéster 1,3-propanodiol (2), a 39°C e forca ibnica 1,0 M.

Grupo de Saida, Ar pKa ko (min'™)
2,4-dinitrofenil 4,07 6,86 x 107
4-acetil-2-nitrofenil 5,09 4,29 x 10
4-cloro-2-nitrofenil 6,36 2,30 x 10°
4-nitrofenil 7,15 3,78 x10°

Figura 7 - Gréfico de Bronsted para os diferentes grupos de saida para a

hidrdlise dos derivados do triéster 1,3-propanodiol (2), a 39°C.
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Fonte:(KHAN; KIRBY, 1970).
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O gréfico de Bronsted da Figura 7 serviu por muito tempo
como modelo para determinar as constantes de velocidade de alguns
triesteres, levando em consideracdo somente a natureza do nucleéfilo e
grupo de saida, sem considerar a possivel influéncia dos grupos
espectadores, sendo que estes ndo estdo diretamente envolvidos na
quebra e formagdo das ligagdes. Tal relacdo foi utilizada para a
estimativa da velocidade de reacdo para a hidrolise do triéstertris-2-
piridil fosfato (2-TPP), de acordo com o valor de pKa do grupo de saida
proximo a de um triéster derivado de um fenol (pKa 9,01), com ko = 1,5
x 10" min‘t, a 39°C. No entanto, o valor experimental de ko obtido para
tal reacdo aproxima-se de 2,35 x 10° s a 25°C, ou seja, cerca de 10°
vezes maior do que o estimado, baseando-se na relacdo da Figura 7
(KIRBY; MEDEIROS; et al., 2009).

O mecanismo inicialmente proposto para a hidrélise do 2-TPP
envolve o ataque nucleofilico da &gua ativada pelos grupos piridinicos,
que atuam por meio de uma catalise basica geral intramolecular muito
eficiente, com formacdo de um estado de transicdo ciclico com seis
membros (KIRBY; MEDEIROS; et al., 2009), sugerido por meio dos

valores de entropia de ativacéo e efeito isotdpico, Figura 8.
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Figura 8 - Mecanismo inicialmente proposto para a hidrélise do triéster
tris-2-piridil fosfato (2-TPP).
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Fonte:(KIRBY; MEDEIROS; et al., 2009).

A catdlise intramolecular altamente eficiente sugerida para a
hidrélise do 2-TPP envolveria um valor de molaridade efetiva (ME) tdo
alto que os reagentes externos ndo poderiam competir significativamente
na reacdo (GRAAFLAND; KIRBY; ENGBERTS, 1981). No entanto,
resultados posteriores de estudos cinéticos da hidrdlise do 2-TPP
indicaram um aumento da velocidade da reacdo promovida pelo
aumento da concentracdo de tampdo (KIRBY et al., 2011). Baseado
nessa evidéncia, o mecanismo de catalise basica geral intramolecular
inicialmente proposto teria uma contribuicdo minima, considerando-se
ainda o baixo grau de basicidade do atomo de nitrogénio do grupo
piridinico espectador (pKa = 13,78).

Em decorréncia desses novos resultados, uma série de triésteres
fosforicos com diferentes valores de pKa dos grupos de saida e grupos
espectadores foram estudados (Figura 9), e os resultados indicaram uma
notavel influéncia dos grupos espectadores (alquilicos ou arilicos) nas

constantes de velocidade das reac6es de hidrolise (KIRBY et al., 2011).
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Figura 9 - Estruturas dos diferentes triésteres de fosfato investigados,
em funcgdo dos grupos de saida e grupos espectadores.
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Duas novas correlactes lineares de energia livre foram obtidas
com a finalidade de quantificar o efeito dos grupos espectadores, e
através dessas correlagBes observou-se que as retas obtidas possuem
inclinacdes semelhantes as retas da correlagdo linear de Khan e Kirby

em 1970, porém com valores de ko muito maiores, Figura 10.
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Figura 10 - Correlacdo de Bronsted para a série de triésteres de fosfato
estudadas, em conjunto com a correlagdo obtida por Khan e Kirby em
1970 (em azul).
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Embora o coeficiente angular da reta para a série de triésteres
triarilicos seja igual ao coeficiente angular dos triésteres derivados do
1,3-propanodiol (2), a inclinacdo da reta para o sistema triarilico pode
ser funcdo tanto da sensibilidade do grupo de saida, representado pelo
termo Pre, quanto da sensibilidade do grupo espectador, representado
pelo termo Bnis (KIRBY et al., 2011).
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Dessa maneira, através do estudo de hidrdlise dos triésteres de
fosfato com grupo de saida 4-nitrofenol (4-NP) e diferentes grupos
espectadores, foi possivel obter duas correlagfes entre os valores de ko €
0s respectivos somatorios dos pKa’s dos grupos espectadores, €
confirmam que esses grupos exercem um forte efeito nas constantes de
velocidade (KIRBY et al., 2011), Figura 11.

Figura 11 - Grafico de Bronsted para as velocidades das reagdes de

hidrdlise dos triésteres com grupo de saida 4-nitrofenol, em funcéo do

somatorio dos pKa’s dos grupos espectadores.

505
5 R-/@( * R=-CHCF,

- 8-
»

2 \ R=0(CH)0

ON o o\
21 O I \e R=-CHCH
O’L\-m . . 2
oR
-10 . . . . \
10 15 20 25 30 35



40

Sendo assim, o quadro atual para a hidrélise desses triésteres
indica que os pardmetros de sensibilidade para os termos PLc € PnLc
possuem valores de - 0,42 e - 0,28 para sistemas triarilicos, respectiva-
mente, e para os sistemas dialquilarilicos BLc = - 0,99 ¢ Pnc = - 0,61
(KIRBY; MORA; NOME, 2013).

1.3 Substituicdo Nucleofilica em Esteres de Fosfato

De acordo com as reacdes de transferéncia do grupo fosforila
estudadas até entdo, pode-se sugerir dois caminhos mecanisticos distin-
tos: (i) quebra da ligagdo C-O, deslocando o grupo fosfato devido ao
ataque do nucledfilo no &tomo de carbono da ligagdo P-O-C; e (ii) que-
bra da ligagdo P-O, deslocando o grupo O-R pelo ataque do nucleéfilo
sobre o atomo de fosforo central. Além disso, os mecanismos das rea-
¢Oes de substituicdo nucleofilica no &tomo central de fésforo podem ser
classificados como associativo, dissociativo ou concertado (COX;
RAMSAY, 1964), e podem ser ilustrados por meio do diagrama de
More O Ferrall-Jencks (ANSLYN, 2005), Figura 12.
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Figura 12 - Diagrama de More OFerrall-Jencks de coordenada de

reacdo para a transferéncia do grupo fosforila.
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De acordo com a Figura 12, o mecanismo dissociativo (Dn +
An), também conhecido como Syl para a quimica do carbono, pode
ocorrer em duas etapas: (i) a formacdo do ion metafosfato, sendo essa a
etapa determinante da velocidade da reacao, e (ii) o ataque do nucleéfilo
sobre o ion formado. No caso do mecanismo associativo (An + Dn),
conhecido como Sn2 para a quimica do carbono,pode ocorrer inicial-
mente o ataque do nucle6filo sobre o atomo de fésforo tetraédrico (adi-
¢do), levando a formacdo de um intermediario pentacoordenado, seguido
pela quebra da ligacdo com o grupo de saida (eliminacdo). Por fim, o
mecanismo concertado (AnxDn), no qual passa por um estado de transi-
¢do onde o grau de ligacdo do nucledfilo e do grupo de saida define um
caminho com carater mais préximo ao mecanismo associativo ou disso-

ciativo.
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No entanto, a separagdo entre esses mecanismos € meramente
instrucional, pois normalmente as reagdes sdo concertadas e ndo seguem
caminhos totalmente dissociativos ou associativos. De maneira geral, os
estados de transicdo (ET) envolvidos nas reagdes de triésteres e diéste-
res de fosfato estdo localizados entre 0s mecanismos com carater mais
associativo, e 0s ET envolvidos nas reagcdes de monoeésteres estdo lo-
calizados entre 0s mecanismos com cardter mais dissociativo
(CLELAND; HENGGE, 2006).

Como mencionado no inicio deste item, o ataque de um nucleé-
filo pode ocorrer tanto no atomo de fosforo central quanto no 4tomo de
carbono vizinho ao oxigénio do grupo fosfato. Nesse sentido, uma es-
tratégia para diferenciar ambos os mecanismos seria realizar a reagdo em
4gua marcada com isétopo 0 (COX; RAMSAY, 1964), Figura 13.

Figura 13 - Reagdo em agua marcada com ®0 para identificagdo da

quebra no atomo de fésforo ou carbono.
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Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa possui um grande
interesse pela quimica dos ésteres de fosfato, principalmente no que se
refere & compreensdo dos mecanismos, identificagdo dos intermediarios
e produtos formados e interpretacdo das estruturas dos estados de
transicdo envolvidos nessas reagdes. Dentre os mais variados sistemas
estudados, o presente trabalho abrange como ponto central as reacfes
que utilizam nucleéfilos detentores do efeito alfa, assim como os

estudos realizados em meio micelar, os quais serdo discutidos adiante.

1.4 Nucleéfilos com Efeito Alfa

Com base na necessidade de se aperfeicoar os métodos de
degradacdo de ésteres de fosfato, os nucledfilos detentores do efeito alfa,
ou alfa-nucledéfilos, surgem como uma alternativa eficiente para tal ob-
jetivo (DOMINGOS et al., 2004; HERSCHLAG; JENCKS, 1990). Os
alfa-nucledfilos sdo comumente denominados nucledfilos que possuem
pares de elétrons ndo ligantes no atomo adjacente ao centro nucleofilico,
e apresentam reatividade superior a dos nucledfilos de mesma
basicidade. Essa reatividade distinta caracteriza os alfa-nucleéfilos como

supernucledfilos, e alguns exemplos estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Representacdo estrutural dos alfa-nucletfilos mais comuns

para as reacfes com ésteres de fosfato.

H-NNH
H,N o 2
>=N Hidrazina
R
Amidoximas +

Alfa-Nucledfilos

NH,O"
Hidroxilamina

A A
0% § N2

R N R
(RI) H H(Rl) o} Perf'))(jd 0s
Acidos >:N/ organicos
Benzohidroxamicos R
Oximas

A origem do efeito alfa pode ser explicada com o auxilio do

diagrama de orbital molecular apresentado na Figura 15, também

conhecido como modelo de Hoz para o efeito alfa (HOZ; BUNCEL,

1985). O diagrama representa a energia de estabilizacdo na medida em

que dois elétrons preenchem os orbitais ligantes e apenas um elétron

preenche o orbital anti-ligante.
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Figura 15 - Diagrama de energia dos orbitais de alfa-nucledfilos e
nucleofilos normais.
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Fonte: (SINGH et al., 2015).

Os nucleodfilos com caracteristicas radicalares no estado de
transicdo irdo se estabilizar de tal forma que ndo ocorre com nucleéfilos
normais, dando origem ao efeito alfa (UM et al., 2005). Os fatores que
podem ser citados para 0 aumento significativo da reatividade de alfa-
nucledfilos sdo: a repulsdo eletrdnica entre os pares de elétrons, a
catalise intramolecular, a estabilizacdo do estado de transicdo, além de
efeitos de solvatacdo (SIMANENKO et al., 2002).

As principais caracteristicas das reacdes envolvendo alfa-
nucleofilos incluem: (i) os alfa-nucleofilos apresentam um desvio posi-
tivo no grafico de Bronsted construido para nucle6filos “normais”
(BUNCEL; CHUAQUI; WILSON, 1980); (ii) o efeito alfa pode ser
medido pela comparacdo direta entre as constantes Ko-nuc/Knorma para

nucleo6filos com o mesmo valor de pKa, com magnitudes em torno de
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10° vezes (FOUNTAIN et al., 2003); (iii) o efeito alfa depende do pKa
do grupo de saida (UM et al., 2005); (iv) as constantes de Hammett para
a reatividade de alfa-nucle6filos sdo menores do que para nucleéfilos
“normais” (UM et al., 2006).

141 Reac0Oes de triésteres de fosfato com alfa-nucledfilos

Conforme descrito no item anterior, os nucletfilos detentores
do efeito alfa constituem uma classe de compostos notaveis em relagéo a
sua reatividade, o que possibilita a sua utilizacdo na degradacéao de éste-
res de fosfato de maneira efetiva (HERSCHLAG; JENCKS, 1990). Um
exemplo de alfa-nucle6filo que apresenta esta reatividade peculiar é a
hidroxilamina (NH2OH), a qual possui dois centros nucleofilicos
capazes de reagir de maneira seletiva, ou seja, fazendo com que o ataque
ocorra preferencialmente pelo atomo de nitrogénio nas reacGes de al-
quilacdo ou via atomo de oxigénio para as reacfes de transferéncia do
grupo acila e fosforila, Figura 16, ainda que o 4tomo de nitrogénio

apresente um carater mais basico (KIRBY et al., 2006).

Figura 16 - Mecanismo sugerido para o ataque nucleofilico da

hidroxilamina pelo 4tomo de oxigénio na reacdo com um diéster de

fosfato.
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Fonte: (KIRBY et al., 2006).
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De acordo com a Figura 16, o mecanismo proposto envolve o
ataque da hidroxilamina pelo 4&tomo de oxigénio no diéster de fosfato,
sendo que a espécie mais reativa consiste na forma dipolar idnica, que
representa 20% em solugdo aquosa proxima a pH 7, de acordo com
dados cristalograficos e tedricos (KIRBY et al., 2010). Além disso, 0s
estados de transi¢ao calculados para a reacdo da hidroxilamina na forma
zwiteriénica envolve a transferéncia de préton do grupo NH3z* do
nucledfilo para o oxigénio do grupo fosforila, o que seria um forte
indicio da preferéncia para tal forma, Figura 17.

Figura 17 - Mecanismo sugerido para a transferéncia efetiva do grupo

fosforila para o &tomo de oxigénio da hidroxilamina.
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Fonte: (KIRBY et al., 2010).

Além das hidroxilaminas, os &cidos benzohidroxamicos pos-
suem reatividades excepcionais frente ao ataque em ésteres de fosfato.
Na reacdo do &cido benzohidroxamico (BHA) e o triéster DEDNPP,
estudos de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas

indicaram dois caminhos reacionais principais, Figura 18.
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Figura 18 - Reacdo entre o 4cido benzohidroxdmico BHA' e o triéster

DEDNPP, indicando dois caminhos reacionais distintos.
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Fonte: (ORTH et al., 2009).

O caminho (A) na Figura 18 representa o ataque nucleofilico
do BHA™ no atomo de carbono aromatico, com a formacao do diéster
dietil fosfato e o intermediario aromatico. O caminho (B) envolve o
ataque no atomo de fosforo central e a eliminacdo do grupo de saida 2,4-
dinitrofenolato (DNP), seguido da formacdo do intermediario
fosforilado (3) que sofre rearranjo de Lossen e degrada-se em

isocianatode fenila (4), o qual produz anilina (5). Além disso, outros
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produtos como difenilureia (6) e o derivado carbamilico (7) podem ser
detectados (MEDEIROS, M. et al., 2012).

Na mesma linha dos alfa-nucledfilos, as oximas apresentam
uma reatividade extraordindria em reacdes de substituicdo nucleofilica
bimolecular (TARKKA; BUNCEL, 1995). Com base nisso, diversas
oximas sdo empregadas na destoxificacdo por agentes organofosforados,
através da reativacdo da acetilcolinesterase (AChE), enzima responsével
pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina, que por sua vez pode
causar um colapso no sistema nervoso central quando acumulada no
organismo (RIBEIRO et al., 2012). As estruturas das oximas mais

conhecidas estdo apresentadas na Figura 19.

Figura 19 - Estruturas das oximas mais conhecidas como antidotos para

destoxificacéo por agente organofosforados.
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Durante o funcionamento normal da enzima AChE, a triade
catalitica localizada no sitio ativo da enzima, catalisa a hidrolise da ace-
tilcolina (MERCEY et al., 2012). O mecanismo envolve basicamente
duas etapas: (i) o ataque nucleofilico da serina na acetilcolina com
formacéo de um estado de transicdo tetraédrico, seguido da eliminacéo
da colina e a total transferéncia do grupo acetil para a enzima; e (ii)
ativagdo de uma molécula de agua pelo grupo vizinho histidina, seguido
pelo ataque a serina acetilada com formagdo de um segundo estado de
transicdo tetraédrico, eliminagdo de 4cido acético e total regeneracdo da
enzima, Figura 20.Esse mecanismo de hidrolise é altamente eficiente,
sendo que a AChE hidrolisa cerca de 10* moléculas de acetilcolina por
segundo (QUINN, 1987).

Figura 20 - Mecanismo de hidrélise da acetilcolina pela enzima

acetilcolinesterase AChE.
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O mecanismo de inibicdo da AChE por agentes organofosfora-
dos (OP) assemelha-se a etapa inicial do mecanismo de hidrdlise discu-
tido acima. Assim que os OP atingem o sitio ativo enzimatico, ocorre o
ataque nucleofilico do aminoacido serina no atomo de fosfoto, com
formacdo de um estado de transicdo bipiramidal, seguido pela elimina-
cdo do grupo de saida e formagdo da serina fosforilada, Figura 21. No
entanto, a presenca do grupo fosforil dificulta a ativagdo da agua pela
histidina, e em decorréncia disso a reacdo de hidrélise espontanea torna-
se mais lenta, e pode variar entre algumas horas para o dimetil fosforil
(WOREK; DIEPOLD; EYER, 1999), a até alguns dias para os agentes
do Tipo-V (TROVASLET-LEROQY et al., 2011).

Figura 21 - Mecanismo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

ACNhE, envelhecimento e reativacdo por oximas.
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A etapa de envelhecimento da AChE envolve geralmente a
perda de um grupo alquila do substituinte alcoxi presente no 4tomo de
fésforo, Figura 21. O oxianion resultante forma uma ponte de
hidrogénio com a histidina protonada, e dificulta o ataque no atomo de
fésforo por um nucleodfilo negativamente carregado, e impossibilita a
reativagdo enzimatica pela oxima. (SEGALL et al., 1993).

1.5 Surfactantes e Catalise Micelar

A busca por sistemas que mimetizem as reac0es catalisadas por
enzimas tem estimulado os estudos na area de rea¢Ges organicas realiza-
das em meio micelar (FARIA et al., 2008). Esses sistemas fornecem um
meio interessante para a analise e compreensdo das reagdes organicas
que ocorrem em sistemas hiolégicos.

De maneira geral, os surfactantes (ou tensoativos) sdo
compostos que apresentam longas cadeias carbonicas (hidrofdbicas)
conectadas a uma extremidade polar (hidrofilica). A regido hidrofébica
pode divergir no comprimento, na presenca de insaturacdes e/ou
consistir de duas ou mais cadeias carbonicas. Além disso, dependendo
da estrutura da regido hidrofilica, os surfactantes podem ser
classificados como anidnicos, catidnicos, neutros ou zwiterionicos,
Figura 22 (FINEAN, 1983).
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Figura 22 - Nomes, estruturas e classificacdo de alguns surfactantes.
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Nesse sentido, a dispersdo dos surfactantes em dgua e em outros
solventes favorece a formagcdo de uma variedade de agregados
supramoleculares, tais como as micelas, micelas reversas,
microemulsdes, bicamadas e vesiculas (NANDI; BHATTACHARYYA,;
BAGCHlI, 2000), Figura 23.
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Figura 23 - Representacdo estrutural de surfactantes, micelas, micelas

reversas, lipideos, bicamada lipidica e vesiculas.
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Fonte: (SINGH et al., 2015).

Em virtude da capacidade de modificar o meio reacional, os
surfactantes podem ser utilizados em diversas areas da quimica,
permitindo a solubilizacdo de espécies insollveis, além de promover um
meio capaz de modificar a velocidade das reacBes quimicas. Dessa
forma, as micelas podem agir como “nanoreatores”, concentrando e
alterando as constantes de velocidade das reag8es quimicas (GHOSH et
al., 2006).
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A medida que a concentracio de surfactante aumenta em solu-
c¢do, as moléculas buscam uma nova forma de organizacdo que permita
diminuir a energia livre do sistema, fazendo com que ocorra uma subita
mudanca nas propriedades fisicas das solugdes. E neste ponto, conhe-
cido como concentracdo micelar critica (CMC), onde ha a formag&o dos
agregados denominados micelas, Figura 24. Esses agregados possuem
uma caracteristica peculiar, ou seja, sdo capazes de aumentar as
velocidades das reacBes bimoleculares, pela incorporagdo e
concentragdo dos reagentes na regido proxima a interface micelar, na
qual pode ser tratada como uma regido distinta da fase aquosa,
denominada pseudofase (DWARS; PAETZOLD; OEHME, 2005).

Figura 24 - Formacao de micelas acima da concentragdo micelar critica
(CMC).

o2
o "w.H m—

’r(( MICELA

A capacidade das micelas de acelerar as reacfes quimicas esta

intimamente relacionada com as interagfes entre os substratos e 0 meio
micelar, por meio de for¢as hidrofébicas e eletrostaticas, sendo que esta

Ultima é favorecida pela presenca de reagentes com carater idnico, 0s
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quais possuem cargas opostas a superficie da micela, conforme ilustrado

na Figura 25.

Figura 25 — Representacdo de reacdo em meio micelar catidnico e

anionico.
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Fonte: (ORTH, 2011).

O modelo da pseudofase e troca ibnica permite o tratamento
matematico para quantificar as velocidades das reacdes nas quais 0s
reagentes encontram-se particionados entre as pseudofases aquosa e
micelar (QUINA; CHAIMOVICH, 1979), Figura 26.

Figura 26 - Modelo da pseudofase e troca ibnica para as reacGes em

meio micelar com contra-ions Br-, em pH alcalino.
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De acordo com a Figura 26, os termos Ks e Ky, representam a
distribuico do substrato e dos ions Br e HO™ entre as fases aquosa e
micelar, respectivamente. As velocidades das reag¢fes bimoleculares
entre as pseudofases aquosa e micelar sdo representadas pelos termos
kom € Kaw, Sendo que o aumento das velocidades esta relacionado com os
seguintes fendbmenos: (i) ao aumento da concentragdo local dos reagen-
tes na interface micelar; (ii) a estabilizacdo do estado de transi¢do da
reacdo; e (iii) polarizabilidade, microviscosidade e efeitos de carga no
interior da micela (MARIN et al., 1995).

A introducdo de micelas catibnicas em solugdo, tais como
cetiltrimetilamdnio com contra-ions anidnicos (CTA'X’), podem
aumentar significativamente a velocidade de decomposicdo de
compostos organofosforados, em conjunto com os alfa-nucleéfilos
(HAN et al., 2006). Por exemplo, o perfil de velocidade para a reagdo
envolvendo oximatos e o 4-nitrofenil difenil fosfato ilustrado na Figura
27 indica um aumento inicial da velocidade de reagdo, passando por um
méaximo préximo a concentragao micelar critica (CMC), e em seguida a
velocidade sofre um declinio (BUNTON; IHARA, 1977).
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Figura 27 - Efeito da concentracdo de CTAB na reatividade entre 4-
nitrofenil difenilfosfato com os ions 4-nitrobenzaldoximato (e) e 2-

quinolinaldoximato (o).
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Fonte:(BUNTON; IHARA, 1977).
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2 Objetivos

Objetivos

Os objetivos desta tese de doutorado foram: (i) estudar
detalhadamente as reacGes de desfosforilagdo do triéster 2,4-dinitrofenil
fosfato (DEDNPP) na presenga de oximas, em meio aquoso e micelar; e
(ii) estender os estudos para a degradagdo do pesticida dimetil-4-nitrofe-

nil fosfato (paraoxon metilico).
Estratégias

As estratégias para atingir os objetivos deste trabalho

envolveram as seguintes etapas:

i. Avaliagdo do efeito do pH na velocidade das reagdes de
desfosforilagdo do DEDNPP com as oximas: 2-hidrdxi-N-
fenilacetamida (8), pralidoxima (2-PAM), diacetilmonoxima
(DAM) e dimetilglioxima (DMG).
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Vi.
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viii.
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Estudos dos efeitos de concentracdo das oximas 8, 2-PAM, e
DAM nas velocidades das reag6es com o0 DEDNPP.
Comparagdo das reatividades das oximas com outros alfa-
nucleofilos nas reagdes de degradacdo do DEDNPP, através da
correlagdo de Bronsted.

Estudo de efeito isotopico do solvente (H2O/D;0) e parametros
de ativacao da reacdo entre 8 e DEDNPP.

Realizacdo de célculos tebricos para a reacdo entre 8 e
DEDNPP.

Identificagdo dos principais produtos da reacdo entre 8 e
DEDNPP pelas técnicas de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN*H e 3P), Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-MS).

Realizacdo das reacgdes entre as oximas e DEDNPP na presenca
do surfactante brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB).

Estudo da degradacdo do pesticida comercial paraoxon
metilico pela oxima 8, em meio aquoso e micelar, e

identificagdo dos principais produtos.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes

A seguir estdo descritas as sinteses da oxima 8 e DEDNPP. O
pesticida paraoxon metilico e as oximas 2-PAM, DAM e DMG foram

adquiridas comercialmente.

Sintese do dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP): o triéster foi
sintetizado conforme metodologia descrita na literatura (MOSS;
IHARA, 1983). De acordo com a metodologia, 10 mmol de 2,4-
dinitrofenol seco (DNP), 10 mmol de dietilclorofosfato (DECIP) e 11
mmol de trietilamina(Et3N) foram dissolvidos em 50 mL de benzeno
(seco em peneira molecular de 4A). A mistura reacional foi mantida sob
refluxo por aproximadamente 9 horas, a 70-80°C. Ao final da reacéo a
solucdo foi filtrada, lavada com agua (5 x 100 mL), a fase organica seca
com MgSOs, e em seguida o benzeno foi removido sob pressdo reduzida
até a obtencdo de um 6leo amarelado. *H RMN (CDCls, 200 MHz): &
1,40 (t, 6H, J = 6,96 Hz, CHs); 6 4,31 (“quinteto”, 4H, J = 6,96 Hz,
CH2); 8 7,86 (dd, 1H, Joc = 9,16 Hz € Jic = 1,10 Hz, Ar); 5 8,46 (dd, 1H,
Jbc = 9,16 Hz e Jan = 2,93 Hz, Ar), 8 8,81 (dd, 1H, Jap = 2,93 Hz € Jac =
1,10 Hz, Ar). 3P RMN (CDCls, 81 MHz); & -7,64. Os espectros estio

representados no Apéndice.



62

Sintese da oxima (8): a oxima foi sintetizada de acordo com
metodologia descrita na literatura (DA SILVA et al., 2010). Em um
baldo de 500 mL, foram adicionados 130 g de sulfato de sédio (0,915
mol), 120 mL de agua destilada, 18 g de hidrato de cloral (0,109 mol) e
13 g de sulfato de hidroxilamina (0,079 mol) dissolvidos em 50 mL de
agua destilada, 0,1 mol de anilina em 60 mL de 4gua destilada e 8,6 mL
de acido cloridrico concentrado. O banho de 6leo foi aquecido
gradualmente até 70°C, com posterior adicdo de 100 mL de alcool
etilico. O meio reacional foi mantido sob agitacdo magnética e refluxo
durante 4 horas, Apos esse periodo, a mistura foi vertida em banho de
gelo, filtrada em funil de Blichner, & pressdo reduzida, e lavada com
dgua destilada. P.f. 173-175°C. IV (cmY): 3303, 3272, 3149, 1664,
1610, 1560, 1251, 1004, 904, 794, 694. '"H RMN (CDCl3-DMSO-d,
200 MHz) 8 7,05 (d, J = 8 Hz, 2H, H1 e H5), 6,67 (t, J = 8 Hz, 2H, H2
e H4), 8 6,45 (t, J = 8 Hz, 1H, H3), § 9,08 (s, 1H, NH), & 11,39 (s, 1H,
NOH). ®C RMN (CDCl3-DMSO-ds, 50 MHz) § 159,1, 142.4, 136,7,
127,2,122,5, 118,6.
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3.2 Titulacdo espectrofotométrica

As titulagcBes foram realizadas em um espectrofotdmetro de
UV-visivel modelo HP-8453 acoplado a um banho termostatico. Os
valores de pKa em 4gua e em meio micelar de CTAB foram obtidos a
25°C + 0,5°C e todos os valores de pH foram medidos utilizando-se um
pHmetro modelo Hanna Instruments pH 200. Uma solugdo de 100 mL
de oxima (5 x 10 M) foi preparada com &gua deionizada, e o pH da
solucdo foi ajustado para o valor desejado através da adicdo de
hidroxido de potéssio diluido. Ap6s cada ajuste do pH, a solucdo foi
transferida para uma cubeta de quartzo com capacidade para 3 mL e
com 1 cm de caminho 6ptico, e os valores de absorvancia foram obtidos

do espectro.

3.3 Medidas cinéticas

As reagdes foram conduzidas em espectrofotdmetros de UV-Vis
modelo Varian Cary 50 ou HP-8453, acoplados a banhos termostaticos.
As reacOes foram iniciadas pela adicdo de 20 pL de uma solugéo
estoque de substrato (5 x 10° M, em acetonitrila) & 2 mL de uma
solucdo tamponada em uma cubeta de quartzo, para atingir uma
concentragdo final de 5,0 x 10° M. As reagBes foram acompanhadas
monitorando-se o aparecimento dos produtos 2,4-dinitrofenolato (DNP)
ou 4-nitrofenolato (4-NP),de acordo com cada substrato. As reacdes
foram seguidas no comprimento de onda adequado, por no minimo 5
tempos de meia-vida. As constantes de velocidade observadas (Kobs)
foram calculadas através do ajuste da curva de absorvancia em fungéo

do tempo pelo programa Scanning Kinetics WinUV. Os coeficientes de
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correlacdo foram maiores que 0,998. Os tampdes utilizados foram:
H.PO,/HPO,2 (pH 6,5-7,5); TRIS (pH 8,0-9,0) e carbonato (pH 9,5-
11,0).

3.4 Estudos por RMN de !H e 3P

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de H e 3!P
foram obtidos através de um equipamento de 200 MHz modelo Bruker
AC 200, disponibilizado pela Central de Analises no Departamento de
Quimica da UFSC. Em todas as medidas utilizou-se o 3-(trimetilsilil)
propionato de sddio (TMSP) como referéncia interna para RMN de *H e
acido fosforico 85% como referéncia externa para RMN de 3!P. Todas
as solugdes foram preparadas com solventes deuterados. Os valores de
pD para as solugdes aquosas foram ajustados de acordo com a equacdo:
pD = pHiido + 0,4, a 25°C (FIFE; BRUICE, 1961). Os espectros adquiri-

dos foram manipulados no software MestrReNova versao 6.0.2.

3.5 Calculos computacionais

Os calculos computacionais para o ataque nucleofilico da oxima
8 no triéster de fosfato DEDNPP foram realizados por meio da Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) com metodologia B3LYP/6-
11+G(d,p), utilizando-se o programa Gaussian 09 implementado para o
sistema operacional Linux. O sistema aquoso foi simulado através do
método PCM (“Polarizable Continuum Model”) com a versdo IEF (“In-
tegral Equation Formalism”) em conjunto com o modelo de solvatagéo

SMD. Os parametros de convergéncia padrdes foram utilizados para
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todos os calculos. Os calculos de frequéncia foram realizados a 1 atm e
25°C. Os reagentes e produtos foram identificados pela auséncia de
frequéncias imaginarias, enquanto que o estado de transi¢do apresentou
apenas uma frequéncia imaginaria. As coordenadas de rea¢do intrinsicas
(IRC) (FUKUI, 1981)foram computadas no sentido de se confirmar o
caminho reacional. Na conversao do estado padrdo de 1 atm para 1 M o
valor de AG* foi corrigido subtraindo-se 1,90 kcal.mol® do valor
originalmente calculado, de acordo com a rea¢do A + B — C(BENSON,
1968; RASTELLI; BAGATTI; GANDOLFI, 1995).

3.6 Estudos por LC-MS/MS

Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados com a
supervisdo do Prof. Gustavo Amadeu Micke e com o auxilio do
doutorando Daniel Spudeit.

Os experimentos foram realizados em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia da marca Agilent (Agilent
Technologies, Waldbronn, AL) modelo 1200, equipado com bomba
quaternaria e amostrador automatico com controle de temperatura e
forno para coluna analitica. A coluna de separacdo utilizada foi da marca
Agilent modelo Zorbax Eclipse XDB-C8 com 150 mm de comprimento,
diametro interno de 2,1 mm e tamanho da particula de 3,5 um, a 30°C.
A taxa de fluxo da fase mével foi de 200uL/min e em todas as analises 0
volume injetado foi de 10 pL com tempo de analise de 20 min.

O cromatégrafo liquido foi devidamente acoplado a um
espectrdmetro de massas com fonte de ionizacdo por electrospray (3200

Qtrap, AppliedBiosystems/MDS Sciex, Concord, Canada). As analises
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foram realizadas no modo positivo com os pardmetros a seguir: a
interface ion-spray foi mantida em 400°C; voltagem do ion-spray de
4500 V; cortina de gés de dessolvatagio (CurtainGas™) com 10 psi; gas
nebulizante (GS1) com 40 psi; gas secante (GS2) com 40 psi e

nitrogénio com géas de colisao.

3.7 Estudos por CG-MS

Os experimentos foram realizados em um cromatografo da
marca Shimadzu, modelo CG-17a, equipado com uma coluna DB-5
(Agilent) de 30 metros de comprimento, interfaciado a uma estacéo de
trabalho com sistema de aquisicdo e tratamento de dados CGMS
solution versdo 1.20 (LabSolution, 2004). O sistema é equipado com um
detector de massa quadrupolo (Shimadzu), modelo QP5050A, cuja fonte
de ions de 70 eV opera em modo de impacto de elétrons (EIl). O
cromatégrafo gasoso foi programado com um fluxo constante de gas de
arraste (He) em 1,0 mL/min, sendo que 2,5 % deste fluxo é direcionado
para a coluna e o restante purgado do sistema (razdo de split de 40/1).
As temperaturas do injetor e da interface foram mantidas em 280 e
300°C, respectivamente. A temperatura do forno iniciou em 80°C por 5
min, e em seguida foi elevada com uma taxa constante de 10°C/min, até

atingir 300°C, a qual foi mantida por mais 5 min.
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4 Resultados e Discussao

4.1 TitulacOes espectrofotométricas

O grau de ionizagdo das moléculas em solugdo varia conforme
os diferentes valores de pH, e pode ser representado por um parametro
definido como constante de acidez (pKa) (KARA; ALKAN, 2000). As
aplicacdes das constantes de acidez dos compostos organicos sdo inime-
ras, e representam um papel fundamental nos sistemas bioldgicos e em
diversos procedimentos analiticos. Além disso, muitas das
fundamentagfes tedricas da quimica organica moderna baseiam-se nas
correlagBes entre as estruturas moleculares e os equilibrios entre as
espécies protonadas e desprotonadas, Figura 28 (BELTRAN et al.,
2003).

As constantes de acidez para a oxima 8, em meio aquoso e
micelar, foram determinadas através de titulagdo espectrofotométrica,
sendo esta uma técnica simples e vastamente utilizada (NIAZI et al.,
2006). De acordo com a Figura 29A, duas bandas de absor¢do na regido
do ultravioleta (UV) foram observadas: (i) em 220 nm, referente a
espécie protonada da oxima (Ox), e (ii) em 280 nm,referente a espécie
desprotonada da oxima (Ox’). Os valores de pKa foram obtidos pela
variacdo de absorvancia em fungdo do pH (Figura 29B), e a curva
sigmoidal obtida confirma a existéncia do equilibrio de dissociacdo

acido-base representado na Figura 28.
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Figura 28 - Equilibrio de dissociacdo entre a espécie protonada (Ox) e a
forma desprotonada (OXx).
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Figura 29 - (A) Espectro de abs vs. comprimento de onda em funcéo do
pH. (B) Graficos de abs vs. pH obtidos para: oxima 8 (5 x 10* M) em
H20 (m) e na presenga de CTAB (0,01 M) (©), em 280 nm, a 25°C.
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As curvas na Figura 29B representam o melhor ajuste realizado

de acordo com a Equagdo 1, onde os termos AbS, y, €
AbsOX_ X, Tepresentam as absorvancias multiplicadas pelas fragdes

molares da oxima protonada e desprotonada, respectivamente.
Abs = (Abs,, 7o, )+(Abs, 7, ) 1

Os valores de pKa das oximas podem ser alterados na presenca
de surfactantes (NIAZI; ZOLGHARNEIN; DAVOODABADI, 2008),
através da combinacdo de fatores eletrostaticos e hidrofobicos
(POURREZA; RASTEGARZADEH, 2005). Com isso, a interacdo da
oxima com a interface micelar faz com que o equilibrio seja deslocado
no sentido de formacdo da espécie anibnica, diminuindo os valores de
pKa, Figura 29B e Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de pKa de 8 determinados espectrofotometricamente

em &gua e na presenca de surfactante CTAB 0,01 M.

pKa

H.O 9,35
CTAB 7,81
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4.2 Reag0Oes entre DEDNPP e oximas em meio aquoso

As reacOes de degradacdo do triéster de fosfato DEDNPP
mediadas pelas oximas 8, pralidoxima (2-PAM), diacetilmonoxima
(DAM) e dimetilglioxima (DMG), Figura 30, foram acompanhadas por
meio da técnica de espectroscopia de UV/Vis.

Os espectros sucessivos de UV-Vis permitiram visualizar o
aparecimento das bandas em 360 e 400 nm, que representam a formagéo
do produto 2,4-dinitrofenolato (DNP). Na Figura 31 estdo os espectros
sucessivos de UV-Vis tipicos para a reacdo entre DEDNPP e oxima 8.
O produto DNP foi caracterizado também por experimentos de RMN de
'H e CG/MS.

Figura 30 - Reacdo de degradacdo do triéster de fosfato DEDNPP

mediada por oximas.
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Figura 31-Abs vs. comprimento de onda para a reacdo entre DEDNPP
(5 x 10° M) e oxima 8 (0,001 M) a 25°C e pH = 10.

1.0+

Comprimento de Onda (nm)

Os gréaficos de absorvancia em fungdo do tempo para a
formacdo de DNP, em 400 nm, foram obtidos a partir dos espectros
sucessivos de UV-Vis. Na Figura 32 estd apresentado um gréfico
caracteristico de abs vs. tempo para a reacdo entre DEDNPP e 8, em
400 nm. As cinéticas apresentaram comportamentos tipicos de primeira

ordem em relagdo ao substrato organico em todas as reag@es estudadas.

Figura 32 - Grafico de abs vs. tempo para a reacdo entre DEDNPP (5 x
10° M) e a oxima 8 (0,001 M) em 400 nm, a 25°C e pH 10.

50 100 150
Tempo (min)
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Na Figura 33 estdo apresentados os valores das constantes de
velocidades observadas (kons) em funcdo do pH para as reagdes dos
nucleodfilos com DEDNPP. Para fins comparativos, os dados da reagdo
de hidrdlise do triéster DEDNPP estdo incluidos no grafico. De acordo
com o perfil de pH, as reagdes tornam-se mais rapidas a medida que o
pH se eleva, o que evidencia que as espécies aniénicas dos nucledfilos
sdo mais reativas. Os ajustes nao-lineares representados pelas curvas
solidas na Figura 33 foram realizados com a Equacdo 2. Nesta, ko
representa a reacdo com a agua (H:20); kow, a reagdo com o ion
hidréxido (HO"); e knu, a constante de segunda ordem para as reagdes

com os nucledfilos, conforme a Figura 34.

Figura 33 - Perfil de pH para as reacdes do DEDNPP com DMG (V),
DAM (A), 2-PAM (o), 8 (¢) e BHA(m), a 25°C. Os dados para a
reacdo em HO (o), obtidos da literatura (ORTH et al., 2011), foram
inseridos para comparagao.
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Figura 34 - Representacdo da reacdo entre o triester DEDNPP com a

agua, ion hidroxido e nucledfilos.
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Tabela 3 - Pardmetros cinéticos calculados para as reagdes entre as
oximas (0,001 M) e o triéster DEDNPP (5 x 10”° M), a 25°C.

8 2-PAM  DAM DMG BHA'
®knu 1,44 1,03 0,52 1,96x102 2,74
knu" 1,43 1,11 0,52 - 2,45
pKa 9,35¢ 8,24 9,65¢ 10,66° 9,16

ko = 8,0 x 10° s e kon = 0,34 M? s (ORTH et al., 2011).° valores
obtidos pelo ajuste do perfil de pH na Figura 33. © valores obtidos pelo
ajuste linear de Kobs vs. [Ox], Equagdo 3 e Figura 35. ¢ valor determi-
nado experimentalmente por titulagdo espectrofotométrica. © valores
obtidos da literatura (BORDWELL; JI, 1992)." (MEDEIROS, M. et al.,
2012).
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Figura 35 - Gréfico de kops vs. [Ox7] para as reacdes do DEDNPP com
8(¢), 2-PAM (o) e DAM (A), a 25°C, pH 10,5, [Oximas] = 0,001 M e
[DEDNPP] =5 x 10° M.
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Os resultados cinéticos apresentados na Tabela 3 mostram que
a oxima 8, quando comparada as outras oximas estudadas, apresentou a
maior reatividade na reacdo de degradagdo do DEDNPP. Comparando-
se knut (oxima 8) com ko, um aumento de velocidade na ordem de 10
milhdes de vezes é observado, evidenciando a elevada reatividade da
oxima 8 em reacdes de desfosforilacdo. Sendo que, esse comportamento
esta de acordo com a elevada reatividade de alfa-nucleéfilos, os quais
apresentam aumento na velocidade de reacdo na ordem de 103-10°
(KIRBY; MANFREDI; et al., 2009; KIRBY et al., 2008).
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4.3 Parametros de ativacdo e efeito isotopico

Com a finalidade de adquirir informagdes sobre a estrutura do
estado de transicdo, foram obtidos os pardmetros termodindmicos da
reacdo entre a oxima 8 e o triéster DEDNPP. As constantes de
velocidade observadas (kops) foram determinadas em diferentes
temperaturas, na faixa entre 25 e 55°C, em pH 10,5. Os valores de AG,
AS” e AH” foram determinados através dos dados experimentais da
Figura 36, de acordo com as Equagdes 4, 5 e 6, e seus respectivos

valores estdo apresentados na Tabela 5.

Figura 36 - Grafico de In kows/ T vs. 1/T para a reacdo da oxima 8 com o
triéster DEDNPP, em pH 10,5.
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| (kobs _|, <kb +AS* AH*(l) 4
" T)_ " h) R R \T
kopsh 5
* _ obs
AG —ln(ka)RT
AG* = AH* — TAS* 6

Onde ky , he R referem-se as constantes de Boltzmann (1,38 x
102 J.K1), de Planck (6,63 x1034).s) e universal dos gases (8,314

J.mol™.K?) , respectivamente.

Tabela 4 - Pardmetros termodindmicos para a reagdo entre a oxima 8
(0,001 M) e o triéster DEDNPP (5 x 10 M), em pH 10,5.

Parémetros Valores
AH? (kcal.mol™) 10,43
AS* (cal.mol*.K™) -22,88
AG? (kcal.mol™) 17,25
Krz20/Kpz20 1,09

Os valores dos parametros de ativacdo, apresentados na Tabela
5, sdo coerentes com reacdes de carater nucleofilico. Os valores de
entropia elevados e negativos (AS?<< 0) indicam a possivel formacéo
de um estado de transicdo com grau de liberdade menor do que o0s
reagentes (ANSLYN, 2005). Além disso, o efeito isotopico do solvente
proximo a 1 (Tabela 5) indica que a etapa determinante da velocidade
de reacdo ndo envolve diretamente a transferéncia de préton. Esses
fendmenos podem ser comumente observados em rea¢des bimoleculares
com cardter associativo ou concertado de carater associativo
(MASKILL, 1999).
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4.4 Correlacdo de Bronsted e reatividade de nucletfilos

A nucleofilicidade das oximas nas reac@es de desfosforilagdo do
DEDNPP foram comparadas com aquelas de outros alfa-nucle6filos
através da correlacdo de Bronsted, Figura 37. Esta relaciona o logaritmo
da constante de velocidade de segunda ordem da reacdo nucleofilica
(logkn) com os valores de pKa dos nucledfilos. As constantes de
velocidade de segunda ordem (knu) e valores de pK, utilizados no

gréfico de Bronsted estdo na Tabela 5.

Figura 37 - Gréfico de Bronsted para a reacdo do DEDNPP com 8,
pralidoxima (2-PAM), diacetilmonoxima (DAM), imidazol (IMZ) e

outros nucleéfilos comuns, a 25°C.

log ki,
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Tabela 5 - Constantes de segunda ordem (knu) € valores de pKa para as
reacOes de diferentes nucledfilos com o DEDNPP, a 25°C.

Nucletfilos knu/M71st pKa
2H,0, ko 1,44 x 107 -1,54
qHO", kon 0,34 15,54
PNH,OMe 2,11 x 10* 4,6
®NMe,OH 5,99 x 102 5,20
PNH,OH 0,29 5,96
®MeNHOH 0,44 6,18
Mz 1,77 x 102 7,10
BHA 2,45 + 0,05 9,16
DAM 0,51 + 0,01 9,65
2-PAM 1,11 +0,01 8,24
8 1,43 + 0,04 9,35

@ (ORTH et al, 2011). ° (MEDEIROS, MICHELLE, 2009).
(MEDEIROS, M. et al., 2012).

Vale ressaltar que, os valores de pKa usados na correlagdo de
Bronsted correspondem geralmente aos &cidos conjugados nos centros
reacionais. Enquanto que, aqueles para a hidroxilamina (NH2OH) e seus
derivados correspondem aprotonogdo e desprotonacdo no atomo de
nitrogénio. A principio, tal informacéo indicaria que o nitrogénio do
grupo NHzseria o atomo nucleofilico, no entanto, a protonacdo do grupo
amonio leva a formacdo do nucledfilo dipolar i6nico HsN*™-Or,
aumentando significativamente a nucleofilicidade (KIRBY et al., 2008).
De fato, a presenca do grupo metila no atomo de oxigénio da
hidroxilamina (NH>.OMe) resulta no decréscimo de aproximadamente 3
unidades logaritmicas na reatividade, em comparacdo com o esperado

para os nucledfilos que atacam pelo atomo de oxigénio.
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4.5 Estudos de RMN H e 3p

Foram obtidos espectros sucessivos de RMN *H e 3P em
funcdo do tempo de reacdo da oxima 8 com o triéster DEDNPP. Os
espectros de RMN de 'H e 3P estdo apresentados nas Figuras 38 e 39,
respectivamente. Além dos reagentes, foi possivel identificar os sinais
caracteristicos dos produtos dietilfosfato (DEP) e 2,4-dinitrofenolato
(DNP). Vale ressaltar que 0 DEDNPP possui baixa solubilidade em
D-0, e consequentemente, 0s sinais apresentam baixa intensidade. Os

deslocamentos quimicos das espécies observadas estdo na Tabela 6.

Figura 38 - Espectros sucessivos de RMN *H obtidos para a reagio da
oxima 8 (0,04 M) com DEDNPP (0,01 M): (a) DEDNPP; (b) 8; (c) 5
min; (d) 15 min; (e) 30 min; (f) 1h; (g) 1h30; (h) 7 dias, a 25°C, em D>0O
com 30% de CD3CN e pH 10,3.
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Figura 39 - Espectros sucessivos de RMN 3P obtidos para a reacdo da
oxima 8 (0,04 M) com DEDNPP (0,01 M): (a) 5 min; (b) 15 min; (c) 35
min; (d) 55 min; e (e) 24 h, a 25°C, em D,0O com 30% de CDsCN e pH
10,3.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3P dos produtos

na reacdo entre 8 e DEDNPP, conforme Figura 40.

Composto  RMN *H (3, ppm) RMN 3'P (5,ppm)

DEDNPP 1,38 (t, 6H, CHs), 4,39 (, 4H, CHy) 7,10
7,80 (d, 1H, Ar), 8,64 (dd, 1H, Ar)
9,03 (d, 1H, Ar)

DNP 6,75 (d, 1H, Ar), 8,09 (dd, 1H, Ar) -
8,83 (d, 1H, Ar)

DEP 1,26 (t, 6H, CHs), 3,93 (q, 4H, CHy) 1,28
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Figura 40 - Estruturas detectadas por RMN de H e 3P em funcéo do
tempo de reacdo entre DEDNPP e 8, em pH 10,3 a 25°C.

O,N OzN
2 O
2 P~
1o = OFt @ o NO, -
2
DEDNPP N © DNP DEP

Os espectros de RMN *H e 3!P ndo mostraram o aparecimento
de intermediarios, o que indica que o possivel intermediario fosforilado
ou aromatico é consideravelmente instavel e ndo regenera a oxima. De
fato, os experimentos cinéticos no UV-Vis com [8] < [DEDNPP]
evidenciaram que a decomposicdo do triéster ocorre em quantidade
estequiométrica, e a completa degradacdo do DEDNPP foi observada
somente quando [8] > [DEDNPP].
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4.6 Estudos de LC-MS/MS

Os experimentos de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-MS/MS) foram realizados com o
objetivo de confirmar as estruturas dos produtos discutidos no item 4.5.
E ainda, possivelmente, identificar algum produto que ndo tenha sido
detectado por RMN, principalmente devido a baixa solubilidade do
DEDNPP em agua. O cromatograma na Figura 41 indica os picos dos

produtos observados ao término da reagdo entre a oxima 8 e DEDNPP.

Figura 41 - Cromatograma de HPLC de intensidade relativa (%) em
fungéo do tempo (min) realizado ao final da reacéo entre 8 e DEDNPP
em 90 minutos, pH 10,3 e 25°C.
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O pico mais intenso, em 2 minutos, refere-se a estrutura do
produto DEP. O experimento foi realizado com deteccdo por
espectrometria de massas em modo positivo, ESI-MS (+), portanto, a
razdo massa/carga (m/z) de 155 representa a forma protonada do DEP.
Os valores de m/z de 127 e 99 representam a perda de um e dois grupos
etila, respectivamente. Além disso, os valores de m/z de 94 e 77 indicam
a possivel formacéo de anilina como produto, com tempo de retencéo

préximo ao do DEP.

Figura 42 - Espectro de ESI-MS (+) do pico em 2 min, em (i), do
cromatograma da Figura 37, apés o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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O pico em 4 minutos refere-se a estrutura da oxima 8, em
excesso, com m/z de 165 para a forma protonada. As respectivas
quebras e estruturas apresentadas na Figura 43 estdo de acordo com as
estruturas apresentadas no espectro de ESI-MS (+) para o estudo da
reacdo de ciclizacdo de Sandmeyer, em meio fortemente &cido de H.SO4
(SILVA, B. V. etal., 2011).

Figura 43 - Espectro de ESI-MS (+) do pico em 4 min, em (ii), do
cromatograma da Figura 41, apés o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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O pico em 13 minutos refere-se & estrutura do aldeido formado
apos o ataque da oxima 8 ao triéster DEDNPP. O valor de m/z de 213
para o aldeido é resultado da presenca de acetonitrila e ion sédio como
contaminantes, comuns na espectrometria de massas no modo positivo
(KELLER et al., 2008).

Figura 44 - Espectro de ESI-MS (+) do pico em 13 min, em (iii), do
cromatograma da Figura 41, apés o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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4.7 Estudos por CG/MS

Os experimentos de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-MS) confirmaram a formacdo do aldeido
na reacdo de degradacdo do DEDNPP pela oxima 8. O espectro da
Figura 45 apresenta os picos principais dos produtos extraidos com

acetato de etila apos o término da reagcdo em meio aquoso.

Figura 45 - Cromatograma de CG-MS de intensidade relativa (%) em
funcéo do tempo (min) realizado ao final da reacdo entre 8 e DEDNPP
em 90 minutos, pH 10,3 e 25°C.
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O pico mais intenso em 10 minutos refere-se & estrutura da
oxima 8 em excesso, com m/z de 164 para a espécie neutra. As quebras
na Figura 46 estdo de acordo com as estruturas apresentadas no
espectro de ESI-MS (+) na Figura 43.

Figura 46 - Espectro de CG-MS do pico em 10 min, em (i), do
cromatograma da Figura 45, apds o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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O pico em 10,7 minutos refere-se a estrutura do grupo de saida
2,4-dinitrofenol (DNP), o qual ndo foi detectado com a técnica de
ESI/MS no modo positivo.

Figura 47 - Espectro de CG/MS do pico em 10,7 min, em (ii), do

cromatograma da Figura 45, apds o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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O pico em 11,5 minutos refere-se a estrutura do aldeido como
produto de degradacdo do DEDNPP pela oxima 8. As quebras estdo de
acordo com as estruturas apresentadas no espectro de ESI-MS (+) na
Figura 44. Vale lembrar que nesta técnica os contaminantes Na* e

acetonitrila ndo sdo observados como massas adicionais.

Figura 48 - Espectro de CG/MS do pico em 11,5 min, em (iii), do
cromatograma da Figura 45, apds o término da reagdo entre 8 e
DEDNPP em 90 min, pH 10,3 a 25°C.
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4.8 Célculo Computacional

A modelagem da reagdo entre a oxima 8 e o triéster DEDNPP,
por meio da Teoria do Funcional de Densidade (DFT) usando PCM, foi
realizada com o propdsito de confirmar os resultados experimentais e
reunir informagfes mais detalhadas acerca do mecanismo reacional. A
Figura 49 ilustra o estado de transi¢do (TS) mais estvel encontrado,
entre outros conférmeros, para o ataque nucleofilico do anion oximato
no atomo de fdésforo central do DEDNPP.

O estado de transicdo apresenta uma Unica frequéncia
imaginaria, obtida através da aproximagao gradual do &tomo de oxigénio
carregado negativamente da oxima ao atomo de fésforo do DEDNPP,
por meio da ferramenta de scan disponivel no software Gaussian 09,

seguido da completa otimizagdo do melhor TS.

Figura 49 - Estrutura do estado de transi¢cdo (TS) em conjunto com as
estruturas encontradas em — 15,0 Bohr (A) e 20,0 Bohr (B) para o ataque

nucleofilico da oxima 8 ao DEDNPP.
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O estado de transicdo encontrado apresenta um arranjo
aproximadamente linear dos atomos Onuc-P-OLe com um &ngulo
interatdmico de 4,2°. Sendo que, Onuc € O representam os 4tomos de
oxigénio nucleofilico de 8 e do grupo de saida, respectivamente. Além
disso, o atomo de fésforo apresenta uma geometria trigonal bipiramidal
distorcida. Os comprimentos das ligagdes P-Onuc € P-Oyq sd0 de 2,30 A
e 1,76 A, respectivamente.

As estruturas representadas por A e B na Figura 49
correspondem aquelas em — 15,0 e — 20,0 Bohr, as quais ilustram a
coordenada de reacdo intrinsica (IRC) para o TS apresentado, Figura
50. Como pode ser observado, a eliminacdo do grupo de saida apds o

ataque nucleofilico de 8 ocorre via mecanismo concertado.

Figura 50 - Coordenada de reacdo intrinseca para o ataque nucleofilico
de 8 ao DEDNPP, a 25°C.
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Dessa maneira, a reacdo pode ser classificada como uma subs-
tituicAo nucleofilica bimolecular classica Sn2(P), e assemelha-se ao
ataque nucleofilico reportado para o ataque do imidazol e N-metilimida-
zol ao DEDNPP (CAMPOS et al., 2015). A energia livre de ativagdo
calculada para a reacéo apresentada na Figura 50 é de 17,43 kcal.mol™!
a 25°C, apls a conversdao do estado padrdo de latm para 1 M, e

corrobora com os resultados experimentais.
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4.9 ReagOes em meio micelar

Estudos anteriores ressaltaram a importdncia do papel
desempenhado por micelas nos processos de degradacdo de ésteres de
fosfato. Tais surfactantes, como o brometo de cetiltrimetilamdnio
(CTAB), sdo conhecidos por acelerar a hidrélise de compostos
organofosforados  téxicos como  Paraoxon e  Fenitrotion
(BALAKRISHNAN et al., 2004; TOULLEC; MOUKAWIM, 1996).

Nesse sentido, avaliou-se o efeito do surfactante catidnico
CTAB na reagdo entre a oxima 8 e DEDNPP (Figura 51).
Experimentos cinéticos em meio micelar foram realizados também para
as oximas 2-PAM e DAM, porém, ndao foram observados efeitos
significativos nas velocidades das reagfes. Possivelmente, devido a

elevada solubilidade dessas oximas em &gua.

Figura 51 - Reacdo entre 8 e DEDNPP na presenca do surfactante
catibnico CTAB.
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De acordo com o perfil de pH na Figura 52, a reacdo de
desfosforilagdo do DEDNPP pela oxima 8 é acelerada de maneira
efetiva na presenca de 0,01 M de CTAB. Esse tipo de comportamento é
caracterizado pelas interacfes hidrofdbicas dos reagentes, bem como
pela interacdo eletrostatica da espécie anibnica de 8 com a interface

micelar.

Figura 52 - Gréfico de kops em fungdo do pH para a reacdo do DEDNPP
(5 x 10° M) com: 0,001 M de 8 em meio aquoso (e), e 5x 10* M de 8
na presenca de 0,01 M de CTAB (A). Os dados para a reagdo de
hidrdlise do DEDNPP foram incluidos para comparagdo (ORTH et al.,
2011).
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De acordo com os resultados na Figura 52, obteve-se um
aumento na constante de velocidade observada (kobs), em pH 9, de: (i) 30
vezes na presenca de 8, e (ii) 4200 vezes na presenca de 8 + CTAB.
Ambos em comparacdo com a rea¢do de hidrolise do DEDNPP. Este é
um efeito tipico de catélise micelar, devido & concentracéo dos reagentes
na interface (GHOSH et al., 2005).

O efeito da concentracdo de surfactante em kops Na reacdo da
oxima 8 com DEDNPP, em pH 10, esta apresentado na Figura 53. Os
resultados indicam um comportamento tipico de sistema bifasico onde
Kobs atinge um méaximo de velocidade, consistente com a interacdo entre
0s reagentes e a interface micelar. Em seguida, a velocidade decresce

em virtude do efeito de diluigdo dos reagentes.

Figura 53 - Grafico de kops vs. [CTAB] para a reagdo do DEDNPP com
8, em pH 10 e 25°C.
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Na Figura 54 esta apresentado o efeito da concentracdo da
oxima 8 na reacdo com DEDNPP, em presenga de CTAB 0,01 M. Os
dados mostram que kops aumenta linearmente com a concentracdo da
oxima 8, indicando uma reacao de primeira ordem da oxima em meio
micelar de CTAB.

Figura 54 - Gréfico de kops vs. [8] para a reacdo com DEDNPP em meio
micelar de CTAB 0,01 M, em pH 10, a 25°C.
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A influéncia das micelas cationicas nas reagdes bimoleculares
pode ser analisada quantitativamente pelo modelo da pseudofase e troca
ibnica (BUNTON et al., 1991; DRINKEL et al., 2013), Figura 55.
Neste, as micelas e o solvente, geralmente agua, formam duas
pseudofases em que os reagentes estdo particionados e apresentam

reatividades diferentes.
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Figura 55 - Representacdo do modelo da pseudofase e troca idnica para
a reacdo entre 8 e DEDNPP.
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A Figura 55 considera a partigdo do substrato DEDNPP e do
nucledfilo 8 entre as pseudofases aquosa e micelar, representada em
termos de constante de associagdo Kpepner € Kox, respectivamente.
Assim, a constante de velocidade observada corresponde a soma das
velocidades em cada pseudofase, Equacdo 7. O valor de Kpepnee foi
determinado previamente por eletroforese capilar (WANDERLIND et
al., 2014).
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kM
Kops = {k&Z&ZSVEDNPP +ﬁlgﬂngﬂEoNpp j[OH]T +
dVm

k
+ (kzwlg(-ll\al\émpp + m zg/)l(ZIgAEDNPP J[OX]T

Na Equacao 7, os termos Kow, Kon, kow € kom representam as
constantes de segunda ordem para as reacfes do DEDNPP com os ions

hidréxido e oximato (HO™ e Ox’) nas pseudofases aquosa (W) e micelar

(M). Os termos ypiones »  Xoeower @ Xon: Xom: Z(\DA)/(- eZON)I(-
correspondem as fragcGes molares do substrato, ions hidréxido e oximato
em cada pseudofase, e sdo multiplicadas pelas suas respectivas
concentrages totais, [HO ]t e [Ox]7. Os termos Vm e Cq representam o
volume molar da micela na qual a reacdo ocorre e a concentragdo de
surfactante micelizado, respectivamente. O termo Cyq € usualmente
descrito como Cr — CMC, onde Ct € a concentracao estequiométrica de
surfactante, e CMC, a concentracdo micelar critica. O ajuste da curva na
Figura 53 fornece a constante de segunda-ordem para a reacdo entre 8 e
DEDNPP na pseudofase micelar, e o termo kouw pode ser comparado

com a reacdo na auséncia de micela, Tabela?.



99

Tabela 7 - Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste dos dados da Figura
53, para a reagio do DEDNPP com 8, na presenca de CTAB, a 25°C.2P

Parametros Valores
kaw / (L molt s1)° 1,44
kam / (L mol™ s%) 1,66
Kpeonee / (L mol ) 117
Kox / (L mol™) 195

3 parametros obtidos pelo ajuste do gréfico na Figura 53, eq 7. ° O valor
de pKa aparente utilizado foi de 7,81, obtido por titulagdo
espectrofotométrica, e o valor de Vw utilizado foi de 0,37 (CORKILL;
GOODMAN; WALKER, 1967). “Obtido pelo ajuste do perfil de pH em
meio aquoso, Figura 52. ¢ Obtido da literatura (WANDERLIND et al.,
2014). Valor de CMC para 0 CTAB ¢ 9x10™ M.

As constantes de associagdo na Tabela 7 mostram que o
DEDNPP apresenta caracteristica moderada de hidrofobicidade,
enquanto que, a oxima 8 apresenta uma estrutura mais hidrofébica. Ou
seja, a oxima apresenta uma interagdo mais favoravel com a interface
micelar. Em decorréncia dessa interagdo, a concentragcdo micelar critica
sofre um decréscimo, e esse comportamento pode estar intimamente
relacionado com o fenbmeno de agregacdo da oxima na interface da
micela catiénica (BUNTON et al., 1991).

Em linhas gerais, as constantes de velocidade de segunda ordem
para as reacOes na pseudofase micelar sdo discretamente menores que
nas pseudofase aquosa (BUNTON, 2006; TASCIOGLU, 1996). No
entanto, para a reagdo do DEDNPP com 8 considerou-se que 0s termos
kow € kom possuem magnitudes muito préximas, evidenciando que o
efeito micelar observado ¢ resultado apenas do aumento da concentracédo

dos reagentes na pseudofase micelar.
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4.10 Aplicacdo: degradacao do pesticida paraoxon metilico

Com base na evidéncia experimental que a oxima 8 promove um
aumento significativo na velocidade da reagdo de decomposi¢do do
DEDNPP, os estudos foram estendidos para o pesticida comercial
paraoxon metilico. Foram realizadas reacfes em 4agua e em meio
micelar de CTAB, de maneira anidloga a0 DEDNPP. As reacgdes foram
acompanhadas pelo aparecimento do produto 4-nitrofenolato (4-NP) em
400 nm, Figura 56.

Figura 56 — Gréficos de (A) abs vs. comprimento de onda e (B) abs vs.
tempo para a reagdo entre paraoxon metilico (5 x 10° M) e oxima 8
(0,001 M), a 25°C e pH = 10.

380 400 450 100 200 300
Comprimento de Onda (nm) Time (min)

(A) (B)

A Figura 57 apresenta o efeito da concentracdo de CTAB na
constante de velocidade observada (kops). O comportamento €
semelhante ao da reacdo entre 8 e DEDNPP na Figura 53, indicando a
particdo dos reagente entre as pseudofases aquosa e micelar. O ajuste do
grafico na Figura 57 permitiu calcular as constantes de segunda ordem

para a fase aquosa (kaw) e micelar (kam), sendo que o valor de kaw é
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consistente com o valor obtido através do ajuste linear do grafico de Kobs
vs. [8], Figura 58, em pH 10,5.

Figura 57 - Grafico de kons em fungdo da concentracdo de CTAB, na
reacdo entre 0,001 M de 8 com paraoxon metilico (5 x 10° M), em pH
10 e 25°C.
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Os resultados obtidos na Tabela 8 indicam que o anion oximato
é capaz de degradar o pesticida com um aumento na velocidade de
reacdo na ordem de 107 vezes, em comparagio com a reagdo somente
em agua. Sendo que, as micelas do surfactante CTAB sdo capazes de
promover um aumento significativo na constante de velocidade

observada (Kons), COM uma constante de associagio de 33 L mol™,
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Tabela 8 - Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste dos dados da Figura
53, para a reacdo do paraoxon metilico com 8, em 4gua e na presenca
de CTAB, a 25°C.2P

Parametros Valores
kow / (L mol™t sty ¢ 3,05 x 10
kam / (L mol™ s%) 9,68 x 10°®
Koeoner / (L mol™) 33

Kox / (L mol™) 130

3 Parametros obtidos pelo ajuste do grafico na Figura 57. ° O valor de
pKa aparente utilizado foi de 7,81, obtido por titulagdo
espectrofotométrica, e o valor de V utilizado foi de 0,37 (CORKILL et
al., 1967). ¢ Obtido pelo ajuste do grafico de kows vs. [8], Figura 58.

Figura 58 - Gréfico de kops em funcdo da concentracdo de 8 em meio

aquoso na reagdo com paraoxon metilico (5 x 10° M), a 25°C e pH
10,50.
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Na Figura 59 esta apresentado o efeito da concentracdo da
oxima 8 na reacdo com paraoxon metilico, em presenca de CTAB. As
Figuras 58 e 59 evidenciam que a reacdo entre 8 e paraoxon metilico
apresentam comportamento de primeira ordem, tanto na reacdo em fase
aquosa quanto micelar, de maneira similar as reagdes apresentadas no
item 4.9. Por fim, conclui-se que o modelo da pseusofase pode ser
aplicado para a degradagdo do paraoxon metilico, com as micelas de
CTAB desempenhando a fun¢do nanoreatores que facilitam o encontro

dos reagentes.

Figura 59 - Gréfico de kops em funcdo da concentracdo de 8 em meio
micelar de CTAB (0,01 M) na reagdo com paraoxon metilico (5 x 10°
M), a 25°C e pH 10,00.
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4.11 Estudo de RMN de *H e 3P (Paraoxon)

A reacdo de desfosforilagcdo do paraoxon metilico pela oxima 8
foi monitorada pela técnica de RMN *H e 3P, de maneira analoga a
reacdo entre 8 e DEDNPP. Os espectros de RMN 'H e 3P estdo
apresentados nas Figuras 60 e 61, respectivamente. Os deslocamentos

guimicos das espécies observadas estdo na Tabela 6.

Figura 60 - Espectros sucessivos de RMN H obtidos para a reacdo da
oxima 8 (0,04 M) com paraoxon metilico (0,01 M): (a) paraoxon
metilico; (b) 5 min; (c) 25 min; (d) 45 min; (e) 85 min; (f) 24h; a 25°C,
em D20 com 30% de CDsCN e pH 10,3.
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Figura 61 - Espectros sucessivos de RMN 3P obtidos para a reagdo da
oxima 8 (0,04 M) com paraoxon metilico (0,01 M): (a) 5 min; (b) 25
min; (c) 45 min; (d) 85 min; (f) 24h; a 25°C, em DO com 30% de
CDsCN e pH 10,3.
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos de RMN de *H e *!P dos produtos

na reacao entre 8 e paraoxon metilico.

Composto  RMN 'H (3, ppm) RMN 3P (3,ppm)
Paraoxon 3,97 (d, 6H, CHs), 7,49 (d, 2H, Ar) -3,85
metilico g 37 (g, 1H, Ar)

4-NP 6,52 (d, 1H, Ar), 8,07 (d, 2H, Ar) -

DMP 3,98 (q, 6H, CHs) 1,01

Int_P - 3,54
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Os espectros da Figura 61 indicam a presenca de um possivel
intermediario fosforilado (Int_P) em 3,54 ppm, que decompde-se
formando dimetil fosfato (DMP) em 1,01 ppm. O mecanismo reacional
envolve o ataque nucleofilico da oxima 8 ao atomo de fdésforo central do
paraoxon metilico para a formacdo de Int_P. Este, sofre ataque
nucleofilico da &gua para formar o aldeido (9), que foi também
identificado para a reacdo de desfosforilagdo do DEDNPP. Sendo
assim, esse mecanismo pode ser caracterizado como “ataque suicida da
oxima” (ORTH et al., 2009), tendo em vista que o nucledfilo se degrada

completamente em outros produtos, Figura 62.

Figura 62 - Mecanismo de degradacdo do DEDNPP e paraoxon

metilico passando por um intermediario fosforilado.
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5 Conclusoes

Os resultados indicaram que a oxima 8 apresentou maior
reatividade na clivagem do triéster DEDNPP, em comparacdo com as
outras oximas estudadas, promovendo um aumento na ordem de 10
milhGes de vezes na velocidade de reacdo, em relacdo a reacdo do
DEDNPP somente em agua.

Além disso, as micelas catibnicas de CTAB agem como
nanoreatores na reacgao, concentrando os reagentes de maneira efetiva,
devido ao seu carater hidrofobico e as interacdes eletrostéticas entre a
espécie negativamente carregada da oxima e a interface positiva da
micela.

Esses resultados contribuem para o planejamento de sistemas
microheterogéneos  para a  decomposicdo de  compostos
organofosforados por alfa-anucledfilos, assim como para o
desenvolvimento de antidotos contra o envenenamento por agentes
neurotéxicos. De fato, a avaliacdo da reatividade da oxima 8 frente a
degradacdo do pesticida comercial paraoxon metilico apresentou um
excepcional aumento da velocidade de reacdo em &gua e em meio

micelar.
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7 Apéndice

Figura Al — Espectro dos deslocamentos quimicos de *H RMN para o
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP 0,01 M), em CDCls, 200 MHz,
a 25°C.
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Figura A2 — Espectro dos deslocamentos quimicos de 3P RMN para o
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP 0,01 M), em CDClIs, 80 MHz, a
25°C.
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Tabela A3. Dados de titulagdo (Abs vs. pH) para a oxima 8 (5 x 10 M)
em agua e meio micelar de CTAB, em 280 nm, a 25°C.

pH Abssguia  pH Abssgua (il pH Absctas  pH Absctas

6,14 0,445 9,01 0,544 6,15 0,445 9,00 0,761
6,31 0,442 9,28 0,595 6,48 0,452 9,23 0,769
6,72 0,441 9,51 0,640 6,81 0,478 950 0,776
7,02 0,442 9,63 0,659 7,03 0,498 9,73 0,780
7,25 0,443 9,75 0,685 7,23 0,522 10,00 0,778
7,53 0,450 9,89 0,709 7,52 0,566
7,75 0,450 10,03 0,720 7,75 0,601
8,01 0,456 10,26 0,742 8,04 0,648
8,19 0,464 10,51 0,758 8,22 0,667
8,46 0,478 10,76 0,762 8,50 0,717
8,82 0,516 11,00 0,764 8,78 0,743

Tabela A4. Dados de perfil de pH para as rea¢6es das oximas (0,001 M)
com DEDNPP (5 x 10° M) a 25°C.

pH 8 2-PAM DAM DMG

10,50 1,40E-3 1,13E-3 5,52E-4 8,69E-5
10,00 1,22E-3 1,08E-3 3,42E-4 3,85E-5
9,50 8,85E-4 1,03E-3 1,94E-4 2,01E-5
9,00 4,01E-4 8,48E-4 8,72E-5 1,26E-5
8,50 1,99E-4 6,82E-4 4.05E-5 8,35E-6
8,00 7,72E-4 4,15E-4 1,79E-5 6,71E-6
7,50 3,66E-5 2,26E-4 1,09E-5 6,11E-6

7,00 1,68E-5 1,05E-4 7,78E-6 5,73E-6
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Tabela A5. Valores de kons €m relagcdo a variacdo da concentracdo de
oximas (M) para a reagio com o DEDNPP (5 x 10° M), a 25°C.

[Ox], M Kobs, S

8 2-PAM DAM
4E-4 6,27E-4 4,58E-4 3,60E-4
6E-4 8,71E-4 6,78E-4 4,67E-4
8E-4 1,13E-3 8,96E-4 5,71E-4
1E-3 1,40E-3 1,13E-3 6,71E-4

Tabela A6. Valores de kops em funcao da temperatura para a reacao de 8
(0,001 M) com DEDNPP (5 x 10° M), em pH 10,5.

Temperatura / K Kobs / 5*
298,15 1,60E-3
308,15 2,82E-3
318,15 4,87E-3
328,15 8,86E-3
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Tabela A7. Valores de kops em funcdo do pH para a reagdo do DEDNPP
com 8 (0,001 M) em agua e 8 (5 x 10* M) em meio micelar de CTAB

(0,01 M), a 25°C.

pH Kobs /S, H20 kobs/ S, CTAB

10,50 1,40E-3 8,29E-2
10,00 1,22E-3 8,17E-2
9,50 8,85E-4 7,19E-2
9,00 4,01E-4 5,75E-2
8,50 1,99E-4 4,45E-2
8,00 7,72E-5 3,01E-2
7,50 3,66E-5 1,69E-2
7,00 1,68E-5 -

Tabela A8. Valores de kqps em fungdo da concentragdo de CTAB, para a
reacdo entre 8 (5 x 10* M) e DEDNPP (5 x 10° M), a 25°C e pH

10,00.
[CTAB]/M Kos / S [CTAB]/M Kobs / 8™
0,1 1,79E-2 6,0E-3 8,91E-2
8,0E-2 2,09E-2 3,0E-3 7,41E-2
6,0E-2 2,57E-2 1,9E-3 5,89E-2
4,0E-2 3,38E-2 1,5E-3 4,88E-2
2,0E-2 6,07E-2 1,0E-3 3,19E-2
1,0E-2 8,73E-2 6,0E-4 2,19E-2
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Tabela A9. Valores de kops em funcdo da concentracdo de 8 na reacao
com o DEDNPP (5 x 10° M), em meio micelar de CTAB (0,01 M), a
25°C e pH 10,00.

(8], M Kobs, S
5E-4 8,66E-2
4E-4 7,13E-2
3E-4 551E-2
2E-4 3,87E-2

Tabela A10. Valores de kons em funcéo da concentragdo de CTAB para
a reacdo entre 8 (0,001 M) e Paraoxon metilico (5 x 10° M), a 25°C e
pH 10,00.

[CTAB]/M Kobs / S [CTAB]/M Kobs / $
0,1 2,01E-4 1,0E-2 3,86E-4
8,0E-2 2,23E-4 6,0E-3 3,36E-4
6,0E-2 2,51E-4 3,0E-3 2,36E-4
4,0E-2 3,01E-4 1,5E-3 1,57E-4

2,0E-2 3,81E-4 -- -
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Tabela Al1l. Valores de kops em funcio da concentracdo de 8 para a
reacdo com o Paraoxon metilico (5 x 10° M) em meio aquoso, em pH
10,50 e 25 °C.

(8], M Kobs, $™

1E-3 3,64E-5
8E-4 3,05E-5
6E-4 2,46E-5
4E-4 1,80E-5

Tabela A12. Valores de kops em funcdo da concentracdo de 8 para a
reacdo com o Paraoxon metilico (5 x 10° M) em meio micelar de
CTAB, em pH 10,00 e 25 °C.

[8]. M Kobs, S

5E-4 8,66E-2
4E-4 7,13E-2
3E-4 551E-2

2E-4 3,87E-5




