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RESUMO

Um polimero contendo os grupos funcionais &cido hidroxamico e
acido carboxilico foi preparado (PHA) e apresentou capacidade de
acelerar reacdes de clivagem de ésteres. A metodologia aplicada
favoreceu o posicionamento dos grupos funcionais presentes no PHA
vizinhos um ao outro, 0 que permitiu a cooperatividade entre eles, ideal
guando se quer desenvolver uma enzima artificial. A caracterizacdo do
PHA foi realizada através de titulacdo potenciométrica, IV, RMN, ESI-
MS e TGA. O PHA foi testado nas reacfes de clivagem dos ésteres:
acido l-acetoxi-2-naftoico (1-Ac), acido 2-acetoxi-1-naftoico (2-Ac),
acido 3-acetoxi-2-naftdico (3-Ac), bis(2,4-dinitrofenil) fostato (BDNPP)
e dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), e p-nitrofenil acetato,
butirato e octanoato (PNPA, PNPB, PNPC). De fato, o PHA foi muito
eficiente e pode ser considerado promiscuo, uma vez que acelerou a
reacdo de clivagem de todos os ésteres estudados, com incrementos
cataliticos de até 10™° vezes. Quando se agregou o surfactante CTABr ao
PHA, observou-se um incremento na velocidade de reacdo de clivagem
do BDNPP (cerca de 15 vezes), quando comparado com a reacdo na
presenca de somente polimero. Porém, quando se adicionou SDS e SB3-
14, as constantes de velocidade observadas praticamente ndo variaram
no primeiro caso e inibi¢do da reagdo ocorreu com SB3-14.

Na segunda parte deste trabalho, utilizaram-se co-micelas, que
também contém o grupo hidroxamico (LHA), na clivagem do BDNPP e
analisou-se 0 mecanismo de reacdo; As micelas mistas de LHA/CTABr
aceleraram efetivamente essa reacdo de desfosforilagdo devido
provavelmente a sua habilidade em concentrar ambos substrato e
nucledfilo o na pseudo-fase micelar. A constante de velocidade
observada para a desfosforilagio do BDNPP, na fracdo molar do
nucledfilo de 0,1, é aproximadamente 10* vezes mais rapida que a
reacdo em agua desse substrato. As reacdes de ambos LHA e ABH
(acido benzoidroxamico) foram monitoradas por ESI-MS e EI-MS e os
mecanismos de reagGes foram propostos. Por analogia, prop6s-se
também o mecanismo no caso do PHA com 0s mesmos substratos.

Palavras-chave: Esteres de fosfato. Esteres de acetato. Enzimas
artificiais. Hidrolise. Polimeros. Surfactantes.






ABSTRACT

A polymer (PHA) containing the functional groups hydroxamic
acid and carboxylic acid was developed, which showed the ability to
accelerate several reactions of ester cleavage. The methodology used to
prepare this polymer favored the position of the two functional groups
next to each other, which allows the cooperativity between these groups.
This cooperativity has an important role when one wants to mimic
enzymes. The polymer was characterized through potenciometric
titration, IR, NMR, ESI-MS e TGA.

The catalytic effect promoted by the polymer was evaluated on
the cleavage of the following esters: 1-acetoxy-2-naphthoic acid (1-Ac),
2-acetoxy-1-naphthoic acid (2-Ac), 3-acetoxy-2-naphthoic acid (3-Ac),
bis(2,4-dinitrophenyl) phosphate (BDNPP), diethyl 2,4-dinitrophenyl
phosphate (DEDNPP), e p-nitrophenyl acetate, butyrate e octanoate
(PNPA, PNPB, PNPC). Indeed, PHA was very efficient and
promiscuous since it increased the rate of all reactions by a factor of up
to 10'°-fold.

The effect of surfactants on the dephosphorylation of BDNPP by
PHA was also investigated. It was observed that adding CTABTr to
PHA, the reaction is 15-fold faster compared to the reaction when only
PHA is present. However, adding SDS almost has no effect on the
observed rate constants, and adding SB3-14 inhibits the reaction.

In the second part of this Thesis, mixed micelles of lauryl
hydroxamic and LHA and CTABr were used on the dephosphorylation
of BDNPP and in fact, they accelerate effectively this reaction by
concentrating both, the a-nucleophile and the substrate, in the micellar
pseudophase. When the nucleophilic mole fraction is 0.1, the
dephosphorylation of BDNPP is approximately 10°-fold faster than
spontaneous hydrolysis.

The reactions of LHA and BHA (benzohydroxamic acid) were
monitored by ESI-MS and EI-MS and the mechanism of the reactions
were proposed. By analogy, it was also proposed the mechanism of the
reaction of PHA and all the substrates used in this study.

Keywords: Phosphate esters. Acetate esters. Artificial enzymes.
Hydrolysis. Polymers. Surfactants.
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Introducédo

1 INTRODUCAO

Para inserir o leitor na motivacdo para o desenvolvimento
desse e de outros trabalhos no Laboratério de Catélise e Fendbmenos
Interfaciais (Lacfi), inicia-se ilustrando a 4&rdua tarefa que os
catalisadores hioldgicos possuem. A Figura 1 mostra as constantes de
velocidade de primeira ordem aparente e o0 tempo médio de reacGes
biologicamente relevantes que ocorrem em solugdes diluidas, em pH de
cercade 7,a 25 °C.

Constante de Velocidade  Tempo médio para Hidrolise ou Hidratagio, 25 °C

«— 4.3 bilhdes de anos - formacio da Terra

=~ 500 milhdes de anos - inicio do periodo Cambriano

== 78 milhdes de anos - descarboxilagio da OMP

k =10 5'1 «— 16 milhdes de anos - hidrélise do diéster de fosfato anionico (P-O)
«— 11 milhdes de anos - hidrélise do a-metilglicopiranosidio
«—700.000 anos - Hidratag¢iio reversivel da molécula de fumarato

<= 140.000 anos - hidrélise do Anion fosfodiéster (C-O)
«— 9.900 anos - hidrélise do 3-cloroacrilato

«—600 anos - hidrélise da ligacio peptidica interna
Kk = 10’10 s1 == 500 anos - hidrélise da Uréia
- «—90 anos - hidrélise do monoéster de fosfato monoaniénico (P-O)
=—80 anos - desaminaciio hidrolitica da citidina

=—10 anos - hidrélise do pirofosfato trianionico
«—400 dias

<280 dias
- 170 dias -

idrolise do ADP, pH 5,5 - 13
drolise do pirofosfato dianidnico
hidrélise do fosfoenolpiruvato dianiénico

k =10 sl
«—12 horas - hidrélise do acetil-fosfato monoanidnico
«<—40 minutos - aminélise do peptidil-tRNA (1 M de amina)
«— 6 minutos - hidrélise do anidrido acético
«— 5 segundos - hidratagio de CO.
k =151

~—7 milisegundos - tempo de vida de um complexo enzima-substrato tipico

Figura 1. Escala logaritmica das constantes de velocidade e tempos
médios para rea¢des de hidrdlise e hidrata¢do, extrapoladas para 25 °c.t
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Nota-se que muitas dessas reacdes envolvem a hidroélise de di-
e triésteres dos acidos fosféricos e ésteres de acidos carboxilicos, o que
justifica o interesse em compreender melhor o mecanismo dessas
reacOes, bem como desenvolver modelos para acelera-las, em solugdes
aquosas e em diferentes solventes organicos. Enfase é dada
principalmente i) ao estudo de reagfes intramoleculares que servem de
modelo para as reacdes enzimaticas e ii) a aplicacdo de nucledfilos que
sdo detentores do efeito alfa. Complementando os estudos mecanisticos
em solucdo, estuda-se o efeito de micelas anibnicas, catidnicas e
dipolares ionicas na velocidade dessas reacOes organicas. Tendo isso,
essa Tese de doutoramento se baseia no desenvolvimento de um
catalisador no sentido de acelerar as reagdes de clivagem desses ésteres.
Para tal, nucledfilos (incluindo nucleéfilo o) foram ancorados em um
polimero e em uma micela com o intuito de mimetizar aspectos de uma
enzima natural. A seguir, 0s principais aspectos relacionados com esses
topicos serdo discutidos.

1.1 Esteres de Fosfato

Os ésteres de fosfato podem ser classificados em mono-, di-
ou triésteres e essa nomenclatura € baseada, respectivamente, na
substituicdo de um, dois e trés grupos alcoxido ou ariloxido pelo grupo
hidréxiglo do 4&cido fosforico (HsPO,4), como pode ser observado
abaixo.

0 T 0
/P"'/ /P"'/ /P"'r/
RO™ '\ OH RO™ '\ "OH RO\ "OR
Monoéster Diéster Triéster

Esses ésteres constituem uma classe extremamente abrangente
de compostos e sdo o0s principais responsaveis pelo armazenamento e
transmissdo de informacdo genética (DNA e RNA), participam na
estrutura de coenzimas e anidridos fosfdricos, e compostos organicos
(com ligacdes N-P) servem como reserva de energia.* * Sao também
utilizados como plastificantes, reagentes na preparacdo de polimeros
organofosforados, complexantes para a extracéo de metais pesados, etc.?
Enquanto os di — e monoésteres sdo extremamente importantes em
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processos biolégicos, os triésteres de fosfato ndo participam desses
processos. De fato, a propriedade de ionizacdo dos fosfatos €
extremamente importante no meio biolégico.?

Os ésteres de fosfato sdo compostos muito estaveis, e suas
hidrélises sdo extremamente lentas na auséncia de catalisadores. Por
exemplo, o tempo de mela vida (ty,) para a clivagem do difenilfosfato, é
de 180 anos a 100 °C.° E justamente essa alta estabilidade das ligacSes
P-O que fez com que a natureza encontrasse condicfes ideais para
garantir a perpetuacdo dos seres Vivos, utlllzando a ligacdo P-O para
compor os fosfodiésteres DNA e RNA.* Contudo, essa mesma
estabilidade também foi responsavel pela escolha dos compostos
organofosforados para o desenvolvimento de pesticidas, inseticidas e
compostos toxicos utilizados em armas de guerra,” uma vez que a
ligac&o P-O os tornam resistentes & acéo da agua, do solo e do ar.?

Basicamente, existem dois mecanismos fundamentais para a
reacdo de hidrolise de ésteres de fosfato, sendo que no primeiro, 0 atomo
de carbono da ligagcdo P-O-C do éster pode servir como eletrofilo, em
gue todo o grupo fosfato é substituido pelo nucletfilo, ocorrendo assim
quebra da ligacdo C-O. Outro mecanismo ocorre via ataque do
nucledéfilo no tomo de fosforo central, deslocando o alcool ou alcoxido
via quebra da ligagdo P-0.2

Os mecanismos que acontecem via quebra de ligagdo C-O
ocorrem preferencialmente em pH baixo, pois 0 grupo de saida é o acido
fosforico neutro. JA em pHs maiores, onde o grupo de saida possui pelo
menos uma carga negativa, a hidrélise ocorre com quebra da ligagéo P-
0, podendo seguir um caminho dissociativo ou associativo.?

Na Figura 2 esta apresentado um diagrama de More O Ferrall-
Jencks, com uma simplificacdo dos mecanismos de hidrélise de ésteres
fosféricos, bem como suas variantes. Nesse diagrama, 0s mecanismos
dissociativo e associativo estdo representados ao longo das bordas,
enquanto que 0s mecanismos concertados correspondem aos caminhos
que passam pelo centro.?
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i
- - _
X o P~y A D X P
-0 0| (i) dissociagao (iii) [0 0 o
concertado Ligagdo P—X
A
. %~ 4](i) associagao (iv) | 1 Q
o—py0 Pen v
| Yo~ 1 N 0 X7\To Y
Ligagdo P—Y o

Figura 2. Diagrama simplificado de coordenada de reagéo para a
transferéncia do grupo fosforila entre os grupos axiais X e Y.

O mecanismo dissociativo ocorre somente para monoésteres de
fosfato, através de duas etapas: a liberacdo inicial do ion metafosfato
hidratado (PO3), 0 qual numa segunda etapa reage com o nucledfilo. Ja
no mecanismo associativo, a espécie formada com o ataque do
nucledfilo sobre o atomo de fésforo tetraédrico é pentacoordenado com
geometria tipo bipiramide trigonal, sendo essa espécie um intermediario
ou um estado de transicéo.

Os mecanismos associativos possiveis estdo representados no
Esquema 1. Vale ressaltar que tanto o ataque do nucleofilo quanto a
partida do grupo de saida encontram-se na posicéo apical de um fosforo
na geometria trigonal bipiramidal, visto que as ligacGes apicais possuem
comprimentos maiores e sdo mais fracas. Por Ultimo, tem 0 mecanismo
concertado, sem a formacdo de intermediario, com a simultanea adicéo
do nucleofilo e eliminacéo do grupo de saida.
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Esquema 1

Em geral, o mecanismo de hidrolise dos triésteres e diésteres de
fosfato possui maior carater associativo, enquanto 0s monoésteres de
fosfato, associativo ou dissociativo, dependendo do pH e da natureza do
grupo de saida.

Para os monoésteres de fosfato, em pHs neutros e alcalinos,
onde prevalece sua espécie dianidnica, acreditava-se em um mecanismo
puramente dissociativo, onde a etapa determinante da velocidade de
reacdo é a formacao do anion instivel e plano metafosfato (Esquema 2).
Esse mecanismo tem sido bem questionado, devido a consideravel
dependéncia da constante de hidrélise em relacdo a basicidade do
solvente.® Assim, o mecanismo de hidrélise de dianions de monoésteres
se aproxima da aresta dissociativa no diagrama da Figura 2, ndo sendo,
porém, estritamente dissociativo.

=Y
O\P//O Lenta 0. .0

~ BT+ RO
0" OR o)
0s,-0 0.0
P7 e N —— K
o3 O Nu
Esquema 2
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J& a espécie monoanibnica de monoésteres de fosfato envolve
uma transferéncia intramolecular de um préton para o grupo de saida,
em geral por um mecanismo que pode ser concertado ou pré-associativo.
O estado de transicdo vai depender da basicidade do grupo de saida,
com pouca ou muita ligacdo do préton com o oxigénio do grupo de
saida.”

A hidroélise da espécie neutra dos monoésteres de fosfato, em
pH &cido pode envolver quebra ligagio P-O ou C-O, como
anteriormente discutido, sendo que melhores grupos de saida promovem
uma quebra P-0O.

Para a hidrolise de &nions de diésteres de fosfato, resultados
experimentais de efeitos isotopicos evidéncia m um estado de transi¢do
mais sincrénico que aquele observado em monoésteres de fosfato.
Sugere-se que reacdes de hidrélise de diésteres de fosfato derivados de
fendis com baixos valores de pK, devem seguir o mecanismo
apresentado no Esquema 1, com a formagdo do fosforano dianidnico
como estado de transicdo e ndo como intermediario.

Apesar de amplamente estudado, o0 mecanismo dessas reagdes
ainda néo é totalmente esclarecido, embora existam evidéncia s para os
propostos acima. Uma melhor compreensdo dos fatores envolvidos no
mecanismo dessas reagdes pode contribuir significativamente para
esclarecer o mecanismo de diversos processos bioldgicos, e como
consequencia, permitir o desenvolvimento de novas drogas. A
compreensdo desses sistemas também permite o planejamento de
estruturas mais simples que podem “imitar” a atividade enzimadtica ou
até mesmo agir como catalisadores em processos industriais.

Como ja mencionado no inicio dessa se¢do, muitos compostos
extremamente tdxicos utilizados como armas quimicas, inseticidas e
pesticidas sdo ésteres fosforicos.” Como exemplo, tem-se o agente
neurotéxico VX e o inseticida paraoxon (Esquema 3).

1
S I S @
0
Mo pd ot -
VX Paraoxon
Esquema 3
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Apenas uma gota do agente neurotdxico VX na pele pode
causar a morte de uma pessoa em minutos. O mecanismo de acdo desses
compostos organofosforados ocorre através da inibicdo de diversas
enzimas, em especial a acetilcolinesterase que catalisa a hidrolise do
neurotransmissor acetilcolina.’® A acumulagéo da acetilcolina causa um
colapso do sistema nervoso central, perda da coordenacdo muscular,
colvusdes e consequentemente, a morte. Por isso existe uma grande
preocupacdo no processo de destruicdo do estoque desses compostos (ou
seja, a retirada do seu carater tdxico), que desde o ano 1997, estdo
proibidos de serem desenvolvidos, armazenados e empregados como
armas quimicas. Essa proibigdo aconteceu durante uma Convencgdo
Internacional Mundial sobre a Proibicio do Desenvolvimento,
Producdo, Armazenamento e Uso de Armas Quimicas (CPAQ), que
estabeleceu ainda que os paises detentores dessas armas deveriam
destrui-las em um prazo de 10 anos. Uma das estratégias mais atraentes
para tal consiste na utilizacdo de nucle6filos estaveis que sejam capazes
de clivar quantitativamente a ligacdo P-O. Essa é mais uma justificativa
para 0 grande interesse na quimica desses compostos e O crescente
nimero de estudos que tém por objetivo aumentar a velocidade de
quebra desses compostos.”

1.2 Esteres de acila

Uma das substituicGes mais comuns em centros carbonilicos séo
as reaces envolvendo a transferéncia do grupamento acila.'’ Essas
reacdes ndo sdo somente importantes em procedimentos de sintese
orgénica convencional, mas também sdo extremamente importantes do
ponto de vista hiolégico e estdo presentes no mecanismo de atuagéo de
diversas drogas. Por exemplo, essas reacGes estdo envolvidas na
hidrélise de proteinas e peptideos, no mecanismo de atuacédo de diversas
drogas'® ** e, além disso, 0s ésteres s&0 grupos muito importantes na
quimica de lipideos.** Sabe-se também que plantas reagem a infeccdes
patogénicas induzindo uma resisténcia sistémica adquirida (SAR) a
infeccdes subseqiientes.”® Por exemplo, foi observado que o nivel de
acido salicilico aumenta em algumas plantas em resposta a infecgdes e
exposicdo a luz UV e ozbdnio e provavelmente essa resposta faz parte do
processo de sinalizacdo que inicia essa resisténcia adquirida.”® Ainda
ndo se sabe qual é o mecanismo envolvido nesse processo. Toda essa
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relevancia biologica fez das reacdes de transferéncia do grupo acila uma
das mais estudadas em quimica organica.'!

Nessas reacdes, o grupo acila ligado a um grupo de saida é
transferido para um nucleéfilo, normalmente via mecanismo de adicao-
eliminacdo, em que LG se refere ao grupo de saida (do inglés: leaving
group) e :Nu” ao nucleéfilo (Esquema 4)."’

0 - 0 0
L Nu :C:NU J
R LG Adigao R LG Eliminagdgo R Nu
IT
Esquema 4

As reacOes de transferéncia do grupo acila de ésteres podem
ocorrer tanto em condicdes basicas quanto &cidas. Em solugdes
alcalinas, as reagdes sdo tipo Bac2, onde o termo “B” indica que a
reacdo é catalisada por base, AC correspondente & transferéncia de
grupo acila e 2 que a reacdo bimolecular. A reacdo é essencialmente
irreversivel uma vez que hidroxido ndo é regenerado ao fim da reacéo.
Os efeitos isotdpicos observados sdo consistentes com o ataque da agua
na etapa determinante de velocidade na reacdo de hidrolise, como
mostrado no Esquema 5.

‘ ‘ 7 k; 0] R
I 4pid
J\’/\ ‘_1 R_\_OH = + OR =P i + HOR
k4 {or' k2 R”OH R” O

Esquema 5

Em meio &cido, a reacdo é reversivel, com a posicdo de
equilibrio dependente das concentragdes relativas da agua e do alcool,
tendo um mecanismo do tipo Aac2, que indica uma reagdo bimolecular
catalisada por acido. O mecanismo mais aceito envolve a protonacgéo do
oxigénio da carbonila na primeira etapa, seguida pela adicdo de agua e
quebra do intermediario tetraédrico (I.T.) a produtos, como mostra o
Esquema 6.
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k4[H-O k (e}
r-Cor K AP0 R lor o &+ HOR + H'
Keg R7OR 2 OH, R OH
+
(™)
Esquema 6

Além dos estudos cinéticos que mostram a dependéncia
esperada em relagdo a concentracdo do ion hidrénio ou hidréxido, outra
evidéncia que suporta a existéncia dos mecanismos discutidos acima séo
os estudos de marcagdo isotdpica em ésteres, que provam que é a
ligacdo acil-oxigénio, ndo a alquil oxiqénio, gue é normalmente

s Al 11,18
quebrada durante a hidrdlise (Esquema 7).

0 + (OH 0
H;0 I
Loy — R_(::_O*HR‘ — gCop * ROH
R™OR o
Esquema 7

Existem outras possibilidades da reacdo ocorrer sem haver
formacdo de um intermediario tetraédrico. De acordo com Williams e
colaboradores, o I.T. se torna instavel para moléculas contendo bons
grupos de saida. Por exemplo, 0 mecanismo para haletos acidos, ésteres
e algumas amidas em condices extremamente dcidas é dissociativo e
ocorre com formacdo de ions acilio. Isso é atribuido ao fato de ocorrer
protonagdo do grupo de saida ao invés do oxigénio carbonilico
(Esquema 8 -A).”

Outro mecanismo possivel é o concertado, tipo Sy2 (Esquema
8-B). Experimentos de efeito isotopico realizados por Cleland e Hengge
com o acetato de p-nitrofenila (PNPA) indicam que a rea¢do ocorre via
mecanismo concertado. No estudo, a maioria dos nucleéfilos utilizados
tinha pK, na faixa de 9,3 - 9,9 e, segundo os autores, com um grupo de
saida como o p-nitrofenol, o intermediario tetraédrico se torna instavel,
favorecendo o mecanismo concertado.'* ?°
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Hess e colaboradores examinaram 0 mecanismo de
transferéncia do grupo acila da reacdo do PNPA com algumas enzimas
tais como quimotripsina e papaina, entre outras.”> Embora, como
mencionado anteriormente, as reacGes com esse éster ativado ocorrem
através de um mecanismo concertado, 0s autores testaram a hipdtese de
gue os sitios oxianiénicos das enzimas pudessem mudar o mecanismo
de reacdo através da ligacdo e estabilizacdo do I.T., resultando em um
mecanismo em etapas ao invés de concertado. Entretanto, as reacdes
enzimaticas apresentaram efeitos isotdpicos consistentes com um
mecanismo concertado, isto &, com valores medidos no oxigénio do
grupo de saida fenol (18k|g) de cerca de 1,02, indicando um alto grau de
quebra de ligacdo do grupo de saida no E.T, tal como observado em
reacbes ndo catalisadas em meio aquoso. Entretanto, nessas reagdes
enzimaticas, o estado de transicdo apresentou algum carater tetraédrico,
embora mantendo a ligagdo = carbonilica parcial.”* Isso provavelmente
ocorre por haver um maior nimero de ligacdes de hidrogénio ou
interacdes eletrostaticas com o grupo carbonilico do éster no E.T. das
reagBes enzimaticas do que nas reacdes nio catalisadas.?

Embora o mecanismo envolvendo a quebra da ligacdo acil-
oxigénio seja a mais comum em processos bioldgicos, 0 mecanismo via
quebra da ligacdo alquil-oxigénio é importante em sintese organica, mas
sO ocorre para grupos que sofrem ataque nucleofilico facilmente, tais
como metil e benzil, e na presenca de um nucleéfilo muito forte, como
RS ou RSe". A reacéo via Sy2 também é favorecida se o grupo acil for
estericamente impedido (Esquema 9 - A). Outra possibilidade é o
mecanismo do tipo A1, assim designado pois ocorre quebra da ligacdo
alquil-oxigénio. Esse mecanismo de hidrélise catalisada por acido
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ocorre com ésteres derivados de alcodis terciarios com forma%éo de um
carbocétion terciario estavel em meio acido (Esquema 9 - B).?

0O _— O
A T G ®
R 9) R™ O
o] H3O+ )OJ\H+ 0]
R Noor, T ROSocRy T wHlon * RC
(B)
H,O
R'3C* 2 R'sCOH  ou R'3C* — alceno
Esquema 9

Vale ressaltar que o mecanismo para a hidrdlise de ésteres na
presenca de alguns acidos ou bases que ndo sejam fortes pode envolver
catalise basica ou catalise acida geral. Catalise basica geral geralmente
ocorre no caso de ésteres com 0 grupo acila contendo substituintes
retiradores de elétrons e o estado de transicdo (E.T.) envolve a
transferéncia de prétons da molécula de agua para a base geral durante a
formacdo do intermediario tetraédrico (Esquema 10). Na catalise acida
geral a etapa determinante de velocidade ¢ a formacdo de um
intermediario que resulta da adicdo de 4gua no reagente.™

R
(\‘H /\‘O Lenta |
g Ho M —=+B-H +HOo-C-O
' R” COR' I
H OR'
IT Rapid O
apida N -
c-o + OR RCO, + ROH
HO-C-O RJ\OH
OR'
Esquema 10

Os ésteres também podem ser hidrolisados por catélise
nucleofilica, onde um componente com maior poder nucleofilico que a
4gua ou hidréxido ataca a carbonila formando um intermediario.?®
Subsequentemente, esse intermediario € hidrolisado com uma
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velocidade maior que o éster inicial, como pode ser observado no
Esquema 11.

(0]
’ )J\o »;O OH
N N
[ /> N © lenta [ /> .
N N
NO,

NO,
H,0, rapida
H (0]
[/> : )J\OH

Esquema 11
1.3 Efeito de nucledfilos alfa na hidrélise de ésteres

A primeira definicdo do efeito o no contexto da fisico-quimica
organica foi como “o aumento de nucleofilicidade observado quando um
atomo adjacente ao centro nucleofilico tém pares de elétrons nédo
compartilhados”.?* Entretanto, essa definicdo se mostrou um tanto
ambigua uma vez que nado especifica o nucleofilo de referéncia. Como
alternativa, uma segunda definicdo de efeito o foi proposta, como
sendo: “o desvio positivo de um grafico de nucleofilicidade, como o de
Bronsted, exibido por um nucleéfilo o”.?* Isso é, o nucleéfilo dito
normal na primeira definicdo possui a mesma basicidade que o
nucledfilo o, mas ndo sofre desvio no grafico de Bronsted. Dentre as
espécies que exibem essa reatividade, estdo incluidas a hidroxilamina, o
anion hipoclorito, os &cidos hidroxamicos, as oximas, 0s
hidroperéxidos, o nitrito e o sulfito (Figura 3).?
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Nucleofilo do tipo X— Y

0. WOH
RO-NH, C-N o=h-0°  RN-NH,
. R ‘
L . L Lo .
:Cl=0 Cc=N-0" 0=s_ RO-0
/ (@)

Figura 3. Alguns exemplos de espécies nucleofilicas que apresentam o
efeito o em processos nucleofilicos.?

Embora numerosos estudos tenham sido realizados envolvendo
nucleofilos detentores do efeito o desde que foi descrito por Edwards e
Pearson, a explicagdo desse fendmeno ainda permanece obscuro.
Contudo, estudos mostram que varios fatores podem influenciar a
reatividade nucleofilica e ser importantes para o efeito o. Acredita-se
que o atomo eletronegativo que estd na posi¢do o com o seu par de
elétrons livres tenha um papel fundamental no aumento da
nucleofilicidade desses nucledfilos. Uma possivel explicacdo € o
aumento da nucleofilicidade decorrente do aumento da densidade
eletrénica efetiva no centro da reacdo gerado pelos pares de elétrons
sobre 0s atomos na posicdo o. Outra explicacdo plausivel seria com
relacdo a deficiéncia eletrdnica sobre Y causada pela remogdo parcial
dos elétrons no nucledfilo X-Y (Esquema 12) por doagdo ao substrato S
no caminho que leva ao estado de transi¢do. A doacéo eletronica de X
estabilizaria o que resultaria em um aumento na densidade eletrbnica
efetiva no substrato e, consequentemente na nucleofilicidade de X-Y.

Esquema 12

Em termos da teoria dos orbitais moleculares, a idéia mais
aceita seria que o estado fundamental do nucledfilo é desestabilizado
pela repulsdo dos orbitais ocupados prm dos atomos adjacentes, o que
acarretaria em um aumento na energia do orbital ocupado de maior nivel
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(HOMO) que participa da reacdo. Como conseqliéncia, o orbital
(HOMO) do nucledfilo interagiria fortemente com o centro eletrofilico,
levando a uma diminuicdo da regulséo entre orbitais pr e um
consequente aumento da reatividade.?

Além disso, tem se demonstrado que o efeito o pode aumentar,
diminuir ou até mesmo ter o formato de sino dependendo da natureza e
composicdo do solvente na reagdo, mostrando que o efeito do solvente
no efeito o é significativo.?* 2 Mudancas na composicéo de solvente de
uma reacdo podem ter uma grande influencia na reatividade dependendo
de qudo esse afeta a energia do estado de transicdo ou o estado
fundamental. Sugere-se ainda que o efeito o em substituicGes
nucleofilicas surge da diferenca de solvatacdo do nucledfilo o no estado
fundamental, e do seu correspondente estado de transicdo com um
substrato, que é extremamente diferente da diferenca envolvida em
reagBes com nucledfilos ditos normais.?

Devido a sua maior reatividade, nucletfilos o possuem um
efeito catalitico notavel na clivagem de diésteres de fosfato, conforme
demonstrado por Domingos e colaboradores que investigaram a
hidrélise do bis(2,4-dinitrofenil) fostato, BDNPP, na presenca de
hidroxilamina.?® Os dados experimentais para essa reacdo em agua, na
faixa de pH de 4 a 12, mostram que a constante de velocidade de
primeira ordem kg inicialmente aumenta em fungdo do pH, mas torna-
se independente do mesmo entre valores de pH de 7,2 até 10, como €
mostrado na Figura 4.2

25

3.0 P
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45+ '.‘" +

5.0 A
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Figura 4. Gréfico logaritmico da constante de velocidade observada
versus pH para o ataque nucleofilico pela NH,OH no BDNPP (m), ¢ da
hidrélise espontanea do BDNPP a 25°C (¢).%
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1.4 Catalise Enzimatica

As enzimas sdo extremamente eficientes em catalisar reacdes
(10%-10™ vezes) com uma regio- e estereoseletividade impressionante e,
principalmente, em condicGes brandas de pH e temperatura.

Sdo varias as teorias que visam explicar a catalise enzimatica. O
modelo mais antigo e talvez o mais familiar é o da “chave-fechadura”
que propde que a ligacdo entre o substrato e o sitio ativo da enzima
resulta em uma conformacdo reativa do substrato. Outra proposta seria a
da desestabilizacdo do estado fundamental. Recentemente, a teoria do
estado de transicdo ganhou destaque e postula que um aumento na
velocidade da reacéo ocorre quando o estado de transicdo é ligado mais
fortemente ao catalisador do que o substrato, possuindo uma energia de
ativacdo menor comparada a rea¢do ndo catalisada. Em outras palavras,
0 catalisador deve estabilizar mais o estado de transi¢do do qéue 0 estado
fundamental, como pode ser visualizado na Figura 5.* A reacgdo
ndo catalisada de S é dada em (A), com uma barreira de ativacdo de
AG," e uma constante de velocidade de k.. Em (B), a enzima 1 (E,)
estabiliza igualmente o estado fundamental (GS) e o estado de transi¢do
(TS), sendo entdo a barreira de reacdo AG," igual a barreira de reacéo
AG," para a reagio ndo catalisada; neste caso k, = k,, € a enzima n3o é
um catalisador. Em (C), a enzima 2 (E,) estabiliza mais o estado de
transi¢do do que o estado fundamental de forma que AG:* < AG,", e k. >
ks, € a enzima é um catalisador.?®

S TS Stab. TS Stab.

P A | Lo
E\+S | \‘ ! [
v

kb
E,S— E,*P

(A) (B) (©)

Figura 5. Diagrama de coordenada de reacdo em que o estado de
transic&o é mais estabilizado do que o estado fundamental.”®
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A estabilizacdo pode ocorrer através de forgas especificas entre
0 substrato e a enzima, como por exemplo interacdo eletrostatica ou
estérica, ligacdo de hidrogénio ou efeitos de solventes.®* O fato é que
obviamente o0 estado de transi¢cdo fica estabilizado, provavelmente
porque o catalisador € mais complementar a estrutura do E.T. do que ao
estado fundamental.'’

Através da termodindmica, pode-se ter uma fundamentacdo para
o fato de que a catalise ocorrera se o catalisador estabilizar mais o
estado de transi¢do do que o estado fundamental, como ilustra a Figura
6.28 Observam-se dois caminhos para interconversao de um substrato em
um estado de transicéo, onde Ka(s) é o equilibrio de ligago entre o
substrato e o catalisador, Ka(s y € 0 equilibrio de ligagéo hipotético entre
OET.eo catallsador K.* & o equilibrio entre o substrato e o E.T. ligado
ao catalisador e K, é o equilibrio entre o substrato e 0 E.T. livre em
solucdo. Como consequencia, tem-se que Ki* e K,* sdo diretamente
proporcionais as constantes de velocidades catalisadas e nao- catallsadas
respectivamente, e KK = KearKngo-cat (aumento na veIomdade)

E + S Ka% ES T
' Ka(s)X K»] = K; X Ka(sﬂ
1 ¥
Ka K K1t _ Ka(S$)
E+S° Haeh E:S* K Kato

Figura 6. Ciclo termodinamico que relaciona a catalise e a diferenca na
ligagdo entre o substrato e o estado de transicao, onde S = substrato e E
= enzima.

Mas a questdo é, por que uma enzima é capaz de acelerar uma
reacdo e como podemos imita-la? Obviamente ndo se trata somente dos
seus sitios cataliticos, mas também do posicionamento correto desses
em relacdo ao outro. De fato, existem trés fatores que sdo importantes na
catalise de uma reagdo de hidrdlise: i) facilitar o ataque nucleofilico, ii)
estabilizar o intermediario tetraédrico estabilizando assim o estado de
transicdo e iii) facilitar a partida do grupo de saida. Por isso, é
necessario que o substrato esteja posicionado apropriadamente em
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relacdo aos sitios cataliticos, e que grupos que sejam capazes de fazer
interacdes especificas com o substrato e entre eles, estejam presentes. A
interacdo desses grupos com o substrato é importante ndo sé para
localiza-lo, como também para estabilizad-lo. Como ja foi mencionado,
para a catalise acontecer é requerido que ocorra uma estabilizacdo
preferencial do estado de transicdo relativa ao estado fundamental.”® A
Figura 7 mostra 0 mecanismo de ac¢do da quimotripsina, que é apenas
um exemplo desse posicionamento especifico e perfeito dos grupos
necessarios para a catlise ocorrer. No sitio ativo dessa enzima estdo
presentes, entre outros, trés residuos que formam a triade catalitica, His-
57, Asp-102 e Ser-195. O ataque nucleofilico do grupo alcool da serina
¢ assistido pela i) catalise basica geral do grupo imidazol da histidina, e
ii) pelo residuo de aspartato através da formacdo do par i6nico com o
imidazolio formado na primeira etapa de reacdo. O intermediario
tetraédrico é estabilizado por ligacfes de hidrogénio em um bolso
chamado de “sitio oxianidnico”. Neste sitio, os grupos NHs das amidas
do esqueleto peptidico contribuem com a formacdo das ligacdes de
hidrogénio. O grupo de saida é assistido por uma catalise acida geral
pelo imidazélio."’

}HIS b{’ His-57
l Bolso
N Asp 102) Ser-195 Oxnnmn\m
H Par iénico R "H
R / \ ‘ &
=)=0, 9

. H R nN—
R N— N
/

Bolso

Oxianidnico
His-57
Ser-195
H-N"" ~N—
=N 0 ]
Asp-102 CO .;H .

o =0 + R-NH,

R Y

Intermediario N—
Acil-enzima /

A p-102

Figura 7. Mecanismo de ac&o da quimotripsina.*’
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Como notado através da Figura 7, as interagfes entre 0s grupos
presentes no sitio catalitico sdo fundamentais uma vez que podem
assistir ao ataque desses grupos no substrato através de catélise acida ou
basica geral. Por essa razdo inimeros modelos ndo miméticos de catalise
intramolecular tém sido criados e estudados com o objetivo de
compreender melhor e de forma quantitativa os diferentes aspectos e
fatores que contribuem para a eficiéncia catalitica observada, mesmo
gue esses modelos ndo apresentem necessariamente relacdo direta com
algum processo enzimético. Alguns desses modelos serdo discutidos no
préximo item.

1.5 Catdlise intramolecular em modelos ndo miméticos

Os estudos de reacgBes intramoleculares sdo interessantes para
modelar as caracteristicas principais do sitio ativo de enzimas, e assim,
explicar em nivel molecular a eficiéncia da catalise enzimatica. Na
catalise intramolecular, um ou mais grupos funcionais de uma molécula
podem auxiliar a hidrolise de outro grupo funcional da mesma molécula,
sendo muito mais eficiente que a intermolecular.

De acordo com Menger,** * a relaco entre catalise enzimética
e reacdes intramoleculares é atrativa por duas razdes principais: i)
grandes aceleragbes geralmente sdo observadas quando uma reacdo
intermolecular é convertida em sua respectiva reacao intramolecular e ii)
uma enzima reagindo com seu substrato é semelhante a uma reagdo
organica intramolecular. Consequentemente ambos, complexo enzima-
substrato e sistemas intramoleculares, mantém seus respectivos grupos
reativos em proximidade.*

Vérios fatores sdo atribuidos a eficiéncia da catélise
intramolecular. Por exemplo, Page e Jencks* tém sugerido que a alta
velocidade observada nessas reagdes intramoleculares é consequencia
do efeito entropico decorrente da conversdo de uma reacdo bimolecular
em unimolecular. Entretanto, de acordo com Bruice,*® essa eficiéncia
deve-se mais a fatores entalpicos do que a entrépicos demonstrando que,
em uma série de reagdes intramoleculares, a velocidade da reacdo esta
diretamente relacionada & entalpia e ndo a entropia de ativagdo. Ja
Menger postulou a teoria conhecida como espago-temporal: “A
velocidade de reacdo entre dois sitios A e B também é proporcional ao
tempo que esses sitios residem dentro de uma distancia critica”.®
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O estudo de modelos quimicos que exibem esses tipos de
catdlise tem atraido crescente interesse. Nome e colaboradores
avaliaram o efeito da transferéncia de préton para derivados 8-
dimetilamino-naftil-1-fosfato (Esquema 13) e observaram uma catalise
4cida intramolecular do grupo vizinho NH", devido a forte ligaco de
hidrogénio, com incrementos cataliticos de até 10° vezes.*

O f\, ~H HOPO,™
O ~0 CNMez 0" "NMe
1

Esquema 13

O efeito da transferéncia de préton é maior ainda para um
diéster analogo 2, onde incrementos na velocidade chegam até 10°
vezes, 0 que corresponde ao maior efeito reportado na literatura para
catalise &cida intramolecular (Esquema 14).’

Hzo:q O

4

PLTH +
OMe” “NMe, o™ "Ne,
HOPO,OMe"
Esquema 14

Recentemente, Nome e colaboradores desenvolveram um
modelo de ribonuclease, em que se observou a catalise acida e béasica
ocorre simultaneamente no estado de transicdo (Esquema 15).% Nesse
composto, o grupo imidazol atua como catalisador basico geral ativando
uma molécula de agua enquanto que o préton do grupo imidazolineo
estabiliza o grupo de saida aril-6xido. O nucledfilo e o grupo de saida
devem ocupar posicdes apicais e opostas.®
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Esquema 15

O conceito de molaridade efetiva (EM) permite quantificar a
eficiéncia da catalise intramolecular. A molaridade efetiva é definida
como sendo a razao entre a constante de velocidade de primeira ordem
da reacdo intramolecular e a constante de velocidade de segunda ordem
da reacdo intermolecular (Esquema 16), sendo que as rea(;oes devem
ocorrer via 0 mesmo mecanismo e nas mesmas condicdes.* Assim
quanto maior a EM, maior serd a eficiéncia da reagdo intramolecular.
Por exemplo, um grupo nucleofilico numa enzima chega a ter um EM de
até 10° - 10" o que torna interessante mimetizar Sistemas
enzimaticos.® ¥

(I? 0O
ky Kk
0 2 o N i (ntrarmolecul:
1 (Intramolecular)
EM=s —MMM*
(o] H k3 (Intermolecular)
O.
o’L\ H
Esquema 16

Nesses derivados de aspirina, na qual o carboxilato participa
catalisando intramolecularmente como uma base o ataque da &gua no
éster, a hidrolise da aspirina apresenta uma molaridade efetiva de 13 M,
0 que indica que o efeito do carboxilato na reacdo intramolecular é
equivalente a presenca de acetato em concentracdo 13 M na reacéo
intermolecular correspondente.*’

Essa secdo discutiu modelos ndo miméticos de catalise
intramolecular e nesses sistemas, 0s grupos reativos s8o mantidos
préximos através de ligagdes covalentes. Contudo, had um grande
numero de estudos que mimetizam as interacGes ndo-covalentes enzima-
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substrato e para tal, macromoléculas como polimeros,*:

ciclodextrinas,” ** calixarenos,” dendrimeros® *’ e éteres-coroa®® tém
sido amplamente utilizado. A utilizagdo dessas macromoléculas no
design de enzimas artificiais € discutida com mais detalhes na proxima
sec¢éo.

1.6 Planejamento de Macromoléculas e Quimica Biomimética

Sabe-se que enzimas sdo macromoléculas que possuem
estruturas com massas molares de cerca de 10 kDa. Por essa razdo, a
utilizacdo de macromoléculas como esqueleto onde grupos funcionais
podem ser ancorados se torna extremamente interessante. Esses grupos
podem ser ou ndo 0s mesmos encontrados em sitios ativos de enzimas.
Dentre as macromoléculas com potencial na mimetizacdo de sistemas
biolégicos destacam-se as ciclodextrinas, éteres-coroa, micelas,
polimeros e dendrimeros. A quimica biomimética envolve a sintese e
estudo de enzimas artificiais e tem se expandido de uma maneira
notavel, embora, como mencionado anteriormente, as tentativas bem
sucedidas de mimetizar enzimas naturais reportadas até agora ndo
tenham atingido o grau de sofisticacdo, especmcidade e nimero de
ciclos (“turnovers”) de enzimas naturais. Por isso, sdo uma fonte
de inspiracdo para n6s quimicos, uma vez que demonstram o que pode
ser alcancado compreendendo melhor seu mecanismo de agdo. E
importante ter em mente, porém, que mesmo os “modelos enzimaticos”
encontrados na literatura que alegam ter eficiéncia comparada a de
enzimas, utilizam substratos muito mais ativos (i.e. éster de p-
nltrofenlla) que os inertes clivados por enzimas (como por exemplo uma
amida).*® Contudo, apesar dessa distancia na eficiencia observada para
enzimas naturais e compostos preparados por quimicos, esses modelos
sdo fundamentais no sentido ndo s6 de compreender melhor o
mecanismo de a¢do enzimética, mas também na tentativa de acelerar
diversar reacgoes.

Como discutido na secdo 1.4, geralmente as enzimas se ligam
ao seu substrato e com a acgdo de dois ou mais grupos funcionais com
localizagdo 6tima em relagdo ao substrato, realizam a catalise (Figura
7). Essa caracteristica leva a seletividade e estéreo-especificidade da
enzima em relacdo ao substrato. A ligagdo entre enzima e substrato pode
incluir coordenacdo por metal, formacdo de par ibnico, coordenagdo
acido-base de Lewis ou ligacdo de hidrogénio em meio ndo aquoso e
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interacdo hidrofébica em solucdes aquosas.®® Por essa razdo é de
extrema importancia que, em uma enzima artificial, existam grupos
cataliticos e outros que permitam interagir tanto com o substrato, como
também com os grupos cataliticos.

O uso de derivados do polimero polietilenoimina (PEI) como
mimese de enzimas foi primeiramente reportado por Irving Klotz, que
introduziu o termo sinzimas (do inglés, synthetic enzymes - synzymes)
para esses catalisadores.” Ele mostrou que ancorando grupos dodecil e
metilenoimidazol a PEIl se obtém um catalisador eficiente para a
hidrélise de ésteres ativados como 4-nitrofenil acetato e na
descarboxilagdo de derivados de isoxazol. Kirby e colaboradores
reportaram sinzimas obtidas da PEI que catalisam a abertura do anel
benzoxazol.** 3

Como ja mencionado, um dos aspectos mais importantes do
mecanismo enzimatico é a cooperagdo dos grupos funcionais
frequentemente observados no seu sitio ativo. O ambiente eletrostatico
no sitio da ligacdo mantém o balanco de pK,s necessario para 0s varios
grupos participarem cataliticamente. Nesse sentido, e tendo em vista que
a histidina em particular, é frequentemente capaz de participar como
acido ou base em catalise bi ou multifuncional simultaneamente, Anslyn
e Breslow mimetizaram a ribonuclease A que utiliza His-12 e His-119
como principais grupos cataliticos na hidrélise do RNA, ancorando dois
anéis imidazois em B-ciclodextrina, como mostrado no Esquema 17.%*
Segundo os autores, essa sinzima 1 catalisa a clivagem de fosfatos
ciclicos (Keat 120107 s comparado com Kyncs: 1x10° s™) e mostra uma
grande seletividade para um dos dois produtos formados na reacéo.
Outro dado interessante € que 0 posicionamento relativo dos grupos
imidazois no anel da B-ciclodextrina é de grande importancia em relacéo
ao produto que serd formado e a constante de velocidade da reacdo de
hidrélise.®* Somente quando os grupos imidazois estdo ancorados a
acucares adjacentes um Unico produto 3 foi detectado. Esse isdbmero da
B-ciclodextrina além de ser mais seletivo, mostrou ser responsavel pela
maior velocidade de hidrélise e se ligar mais fortemente com 2.>*
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A partir dos dados de analise de produtos e da dependéncia da
constante de velocidade em fungdo do pH, pode-se concluir que o
mecanismo inclui um grupo imidazélio funciona como &cido geral e um
imidazol como base geral ativando uma molécula de agua, como mostra
0 Esquema 18.%
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Esquema 18

Na tentativa de mimetizar a transaminase, piridoxamina foi
ancorada em PElI, e estudos cinéticos revelaram que a sinzima aumentou
a velocidade da transaminacdo da piridoxamina com acido pirdvico por
um fator de 6700-8300 em pH 5,0. Uma das razBes para esse grande
aumento na velocidade foi atribuida a catélise acido-base geral exercida
pelas poliaminas.** Entretanto, o modelo enzimatico da PEI ndo tem
uma estrutura bem definida, e cada molécula de polimero contém mais
do que uma unidade de coenzima.

Visando criar um modelo macromolecular de transaminase bem
definido, dendrimeros tém sido constantemente utilizados como modelo
mimético enzimatico. Por exemplo, foram sintetizados dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAN) no nicleo com uma piridoxamina ancorada
covalentemente. Resultados mostraram que a estrutura e o tamanho dos
dendrimeros exercem uma grande influéncia nas constantes de
velocidade de transaminacdo, sendo estabelecido que uma Unica
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piridoxamina no ndcleo de um dendrimero (PAMAN) é comparavel
com uma unidade de piridoxamina ligada & PEI de massa molar = 60000
g/mol na transaminacdo do &cido pirtvico e fenilpirdvico e da alanina e
fenilalanina, sendo menos efetivo porém do que a PEIl-piridoxamina
laurilada.*®

Dendrimeros cataliticos de peptideos foram desenvolvidos
utilizando como unidades de ramificacdo &cido 2,3-diaminopropandico
para organizacdo de 7 aminoacidos, que a seguir foram dimerizados por
ligacédo dissulfidica resultando em um dendrimero com 14 aminoacidos.
A atividade esterolitica desse foi avaliada na hidrélise do substrato
mostrado na Figura 8, um éster fluorogénico em solugdo aquosa. Foi
observado que a sinzima mostrou atividade hidrolitica com uma
reatividade de até 40 vezes por residuo de histidina comparado ao 4-
metilimidazol.>> *°
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Figura 8. Dendrimero de poli(aminoacido) utilizado na hidrélise de um
substrato fluorogénico. Relagdes espaciais entre His-Ser-Asp mostraram
ser cruciais na funcdo de mimetizacéo.

E interessante que os grupos funcionais estejam proximos na
cadeia da macromolécula para mimetizar sitios ativos. Para esse fim, um
método que vem atraindo atencdo é o planejamento de moldes
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moleculares, que sdo elementos de controle que favorecem a formagéo
de um produto Unico. Exemplos de moldes moleculares na natureza séo
DNA, que é um molde para 0 RNA, que por sua vez é um molde para
sintese de proteinas. Moldes sdo capazes de organizar um conjunto de
atomos de uma maneira especifica no espaco e favorecem a formacao de
um Unico produto quando a formagao de mais de um € possivel e, além
disso, promovem a interagdo entre unidades que sdo ordenadas ao seu
redor. Para isso, tem-se utilizado o método denominado “molecular
imprinting”, que consiste em grupos funcionais, pré-organizados com
um molde, que mimetizam o estado de transicdo, ancorados a
mondmeros vinilicos que serdo polimerizados. Subsequentemente, se
faz uma copolimerizacdo na presenca de solventes e concentracGes
relativamente grandes de agentes reticulantes para produzir polimeros
macroporosos rigidos. Apos a remocgdo do molde, as cavidades ficam
disponiveis no polimero, e a forma e arranjo dos grupos funcionais sao
determinados pela estrutura do molde original (Figura 9).>’

;e [1] , [2] 3] [4]
TS [
U e | T
/r P
Figura 9. Representacdo esquematica da formacdo da cavidade

especifica em um polimero reticulado através de um molde, contendo
quatro grupos funcionais diferentes.>

Através dessa técnica, um modelo mimético da enzima
carboxipeptidade A foi obtido. Os autores utilizaram um anélogo do
E.T. como molde para a introdugdo de dois grupos amidinios e um
centro de Cu?*, em uma orientacdo definida no sitio ativo (Figura 10).
Apos remocao do molde, a hidrdlise do carbonato apresenta um Keae/Kuncat
de cerca de 410.000, maior valor j& observado para catalisadores
preparados através de moldes moleculares.”®
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Figura 10. (1) Preparacdo do catalisador através de molde molecular
utilizando duas moléculas de molde e Cu®*; (2) Sitio ativo da enzima
artificial depois da remocéo do molde; (3) O substrato ligado a cavidade
da enzima art|f|C|aI (4) Formacdo do estado de transicdo tetraédrico
durante a catalise.*®

Suh e colaboradores prepararam uma proteinase artificial
ancorando sitios ativos no esqueleto do polimero polietilenoimina (PEI).
Esse sitio ativo consiste de trés residuos de salicilatos, que foi preparado
utilizando trés moléculas de 4-bromoacetilsalicilato pré-organizadas
com o ion Fe(lll). Entdo, os residuos de salicilatos foram reticulados
com a PEI, e ap6s a remocdo do molde ion Fe(lll), os trés residuos de
salicilato permaneceram prdximos. Esses residuos constituem o sitio
ativo de uma sinzima que possui trés grupos carboxilicos (grupo
funcional dos residuos aspartato e glutamato) e trés grupos fen0|s (grupo
funcional da tirosina), como pode ser visto no Esquema 19.* A enzima
artificial demonstrou atividade como proteinase na clivagem hidrolitica
da y-globulina (Gbn), sendo sua atividade 6tima na faixa de pH 5-7. O
tempo de meia-vida para clivagem de duas cadeias de Gbn pela
proteinase artificial foi de 1 hora em pH 7 a 50 °C. Considerando que o
tempo de meia-vida da hidrélise espontanea de ligagcGes amidas a pH 7 e
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25 °C foi estimado como sendo de ~1000 anos, conclui-se que a
proteinase artificial tem um efeito na aceleracéo de hidroélise de ligagdes
amidas de 10° vezes.*®
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Esquema 19
1.7 Catalise em meio micelar

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas que possuem em sua
estrutura uma parte polar hidrofilica e uma cadeia de hidrocarbonetos
(cauda) de natureza hidrofébica. Moléculas com esse tipo de
propriedades podem associar-se espontaneamente acima de uma
concentracdo especifica denominada concentracdo critica micelar
(CMC) em solucdo aquosa diluida gerando agregados de Varios tipos,
formas e tamanhos, denominadas micelas. O formato desses agregados
(globulares, cilindricos ou vesiculas esféricas) é determinado pela
estrutura molecular do surfactante. A tendéncia de essas moléculas
formarem micelas em solucdo aquosa € conseqliéncia do efeito
hidrofobico.®® Os surfactantes podem ser classificados como catibnicos,
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anionicos, dipolares idnicos e neutros, dependendo se ha ou ndo carga
presente na estrutura do mondmero e se esta é positiva ou negativa. A
Figura 11 mostra os surfactantes catibnico brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTABEr), anibnico docecilsulfato de sddio
(SDS) e dipolar i6nico N,N-dimetilamdnio propanosulfonato de N-
tetradecila (SB3-14).

+/ . @

Q
\/\/\/\/\/\/O—ﬁ—O' Na* 2)
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Figura 11. Estruturas dos surfactantes (1) brometo de
cetilltrimetilaménio (CTABr), (2) anidnico docecilsulfato de sddio
(SDS) e (3) dipolar iénico N,N-dimetilamonio propanosulfonato de N-
tetradecil (SB3-14).

O efeito micelar sobre reacfes bimoleculares em solugdes
aquosas tem sido extensivamente estudado e muitas reacdes quimicas
entre compostos hidrofébicos ou entre um ion reativo e uma molécula
organica sdo efetivamente aceleradas por surfactantes na forma de
micelas.”"® Isso se deve ao fato de micelas atuarem como “micro-
reatores”, concentrando ou diluindo reagentes e assim alterando
velocidades aparentes e constantes de equilibrio de reagdes quimicas.**

A reacdo de hidrélise do bis(2,4-dinitrofenil) fostato (BDNPP) é
catalisada  aproximadamente 30 vezes por brometo de
cetiltrimetilamonio (CTABr).*® Em solucéo alcalina, a catalise pode ser
explicada através da capacidade das micelas catibnicas em concentrar
reagentes anidnicos e simultaneamente concentrar compostos
organicos.®

Perfis de constante de velocidade em fungdo da concentragéo de
surfactante, para uma variedade de reacfes bimoleculares, exibem
caracteristicas que dependem da carga e da hidrofobicidade do substrato,
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da carga do grupo polar e do tamanho da cadeia do surfactante e da
concentragdo e tipo do contra-ion.** A superficie micelar é um conjunto
dindmico que interage com ifons coulombicamente e especificamente,
como pode ser observado através de efeitos especificos de contra-ions
nas propriedades micelares. InteragBes couldmbicas dependem da
densidade de carga superficial da micela e valéncia i6nica, enquanto que
interacdes especificas sdo maiores para ions polarizaveis com densidade
de cargas menores.®

O modelo de pseudofase e troca idnica (PIE) tem sido muito
utilizado para simular reacdes bimoleculares e fon-molécula.®* De
acordo com Bunton, Quina, Romsted e Nome, mondmeros de
surfactantes, moléculas organicas, e ions entram e saem de micelas com
uma velocidade aproximadamente igual aquela controlada por difuséo.
Entdo o surfactante micelizado esta em equilibrio térmico com solutos
na reacdo, e as velocidades observadas podem ser tratadas como a soma
das velocidades de reacfes concorrentes em cada pseudofase (Esquema
20), com m e w indicando as pseudofases micelar e aquosa
respectivamente, e k," e k., sendo as constantes de velocidade de
segunda ordem.

|
Sw Sm
Psendofase Psendofase
Aquosa Micelar
Ny N
kz‘”\ . 1 k™
Produtos Produtos

Esquema 20*
A ligacdo de um substrato organico na micela, S, é governada por

interacdes couldmbicas e hidrofdbicas e é geralmente descrita por uma
constante de associacdo Ks:

_ (5l
[ Ks =500, =a- 1 ]
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em que [Dn] é a concentracdo de surfactante micelizado.
Combinando a expressdo de velocidade para kg, baseada no
Esquema 16 com a Eq. 1, se tem:

[ kobs — kg,[Nw]"'k‘szSNm[Dn] Eq 2 ]

1+Kg[Dy]

em que Ny, é a concentracdo local do reagente ibnico na pseudofase
micelar:

_ _[Nm]
[ Nm_[Dn]Vm Eq. 3 ]

Sendo Vy, na equagéo acima o volume em litros/mol da regido reativa e
[Dn]Vn é a fracdo de volume micelar na qual a reacdo ocorre.

Nessa equacdo, tem-se que a propor¢do relativa da reacdo total
ocorrendo nas pseudofases aquosa e micelar depende de [D,] e Ks. A
Eqg. 3 mostra uma propriedade fundamental de todos os modelos de
pseudofases: a velocidade de reacdo na pseudofase micelar depende da
concentracdo local de N em cada pseudofase e ndo da sua concentragdo
estequiomeétrica.

No modelo de pseudofase e troca iénica (PIE), é assumido que:
i) a superficie micelar atua como um trocador seletivo de ions, e a
competicdo entre contra-ions inertes, X, e contra-ions reativos, N é dada
por um parametro chave do modelo que é a constante de troca idnica:**

X [NW][Xm]
[ Ky =, ) Eq. 4 ]

ii) a fracdo de sitios da superficie ocupada pelos dois contra-ions é
considerada como sendo constante e dado pelo grau de ligagdo do
contra-ion, A

[ g = [l 1] Eq.5 ]

[Dn]
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1.8  Agregados de polimeros-surfactante

Polifons sdo polimeros compostos de unidades repetitivas
carregadas ou parcialmente carregadas e ligadas covalentemente. Cada
carga do poliion é neutralizada por um contra-ion de carga oposta e 0
poliion e seu contra-ion, juntos constituem o polieletrélito, como
mostrado na Figura 12.

+ +

+ o~ + - e PV +
2 + 3
- / + -/ +\ / -/+
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Figura 12. Polieletrélito constituido de um poliion e seus contra-ions.

Polieletrolitos sdo soliveis em agua devido a dissociacdo de
seus contra-ions e, geralmente, possuem uma configuracdo mais
estendida do que polimeros ndo carregados uma vez que ocorre repulséo
entre as cargas da cadeia.®’

A partir de 1957, muitas propriedades fisico-quimicas de
misturas contendo macromoléculas e surfactantes (ou lipideos) tém sido
estudadas, destacando-se as misturas de surfactantes com proteinas e
outros polieletrélitos biologicamente relevantes, visando investigar
mecanismos em processos biolégicos. Logo, trabalhos envolvendo
polieletrélitos apareceram, que ndo sO serviam como modelos para
proteinas, como também para entender o papel de surfactantes e lipideos
na transfeccdo do DNA.® Ainda, esses tipos de agregados se tornam
interessantes para serem usados em diversas aplicagbes tecnoldgicas,
como em cosméticos, medicamentos e materiais.®

Fases organizadas sdo geradas com a mistura de polieletrélitos e
surfactantes em baixas concentracfes, devido a forte interacdo
eletrostatica, nas quais as propriedades sdo controladas pela
concentracdo de polimero e/ou surfactante, temperatura, pH e forca
ionica.®® Esses complexos micelares s&o formados em solugdes livres de
sal em uma concentracdo de agregacdo critica (CAC), ao longo do
esqueleto do poliion, sendo a CAC cerca de 3-10 vezes mais baixa que a
CMC.” A CAC esta relacionada com a capacidade do polimero em
nuclear a formacdo desses complexos micelares ou agregados de
surfactante.”* Portanto, a CAC pode ser considerada como uma
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indicagdo da intensidade da interagdo surfactante-polimero: quanto mais
intensa a intera¢do, menor € o valor da CAC (isso quando se comparam
surfactantes com valores proximos de CMC). Para surfactantes
diferentes com valores de CMC diferentes, compara-se a diferenca entre
aCACeaCMC."

O modelo mais aceito para o complexo formado entre um
polimero soltvel em agua e um surfactante foi proposto por Cabane para
explicar a interacdo entre poli(6xido etileno) (PEO) e dodecil sulfato de
sodio (SDS) e de acordo com esse modelo, uma fragdo dos segmentos
da cadeia do polimero se liga & superficie micelar.”> Segundo
0 autor, o processo de complexacdo polimero-micela se da
principalmente devido & estabilizagdo da interface entre o nucleo
hidrofébico da micela e 4gua.”® Entretanto, as interacdes especificas
entre 0s grupos polares do polimero com as cabegas dos surfactantes
também possuem um papel importante, pois as micelas sdo estabilizadas
pelo poliion, que atua como um grande contra-ion polivalente,
diminuindo a repulsdo entre as cabecas do surfactante e, como
conseqiiéncia os contra-fons simples sao liberados na solugéo.”

Isso foi elegantemente comprovado por llekti e
colaboradores,” ™ ao estudarem o sistema poliacrilato de sédio (NaPA)
e CTABr. Em um dos estudos, solucdes aquosas de NaPA foram
misturadas com diferentes fases do sistema agua-CTABr e em todas as
misturas, os fons do surfactante (CTA™) se associam formando micelas.
Os poliions (PA") se ligam a essas micelas removendo seus contra-ions e
ligando-as entre si, formando pontes e mudando as formas micelares.
Essas pontes podem mudar as distancias entre as micelas resultando na
sua separacdo como uma fase concentrada, o que, nesse caso, libera
excesso de agua e sal para a fase aquosa diluida, como pode ser visto na
Figura 13. Através de medidas de espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXS), foi possivel determinar as estruturas das fases
concentradas: em quantidades baixas de agua, as fases micelares
hexagonal e nematica do sistema contendo polimero surgem com as
fases correspondentes de CTABIr/agua, e em grande quantidade de agua,
as fases concentradas que se separam sdo proximas as fases cubicas e
hexagonais do acetato de cetiltrimetilaménio/agua.”
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Figura 13. Efeito da adicdo de &gua a misturas de polieletrdlitos e
surfactantes carregados negativamente: A) a mistura concentrada é
monoféasica; B) com a adi¢do de agua, uma fase diluida contendo sal
simples se separa; C) com a adicdo de mais agua, a fase concentrada se
torna mais concentrada.

Thalberg e colaboradores”™ propuseram um diagrama de fase
tridimensional, uma pirdmide tetragonal, que permite descrever o
comportamento de todas as composicdes possiveis da mistura dos 4
componentes contendo polimeros e surfactantes de cargas opostas. A
piramide continha no topo a 4gua e em cada um dos quatro apices: 0
polieletrélito (poliion + contra-ion simples), o surfactante (ion
surfactante + contra-ion simples), o sal simples (dois contra-ions
simples) e o sal complexo (poliion + surfactante), Figura 14.
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Figura 14. Composi¢des possiveis da mistura dos 4 componentes de
misturas de polimeros e surfactantes de cargas opostas: o polieletrdlito
(poliion + contra-ion simples), o surfactante (ion surfactante + contra-
fon simples), o sal simples (dois contra-ions simples) e o sal complexo
(poliion + surfactante).
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O espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS), que fornece
informagdes estruturais na faixa de 10-1000 A, é adequada e muito
utilizada para estudar fases liquidas cristalinas. Além do SAXS,™
técnicas como, espalhamento de luz,”” eletroforese,” fluorimetria,®
condutimetria” e turbidez*® sdo normalmente utilizados na
determinacdo de propriedades de agregados polimero/surfactante.

Vale ressaltar que muitos desses sais complexos possuem uma
consideravel solubilidade em &gua, principalmente quando a cauda do
surfactante é pequena ou se os poliions contem uma fra¢do consideravel
de unidades ndo carregadas. Nesses sistemas, a técnica de titulagdo
calorimétrica isotérmica (ITC) se torna muito interessante na
investigagdo de processos de associacdo envolvendo surfactantes,
possibilitando a determinacdo simultdnea dos principais parametros
termodinamicos associados a esses processos.™

O sistema surfactante-polimero mais estudado através de ITC ¢
aquele formado por SDS e poli (6xido de etileno), PEO, e resultados
mostram que esse surfactante anionico interage fortemente com esse
polimero neutro e outros, tais como, poli (alcool vinilico), PVA, poli
(6xido de propileno), PPO e poli (vinilpirrolidona), PVP.” Por outro
lado, por razdes que ainda ndo foram totalmente esclarecidas, é sugerido
que interacfes entre surfactantes catibnicos e polimeros neutros séo
fracas ou até mesmo inexistentes.”" Contudo, resultados um tanto
surpreendentes de Wang e Tam® mostraram uma forte interacéo entre
brometo de dodecil trimetil aménio (DTABTr) e poli (acido acrilico) o
qual, com um baixo grau de ionizagdo, é praticamente neutro. J4, como
mencionado no inicio desta secdo, polieletrélitos e surfactantes
interagem fortemente e essa associagdo tem sido atribuida como uma
conseqiiéncia de interacdes hidrofébicas e eletrostaticas.”
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2 OBJETIVOS

O Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais (Lacfi) vem
se dedicando ao estudo de reacdes de ésteres de fosfato e carboxilatos,
sendo que os focos principais sdo o estudo mecanistico dessas reacoes e
a obtencdo de estratégias para a degradacdo desses ésteres baseando-se
em ésteres modelos e nucledfilos a. A motivacéo dessa linha reside na
importancia dessas rea¢fes uma vez que sdo vitais a composicdo
bioldgica, como no caso dos diésteres de fosfato e ésteres de acetato ou
podem ser extremamente toXicos, como 0s casos dos triésteres.

Até o presente momento, nucledfilos (especialmente nucledfilos
o) de tamanhos pequenos foram utilizados nos estudos de clivagem de
ésteres de fosfato.”® Todavia, sabe-se que reacdes biologicamente
relevantes incluem grupos nucleofilicos em enzimas e essas sdo
relativamente grandes. Por isso, para melhor mimetizar uma enzima
reagindo com um éster, decidiu-se desenvolver modelos miméticos
maiores (polimero e micelas) para o estudo de clivagem de ésteres de
fosfato e acetatos.

Assim sendo, 0 objetivo principal desta tese de doutoramento é
a obtencéo de um polimero capaz de acelerar reagdes de clivagem de
ésteres. Para atingir tal objetivo, as seguintes estratégias foram
utilizadas:

v preparacdo de um polimero contendo o grupo funcional
acido hidroxamico e &acido carboxilico ancorado em sua
estrutura, a fim de se obter uma enzima artificial;

v’ caracterizacdo do polimero através de técnicas como
titulagdo potenciométrica, IV, RMN, ESI-MS e TGA.

v utilizacdo de moléculas de baixas massas molares que
contenham o mesmo grupo funcional (acido
hidroxamico) para se ter um experimento de controle;

v" Avaliacdo do polimero e dos compostos de controle
preparados em relagdo ao seu efeito catalitico na
hidrélise dos ésteres: &cido 1-acetoxi-2-naftico (1-Ac),
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acido-2-acetoxi 1-naftéico (2-Ac), &cido 3-acetoxi-2-
naftoico (3-Ac), bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) e
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), e p-nitrofenil
acetato, butirato e octanoato (PNPA, PNPB, PNPC);

adicdo de surfactantes ao polimero para avaliar o efeito
do agregado na desfosforilagdo do diéster de fosfato
BDNPP;

utilizacdo de co-micelas que também contenham o grupo
acido hidroxdmico na desfosforilagio do BDNPP e
andlise do mecanismo de reacéo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

Os substratos acetato de p-nitrofenila 97%, butirato de p-
nitrofenila 98% e octanoato de p-nitrofenila foram procedentes da
Aldrich, sendo que o butirato de p-nitrofenila foi gentilmente cedido
pela prof. Maria da Graga Nascimento. A &gua deuterada (D,0) foi
adquirida da Cambridge Isotope Laboratories, com grau de pureza
rotulado em 99,9%. O polimero poli(acrilamida) de massa molar 1500 g
mol™ foi obtido da Scientific Polymer e o cloridrato de hidroxilamina da
Aldrich. Os surfactantes CTABr, SDS e SB3-14 foram obtidos da
Aldrich. Os demais reagentes foram de qualidade p.a. (procedentes da
Aldrich, Carlo Erba, Acros e Vetec) e utilizados sem tratamento prévio.

As metodologias para as sinteses dos substratos acido 1-acetoxi-
2-naftdico (1-Ac), acido-2-acetoxi 1-naftoico (2-Ac), acido-3-acetoxi 2-
naftéico (3-Ac),”® bis(2,4-dinitrofenil) fostato (BDNPP)¥ e dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP)® para a preparacdo do &cido lauril
hidroxamico (LHA)* e 4cido benzoidroxamico (ABH)®*® ja foram
previamente descritas.

3.2 Preparagdo do polimero funcionalizado PHA

O polimero funcionalizado (PHA) foi preparado ancorando os
grupos funcionais hidroxamico e carboxilico no esqueleto da
poli(acrilamida) (PAA), baseado no método de Domb e colaboradores
(Esquema 21).”°
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Esquema 21. Obtencdo do PHA a partir da PAA.
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Em geral, 5,0 g (3,3 mmol) de PAA de massa molar 1500 g
mol™ foram dissolvidos em 10 mL de agua destilada e 5,2 g (75 mmol)
de cloridrato de hidroxilamina dissolvida em 25 mL de &gua destilada
foram adicionados a solucdo do polimero. Depois de 2 horas de reacéo,
uma solucdo de NaOH (75 mmol) foi adicionada e agitou-se por 48
horas, a 25 °C. A solucdo foi transferida para um béquer e HCI
concentrado foi adicionado até o pH atingir cerca de 1,0 e entdo metanol
foi adicionado, ocorrendo a formacdo de um precipitado branco. A
mistura permaneceu no freezer e depois de 24 horas, o precipitado foi
filtrado, lavado varias vezes com metanol e seco na estufa (cerca de 3
horas). Depois de seco, o solido foi macerado até virar um p6 rosado,
com um rendimento de 69%. O tempo da reacéo foi variado a fim de ver
0 efeito desse pardmetro na conversdo dos grupos funcionais.

3.3  Experimentos Cinéticos

As concentracdes dos substratos e 0os comprimentos de onda
utilizados nos experimentos cinéticos estdo apresentados na Tabela 1, e
0 aparecimento dos produtos foi acompanhado por no minimo 5 tempos
de meia-vida (t2). A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de uma aliquota de
10, 20 ou 30 uL de uma solucdo estoque dos substratos em acetonitrila
(estocada no freezer), em uma cubeta de quartzo com 3 mL de solucdo
aqguosa com a mistura reacional, que continha um grande excesso do
nucledfilo, assegurando condicdes de pseudoprimeira-ordem. No caso
dos experimentos com o PNPC, uma menor quantidade desse substrato
foi injetada para evitar a sua agregacao uma vez que se trata de um éster
de cadeia longa.** Nos experimentos com PHA e LHA, nenhum tampéao
foi utilizado, uma vez que a solucéo era auto-tamponada pelo nucledéfilo
e a forca idnica ndo foi mantida constante.® Nos experimentos na
auséncia das macromoléculas, os tampdes CHsCOOH (pH 4,00-5,00);
BIS-TRIS (pH 6,00-7,00); e TRIS (pH 8,00-9,00) foram utilizados e a
forga ibnica foi mantida em 1,0 nas medidas cinéticas com adicéo de
KCI. No ajuste do pH, KOH e HCI foram utilizados. Contudo, nos
experimentos com o surfactante SDS, NaOH foi utilizado, uma vez que
ocorre precipitagdo do sistema quando se utiliza KOH. O pH de cada
mistura foi verificado no final de cada corrida cinética. As medidas de
pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado a
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temperatura ambiente com solugdes padrdes pH 4,00, 7,00 e 10,00
(Carlos Erba). Vale lembrar que um cuidado especial deve ser tomado
na manipulagdo do triéster devido a sua alta toxicidade.

Tabela 1. Concentra¢Bes dos substratos e os comprimentos de onda
utilizados nos experimentos cinéticos.

Substratos 10° Conc. Inicial, mol/L A, nmM
BDNPP 1,33 400
DEDNPP 6,67 400
1-Ac 6,67 338
2-Ac 6,67 338
3-Ac 6,67 338
PNPA 3,33 400/317 5
PNPB 11,3 400/317 5
PNPC 1,00 400/317,5

Taumento da absorbancia devido a formagdo do p-nitrofenolato ou p-
nitrofenol.*?

Todas as medidas cinéticas para acompanhar as reacfes de
clivagem dos compostos foram realizadas em um espectrofotdmetro
Cary 50 (Varian) acoplado a um banho termostatico da Microquimica,
modelo MQBTC99-20, e a um microcomputador contendo o sistema de
aquisicdo e tratamento de dados Cary WinUV 3.00. As cubetas
utilizadas eram de quartzo, com capacidade de 3,5 mL e caminho 6ético
de 1,0 cm. As regressOes lineares e ndo-lineares para ajustes de dados
cinéticos foram realizadas com o programa de computacdo ORIGIN
versao 8.0 (OriginPro, 2008).

Nos experimentos de efeito de solvente, 1,0 mL de uma solugéo
estoque de PHA 0,1 mol/L com pH=10 foi adicionado a um baldo
volumétrico e esse foi completado com diferentes volumes de DMSO ou
CH3CN e H,0, dependendo da fragdo de solvente organico desejada.

3.4  Titulacdo Potenciométrica.
As medidas de titulagdo potenciométrica foram realizadas em

um sistema automatizado Metrohm (pHmetro 713 e Dosimat 765) em
79



Materiais e Métodos

uma cela termostatizada de 150,0 mL de capacidade, sob atmosfera de
N, a 25°C. Nos experimentos, uma solucéo contendo 30 mL de PHA ou
PAA 0,013 mol/L foi acidificada com 0,5 mL de HCI 0,1 mol/L e
titulada com pequenos incrementos de KOH 0,1008 mol/L, livre de
CO,. Nos experimentos contendo surfactantes junto com PHA, a
concentracdo utilizada de surfactante foi de 0,01 mol/L. Quando o SDS
esteve presente no experimento, NaOH 0,10017 mol/L foi utilizado, por
motivos ja comentados anteriormente.

3.5 Titulacdo Calorimétrica Isotérmica

Um calorimetro modelo VP—ITC, Micro Cal Inc. (Northampton,
Massachusetts) foi utilizado para as medidas, as quais foram realizadas
no laboratério do prof. Watson Loh, do 1Q/Unicamp. Esse calorimetro
contém uma cela com volume de 1,4 mL que € preenchida até o volume
maximo, sendo esse valor de volume constante durante todo o
experimento, pois o volume injetado do titulante é derramado da cela. O
equipamento possui um circuito de autocompensagdo que mantém nula
a diferenca de temperatura entre a cela de referéncia e a cela da amostra
(calorimetro de compensacdo). Entdo, durante o experimento, quando
ndo ocorre nenhuma reacgdo ou processo fisico, tem-se uma linha base
que corresponde a uma energia de compensacdo constante. Quando
ocorre liberacdo de calor decorrente de uma inje¢do no interior da cela
da amostra, a energia de compensagdo aplicada na cela de referéncia ir&
aumentar temporariamente, ou diminuir no caso de um processo
endotérmico. Os valores da entalpia de reacdo sdo obtidos integrando os
picos a partir da linha base, como mostra a Figura 15.”
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Figura 15. Variacdo de poténcia em funcéo de injecdes consecutivas de
5,0 uL de uma solucéo de CTABr 1,37x10 mol/L em H,O.

Aliquotas de 5 a 10 puL de uma solucdo concentrada dos
surfactantes CTABr (0,5% (m/m) = 1,37x10 mol/L ou 0,14% (m/m) =
4,11x10® mol/L), SDS (2,0% (m/m) = 6,9x10” mol/L) e SB3-14 (0,3%
(m/m) — 8,25x10 mol/L), foram adicionadas & cela contendo solucdes
de PHA em diferentes concentracdes, ou agua. O tempo entre duas
injecBes foi ajustado em cada corrida, sendo cerca de 10 min, sendo o
tempo se refere ao tempo necessario para se atingir o equilibrio,
verificado através da linha base. A temperatura utilizada no experimento
foi de 25 °C para CTABr e SDS e 35 °C para o SB3-14. Em todos os
experimentos utilizou-se 4gua desionizada Milli-Q.

3.6 Medidas de Condutividade

As titulagdes condutimétricas foram realizadas a 25 °C, com um
condutivimetro modelo 712 da Metrohm. O procedimento de medicéo
consiste da adicdo de uma solucdo estoque de surfactante numa célula
gue contém um volume apropriado de agua desionizada, PHA ou LHA,
mantida sob agitacdo. A CMC foi obtida do encontro de duas retas do
gréfico de condutividade em funcdo da concentracdo de surfactante.
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3.7  Espectrometria de Massas

ESI/MS. Para identificar intermediérios e produtos das reaces, analises
de ESI/MS com injecdo direta foram realizadas utilizando o
espectrometro de massas Q-TOF (Micromass) instalado no Laboratorio
ThoMSon de Espectrometria de Massas do [1Q/Unicamp. No
equipamento, a solucéo reacional passa pela fonte de ionizacdo, onde 0s
ions sdo gerados e conduzidos para os analisadores de massa no interior
do aparelho. As condicles tipicas de operacdo foram as seguintes:
voltagem de capilar de 3kV, voltagem do cone de 8 V e temperatura de
dessolvatacdo do gas de 100 °C. Nos experimentos com LHA, 1,0 mL
de BDNPP 1x10°® mol/L, em meio aquoso em pHs 8 e 9, foi misturado
com LHA/CTABr 0,1 mol/L. Uma bomba de microsseringa foi utilizada
para injetar a solucdo na fonte de ESI, com uma taxa de 10 pL min™.
Nos experimentos com ABH, 30 pL de substrato 0,05 mol L™ (em
acetonitrila) foram adicionados a 470 uL de uma solucdo aquosa de
ABH 0,03 mol/L em pH 10, resultando em uma concentracédo final de
[ABH]=2,8x10 mol/L e [substrato]=3x10" mol/L. Nos experimentos
com polimeros, 160 uL de substrato 0,05 mol/L (em acetonitrila) foram
adicionados a 340 pL de uma solugdo aquosa de PHA 0,015 mol/L em
pH 10, resultando em uma concentracdo final de [PHA]= 1,02x10
mol/L e [Substrato]= 1,6x10? mol/L.

GC/MS. Anélises de GC-MS (instrumento Shimadzu CGMS-
QP5050A) foram realizadas para detectar produtos menos polares ou
ndo idnicos no meio reacional. A reagéo entre LHA e BDNPP (1:1) foi
acompanhada em solugdo aquosa a pH 9 e 25 °C por 10 min, e os
produtos extraidos com éter etilico. Apds a evaporacéo do éter, os dados
de EI-MS da mistura foram obtidos usando 0 modo de injecao direta. As
amostras foram colocadas no porta-amostra e transferidas para o
instrumento. A temperatura foi aumentada a uma taxa de 10 °C/min até
atingir 85 °C, até 3 min, passando a uma taxa de 20 °C/min entre 85 a
300 °C, com energia de ionizacdo de 70 eV.
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3.8 Outros Equipamentos Utilizados.

As medidas de RMN de *H e **C foram realizadas a 25,0 °C, em
D,0, em um espectrémetro Varian Mercury Plus 400-MHz. Utilizou-se
3-(trimetilsil) propionato de sédio (TSP) como referéncia interna para
RMN de *H e de **C. Os espectros de IV foram realizados em um
espectrdometro Varian modelo Excalibur 3100 com transformada de
Fourier equipado com um detector do tipo MCT acoplado a um
microcomputador contendo um sistema de aquisi¢do e tratamento de
dados. As amostras foram analisadas a temperatura ambiente (25+2 °C)
utilizando KBr para infravermelho (marca Sigma). Para a andlise
termogravimétrica foi utilizado o Analisador Térmico marca Shimadzu
modelo TGA-50 e BET da Quantachrome Instruments, modelo
Autosorb-1C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo mostrados e discutidos nesta secéo,
que esta dividida em dois itens principais:

i) A utilizacdo de polimeros contendo 0s grupos
funcionais &cido hidroxamico e carboxilico, na
clivagem de ésteres de fosfato e acetato. Serdo
discutidas a preparacdo e caracterizagdo do
polimero (PHA), seu efeito na quebra de ésteres e
provaveis mecanismos envolvidos. Por fim, sera
analisado o modo de agregacdo do PHA com
surfactantes catidnicos, anibnicos e dipolares
ibnicos;

i) O mecanismo da reacdo de clivagem do éster
BDNPP na presenca de co-micelas de &cido
laurilhidroxdmico (LHA) e CTABr, estudado
através de ESI-MS e ESI-MS/MS.

4.1  Obtencao e caracterizacéo do polimero funcionalizado PHA

Como discutido anteriormente, enzimas sdo macromoléculas que
contém grupos funcionais em seu sitio ativo, com uma orientacdo
especifica responsavel por tornar a catlise extremamente eficiente.
Inspirado por essa eficiéncia, um polimero foi preparado introduzindo
dois grupos funcionais distintos (acido carboxilico, CO,H e A&cido
hidroxdmico, CONH,0OH), em um esqueleto polimérico, em uma
posicdo que se acredita ser Otima, sendo que esses grupos tém por
finalidade mimetizar o sitio ativo de uma enzima. O grupo 4cido
hidroxamico foi escolhido por ser um nucledfilo o, apresentando entéo
uma maior nucleofilicidade, podendo acelerar diversos processos
incluindo transferéncia de grupos acila e fosforila.?® ® O grupo 4cido
carboxilico foi escolhido ja que é conhecido por atuar como uma base
geral em varios processos como, por exemplo, na quebra do diéster
BDNPP pela hidroxilamina.”®> Além disso, estio presentes em Vvarios
sitios ativos de enzimas, incluindo a quimotripsina® e tripsina.*’

Na sintese do polimero PHA, os grupos amida da
poliacrilamida (PAA) foram convertidos em &cidos carboxilico e
hidroxamico (Esquema 22).
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Esquema 22

A metodologia utilizada permitiu o posicionamento de um
grupo proximo ao outro e isso porque, em excesso de hidroxilamina, o
acido hidroxdmico formado ataca o grupo amida proximo a ele,
formando o grupo &cido carboxilico. Isso € extremamente interessante
guando se tem por objetivo avaliar o efeito cooperativo entre grupos
funcionais presentes na mesma molécula.** O processo envolvido na
formagdo do &cido carboxilico foi reportado por Blodgett e
colaboradores, que observaram que em alguns peptideos contendo o
residuo acido hidroxamico, na presenca de excesso de hidroxilamina, o
grupo acido hidroxamico formado ataca a amida, gerando intermediarios
tetragtzéldricos que se quebram formando o &cido carboxilico (Esquema
23).
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Esquema 23. Formac&o do grupo carboxilico na reacdo de um peptideo
contendo grupo é4cido hidroxamico em excesso de hidroxilamina.**

A influéncia do tempo na preparagdo do PHA foi avaliada
através de titulacdo potenciométrica e estd mostrada na Tabela 2. A
modificacdo do PAA e a formacdo dos grupos carboxilicos e
hidroxdmicos foram quantificados e observou-se que a conversdo
aumenta com o aumento do tempo de reacdo. O grau de conversdo mais
alto foi observado para a reacdo (3), que apresentou 28% de grupos
carboxilicos e 72% de hidroxamicos.
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Tabela 2. Parametros usados na sintese do PHA.

Reacao* 1 2 3
Tempo (dias) 1 3 10
% de conversdo 10 16 23
% &cido carboxilico 66 58 28
% &cido hidroxamico 34 42 72

Testes a fim de avaliar o efeito catalitico de cada um desses
polimeros na clivagem do éster &cido 2-acetoxi-1-naftbico (2-Ac)
mostraram que o polimero da reacéo (2) foi o mais eficiente relativo a
guantidade de matéria em mols do grupo acido hidroxamico presente
(Tabela 3) e por esse motivo todos os testes de efeito catalitico foram
realizados com esse polimero. Além disso, o polimero obtido da reacdo
(2) foi o que apresentou quantidade dos dois grupos funcionais com
aproximadamente a mesma proporcdo (1:1), o que é interessante para
avaliar o efeito de cooperatividade entre os grupos funcionais.

Tabela 3. Constantes de velocidade observadas para a reacdo de
clivagem dos ésteres 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac, na presenca de [PHA] =
1,33x10 mol/L, pH 10, a 25 °C.

kobs/ 5_1 kobs/nhidroxamico
/mol™s™
Reacéo 2-Ac 2-Ac
1 (1 dia) 1,50x10™ 33,2
2 (3 dias) 2,10x10° 234,0
3 (10 dias) 3,64x10° 165,4
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Tendo em vista que 0 objetivo é a obtencdo de um polimero
capaz de mimetizar enzimas, as reacfes de preparacdo das
macromoléculas foram realizadas com baixo grau de conversdo dos
grupos amida para acido hidroxamico e carboxilico. Isso porque, ter
alguns grupos funcionais distribuidos na cadeia do polimero, assim
como em uma enzima natural, que apresenta 0s grupos ativos
distribuidos em um dominio hidrofdbico, se torna mais interessante do
gue um polimero contendo os grupos funcionais em toda sua estrutura.

As curvas de titulagio tipicas para o PHA e PAA (para a reacdo
2) estdo mostradas na Figura 16. As regides destacadas correspondem
aos valores de pK, do PHA, 6,1 e 9,2, de acordo com o equilibrio
mostrado no Esquema 24.

¥CHy — CH — CHy — GH~ Ka ~wr CHy — CH——CH, — CH~ Ko o CH,— CH—CH, —CH=
=0 ¢=0 N ¢=0 ¢=0 ¢=0 ¢=0
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Figura 16. Titulacdo potenciométrica de 0,013 mol/L de PHA (e) e
0,013 mol/L de PAA (m), usando KOH 0,108 mol/L a 25 °C. No detalhe
estd mostrado a curva diferencial do pH em funcéo de a.

As porcentagens de grupos acidos hidroxamico e carboxilico
foram obtidas através do grafico da derivada do pH em funcdo da
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guantidade de base necesséria para neutralizar o &cido (dpH/da). No
grafico mostrado no detalhe da Figura 16 observam-se trés picos, sendo
gue o primeiro corresponde a neutralizacdo do &cido adicionado no
inicio da titulacdo (P;), o segundo a desprotonacdo dos grupos &cido
carboxilico (P,) e o terceiro a desprotonacdo dos grupos acido
hidroxamico (Py). Através das Eq. 6(a) e 6(b) obtém-se a porcentagem
de cada grupo no polimero.

P,—P;

h—Fi

[ % Acido Carboxilico = * 100 Eq. 6(a)]

_Pa

[% Acido Hidroxamico = 1;';— * 100 Eq. 6(b)]

i

O pK, do &cido acrilico é 4,76, entretanto o valor de pK, obtido
para 0s grupos &cidos carboxilicos no polimero foi 6,1.* Languecir e
colaboradores realizaram experimentos de titulacdo potenciométrica do
poli(acido acrilico) de diversas massas molares que mostraram que 0
aumento da repulséo eletrostatica entre os mondmeros carregados ao
longo da cadeia tem um papel fundamental nas propriedades acido-base
do polieletrdlito. Nesse estudo, foi observado um decréscimo de K, com
0 aumento do grau de ionizacéo, o que foi atribuido a presenca de cargas
vicinais que s30 responsaveis por tornar a ionizac&o mais dificil.** Efeito
semelhante pode ser observado nos sitios ativos de enzimas, onde
grupos acidos frequentemente possuem valores de pK,s diferentes de
seus valores em agua dependendo do ambiente em que se encontram,
isto &, de quais grupos estdo em sua proximidade.'’

Os polimeros também foram caracterizados através de
espectroscopia no 1V, ESI-MS, TGA, RMN de 'H e de *C e alguns
desses resultados encontram-se no apéndice. Entretanto, devido a baixa
conversdo dos grupos amida em grupos 4&cidos carboxilico e
hidroxamico, os espectros de IV, RMN e ESI-MS do reagente de partida
e produtos apresentaram pouca ou nenhuma diferenca.
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4.2 Clivagem de ésteres pelo polimero funcionalizado PHA

O polimero PHA foi avaliado quanto a sua eficiéncia em
acelerar reagOes de clivagem de ésteres de varios tipos. Nesta primeira
secdo sdo mostrados e discutidos os resultados obtidos nas reacdes de
clivagem de ésteres de fosfato mediados pelo PHA. Nos tdpicos
seguintes o tratamento dos resultados obtidos nas reagBes de hidrdlise
dos ésteres de acidos carboxilicos e de &cidos hidroxi-naftdicos séo
apresentados.

4.2.1 Reacao de desfosforilacio de ésteres de fosfato

Muito ja se sabe sobre a importancia de se estudar o0 mecanismo
de reagdes de desfosforilacdo de ésteres de fosfato. Neste trabalho,
estudaram-se as reagBes envolvendo o diéster bis(2,4-dinitrofenil)
fosfato (BDNPP) e o triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP),
Esquema 25, na presenca do polimero PHA.

NO, O,N — @
9 O*E:O
O,N 0—P-0 NO, lo]
o
O2N NO>
BDNPP DEDNPP
Esquema 25

4.2.1.1 Cinética de Reacdo do BDNPP

A constante de velocidade para a reagdo de quebra em &gua do
diéster BDNPP é consideravelmente lenta (na ordem de 107 s, o que é
equivalente a cerca de 1 ano para 10 tempos de meia-vida).?” In(imeros
estudos tém se concentrado na tentativa de aumentar a velocidade dessa
reacdo, principalmente porque 0 BDNPP é amplamente utilizado para
mimetizar diésteres de fosfato biologicamente importantes, como DNA
e RNA %%

As reacOes do BDNPP na presenca do PHA foram seguidas
pelo aumento da absorbancia em 400 nm e a Figura 17 ilustra a
variacdo espectral para a reagdo. Em todos os casos houve a liberagdo de
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mais de 1,5 mols de 2,4-dinitrofenol (DNP) como principal produto.
Entretanto, outro produto que absorve em cerca de 360 nm foi
observado, sendo formado mais rapidamente numa reacdo complexa de
duas etapas, como mostra a Figura 17.

0,3
0, 8 025
5o

0,6

015

010
o =
< g Tompo (min)

0,2

0,0 : -
350 400 450
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Figura 17. Variacdo espectral de UV/Vis da mistura reacional de
BDNPP (1,33x10™° mol/L) e PHA 0,013 mol/L em agua, pH 10 ¢ 25 °C.
No detalhe esta mostrado a variacdo da absorbancia em funcdo do tempo
em 400 nm.

Os perfis de pH para a reacdo do BDNPP com PHA e em
H,0,¥" para fins comparativos, estdo mostrados na Figura 18. Na regi&o
de maior pH, observa-se que a constante de velocidade da reacdo é
aproximadamente 10° vezes maior do que para a reacdo em agua do
BDNPP, o que significa que o tempo da reacdo decresce para 5 horas
guando o PHA est4 presente. Na faixa acida de pH, os efeitos sdo ainda
maiores e o tempo de reacdo reduz de cerca de 1 ano para 1 dia. A curva
da Figura 18 foi ajustada utilizando a Eq. 2, que considera a reagdo em
adgua do BDNPP (k,). A contribuicdo do nucledfilo no aumento de
velocidade da reacdo é quantificada através dos termos relacionados as
formas neutra (ky), monoprotonada (ky) e desprotonada (kp) do PHA,
além das constantes de ionizacdo para 0s grupos do polimero Ky; e Ky,
para a formacao dessas espécies, de acordo com o Esquema 26.
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Figura 18. Perfil de pH para a reacdo de BDNPP (1,33x10™ mol/L)
com H,0 (o) e com PHA 0,013mol/L (m), a 25 °C. A linha tedrica foi
tracada utilizando a Eq. 7.

W(F—CHZ— (I:M
o=C ¢=0
OH  HN-OH
Kn | |
WC—CH,y— Cw
kM — ! ! —
0=¢ ¢=0
o HN-OH
PrOdutOS Produtos
Produtos
Esquema 26

[k =k, + kou[OH™] + knXcoouXnuon + KmXcoo-Xnuon + kDXcoo‘XNHo‘]

EQ. 7

Os valores das constantes de velocidade obtidas através do
ajuste dos dados experimentais do perfil de pH (Figura 18), com a Eq.
7 e Esquema 26, estdo apresentados na Tabela 4. Os valores de pK,; e
pKa, 6,1 e 9,2, respectivamente, para as dissociacdes do PHA foram
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obtidas atraves de titulacdo potenciométrica (item 4.1) e mantidos
invariaveis no ajuste das curvas.

Tabela 4. Constantes de velocidade, de primeira e segunda ordem, para
a reacdo de BDNPP na presenca e auséncia de PHA 0,013 mol/L e
duragdo de 10 tempos de meia-vida.

PHA ABH®

1.1
-1 Lmol™s 10t, Lmolls?

S
ko, s 2,9x107 9,5x10° 9 meses -
kn,S© 8,0x10° - 8 dias -
km, s 4,0x10° 0,033  1dia -

ko,s* 3,0x10° 0,33 4horas 0,261

Analisando os valores da Tabela 4, pode se observar que k,, a
constante de velocidade para a reacdo em agua do BDNPP, é muito
pequena e, por isso, pode ser desconsiderada. Através da Figura 18, fica
evidente que o efeito catalitico promovido pela espécie OH™ também
pode ser negligenciado na faixa de pH estudada. As constantes de
velocidade de segunda ordem foram obtidas dividindo as constantes de
velocidade observada, ky € kp, pela quantidade de matéria em mols dos
grupos &cido carboxilico (9,3%) e 4&cido hidroxamico (6,7%),
respectivamente. Nota-se, comparando os valores de kp € k,, que quando
0 PHA esta presente na forma desprotonada observa-se um aumento
expressivo na velocidade da reacéo de cerca de 3x10’ vezes.

A Tabela 4 também mostra as constantes de segunda ordem
para a reacdo de clivagem do BDNPP na presenca do também
nucleéfilo o acido benzoidroxamico (ABH).* De fato, na Figura 19,
observa-se que a eficiéncia do PHA é comparavel com a do ABH em
pHs maiores do que os pK,s dos nucledfilos (pKas do ABH e PHA =
9,16 e 9,2, respectivamente). Entretanto, o PHA se mostrou mais reativo
gue o ABH em pHs menores que 9, onde os grupos hidroxamicos dos
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dois nucleofilos estdo protonados, porém o grupo carboxilico do PHA
esta desprotonado.

o ? o
o .
P o
102 @ /
o
T T T T T T
5 6 7 8 9 10 11

pH
Figura 19. Constantes de velocidade de segunda ordem observadas em
fungdo do pH para a reacdo de clivagem do BDNPP pelo PHA (e) e
ABH (0).® As constantes foram normalizadas de acordo com a
concentracdo de grupos funcionais presentes na reagéo.

Esses resultados sugerem que, na faixa de pH entre 6 e 9, em
gue a espécie monoprotonada & predominante, 0 mecanismo pode
ocorrer através do ataque direto do grupo carboxilato no BDNPP
(caminho (A) - Figura 20), e/ou através de uma catalise basica, assistida
pelo oxigénio do grupo carboxilato, que auxilia o ataque do grupo acido

hidroxdmico, aumentando sua nucleofilicidade (caminho (B) - Figura
20).

NH,

Figura 20. Mecanismo proposto para a catalise basica geral do grupo
carboxilato na clivagem do BDNPP pelo PHA.
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A constante de segunda ordem para o ataque do PHA (nha sua
forma monoprotonada, PHA’, e desprotonada, PHA®) no BDNPP foi
comparada com os valores obtidos da literatura para as reagdes de outros
nucledfilos com ataque no fosforo do BDNPP, através de um gréfico de
Bronsted. A Figura 21 mostra que a reatividade do PHA é maior que a
de nucledfilos tais como hidroxilamina e seus derivados metilados.
Entretanto, o valor de k, utilizado para o0 PHA abrange o ataque no
carbono e no fdsforo, conforme sera discutido no proximo item, e, por
essa razdo, estd mais acima que os outros nucledfilos a. Nota-se que,
embora o coeficiente angular da linha de Bronsted ndo seja muito
diferente da das reacbes com H,O e HO', a reatividade dessas reacoes
sdo cerca de 2000 vezes menor que a dos nucledfilos a.

0+ N HOO
PHA'"Q

PHA ABHO
MeNHOH

log (k,/q)

T T
2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
pK, + log(p/)

Figura 21. Gréafico logaritmico das constantes de velocidade em funcéo
dos valores de pK, para reacbes com BDNPP. As constantes de
velocidade e os valores de pK, sdo corrigidos estatisticamente,®’ (-2)
valores encontrados na literatura® e (o) para ABH®® e PHA e PHA®
(formas monoprotonada e desprotonada, respectivamente).

O polimero poli(acido acrilico) de massa molar 5.000 g/mol, em
pH 10, também foi testado na clivagem do BDNPP, porém a reacéo foi
lenta e 3 dias ndo foram suficientes para se obter a constante de
velocidade. Entretanto, esse resultado ndo indica que o grupo
carboxilato ndo esta atuando como nucledfilo na reacdo entre PHA e
BDNPP, entre pH 6-9. Considerando que o poli(acido acrilico) tem
grupos carboxilicos ao longo de toda sua cadeia e todos esses grupos
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estdo desprotonados, o substrato BDNPP, que também é carregado
negativamente, pode estar sendo repelido, dificultando a aproximacao
do nucledfilo ao substrato. Como mencionado anteriormente, essa € a
vantagem de se ter poucos grupos funcionais nucleofilicos distribuidos
no esqueleto polimérico, 0 que cria um ambiente adequado para
posicionar o substrato.

O efeito da concentracdo do PHA na clivagem do BDNPP esta
apresentado na Figura 22, e os dados foram ajustados com uma equacao
linear (Eq. 8) na qual o intercepto € k, e o coeficiente angular obtido
(2,1x10? Lmol™s™) ¢ a constante de segunda ordem k,. Porém, como
discutido acima, esse é um valor menor do que o real uma vez que o
numero de grupos funcionais é relativamente pequeno. Corrigindo a
concentracdo do nucledfilo em termos do ndmero de sitios ativos, se
obtém um valor para k, de 0,31 Lmol™s™. Esse valor é um pouco

fu?egor ao observado para a rea¢do do ABH com BDNPP (0,26 Lmol’
s7).

5,010 -
4,0x10"
"o 3,0x10" 1

= -4
2,0x10™

1,0x10*

0,0 T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

10% [PHA]/ mol L*

Figura 22. Perfil de concentracdo de PHA na clivagem do BDNPP, em
pH 10,a 25 °C.

[ Kobs = ko + kz * [PHA] Eq. 8 ]
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Proposta Mecanistica para a Reacdo entre BDNPP e PHA

Como sugere a Figura 17, além do DNP, outro produto que
absorve em cerca de 360 nm foi observado se formando mais
rapidamente numa reacdo complexa de duas etapas.®® Estudos anteriores
ajudaram a elucidar o mecanismo de reagdo entre 0 anion
benzoidroxamato (ABH") e BDNPP e os produtos foram identificados
através de espectrometria de massas e RMN de 'H. De acordo com 0s
resultados, o ataque nucleofilico do ABH™ pode seguir dois caminhos
reacionais: (A) ataque no fésforo, gerando um intermediario instavel de
m/z 382, que ndo foi detectado e (B) ataque no carbono aromatico,
gerando um intermediario de m/z 302 que foi detectado. Esses dois
caminhos estdo ilustrados no Esquema 27.%°

m/z 262,97 m/z 302,04
Esquema 27

O intermediério fosforilado formado a partir do ataque do ABH"
no 4tomo de fosforo sofre rearranjo de Lossen e permite formar fenil
isocianato, anilina, difeniluréia, e o-fenilcarbamilbenzohidroxamato. O
intermediario detectado formado no ataque do ABH™ no carbono
aromético se decompde formando 2,4-dinitrofenolato e outros produtos
semelhantes aos do rearranjo de Lossen (Esquema 28).
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0
O-N NO,
o
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O2N
NO,

m/z 302,04 \ H20

w0

Esquema 28

A espectrometria de massas também foi utilizada para tentar
identificar os produtos da reagdo entre 0 BDNPP e o PHA, porém o0s
resultados ndo foram tdo ébvios como no caso da reagdo com ABH.
Como se trata de um polimero, as possibilidades de quebra sdo muitas, o
que dificulta a atribuicdo dos picos. Além disso, existe a dificuldade
adicional de que apenas 16% dos grupos do PHA podem reagir com
BDNPP, o que torna a quantidade de intermediarios e produtos pequena
em comparacgdo com os reagentes. Entretanto a variacdo na absorbancia
em funcdo do tempo e o perfil das constantes de velocidade em funcéo
do pH indicam que a reacdo do PHA com BDNPP possui 0 mesmo
mecanismo do observado para 0 ABH com BDNPP.

4.2.1.2 Cinéticas de reacdo do DEDNPP

Conforme discutido na introdugdo (item 1.1), os triésteres s&o,
em muitos casos, 0s mais reativos dos ésteres de fosfato e as constantes
de velocidade observadas para essas reagcdes sdao muito superiores as
observadas para os diésteres equivalentes. Uma consequiéncia desse fato
¢ a sua alta toxicidade, o que justifica 0 enorme ndmero de estudos que

98



Resultados e Discussao

visam i) encontrar compostos que degradem completamente esses
ésteres e ii) melhor compreender seu mecanismo de hidrolise.

As reagdes do dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) com
PHA foram seguidas pelo aumento da absorbancia em 400 nm e a
Figura 23 ilustra a variacdo espectral para a reacao.

206

0,0

350 400 450

Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Variacdo espectral de UV/Vis da mistura reacional de
DEDNPP (6,67x10™ mol/L) e PHA 0,013 mol/L em &gua, pH 10 e 25
°C. No detalhe esta mostrado a variagdo da absorbancia em funcdo do
tempo em 400 nm.

Os perfis de pH para as reag()es de degradacdo do triéster
DEDNPP na presenga de PHA e H,0% estdo mostrados na Figura 24,
em que a curva tedrica foi ajustada utilizando a Eq. 7, que considera a
contribuicdo da reacdo de hidrélise esponténea (k,). Como no caso do
BDNPP, a contribuicdo do nucledfilo na catdlise da reacdo é
guantificada através dos termos relacionados as formas neutra (ky),
monoprotonada (ky) e desprotonada (kp) do PHA, além das constantes
de dissociacdo do polimero K,; e Ky, para a formacdo dessas espécies.
Os valores obtidos com o ajuste da EQ. 7 e os parametros utilizados
estdo apresentados na Tabela 5. Dividindo-se os valores de kp e ky pela
concentracdo dos grupos &cidos hidroxamico e carboxilico do PHA,
respectivamente, se obtém as constantes de segunda ordem.
Comparando o valor de kp com a constante de segunda ordem para a
reacdo espontanea, nota-se um aumento de aproximadamente 10° vezes.
Ainda, quando se compara kp para a reagdo de DEDNPP com
hidroxilamina (2,65x10" Lmol™s™), se conclui que a constante de
velocidade de segunda ordem para a rea¢do do PHA é aproximadamente
60 vezes maior do que a obtida para a hidroxilamina, o que representa
um efeito bastante expressivo.®
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Figura 24. Perfil de pH para a clivagem do DEDNPP por 0,013 mol/L
de PHA, a 25 °C. A curva tedrica foi gerada através do ajuste dos
pontos experimentais, utilizando a Eq. 7.

Tabela 5. Constantes de velocidade obtidas para a reacdo de DEDNPP
na presenca e auséncia de PHA 0,013mol/L.

st Lmol™s?
K, 6,9x10° 1,2x10”7
Ky 2,0x10”° -
K 1,0x10° 0,83
Ko 1,4x10° 15,6

A Figura 25 mostra o efeito da concentragdo do PHA na
clivagem do DEDNPP e os dados foram ajustados com uma equagéo
linear e o coeficiente angular obtido, 0,60 Lmol™s™ é a constante de
segunda ordem. Porém, normalizando as constantes observadas em
funcdo da concentracdo de cada nucledfilo presente obtém-se um
coeficiente angular de 9,01 Lmol™s™.
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Figura 25. Perfil de concentracdo de PHA na clivagem do DEDNPP,
em pH 10, a 25 °C.

Proposta mecanistica para a reacdo entre DEDNPP e PHA

Conforme comentado anteriormente para a reagdo entre BDNPP
e PHA, existe dificuldade para identificar os produtos da reacéo, ja que
o nucledfilo estad ancorado num polimero. Por isso, 0 ABH foi utilizado
para esse fim, e a reacdo desse a-nucledfilo com DEDNPP foi estudada
através de ESI-MS para identificacdo dos produtos, assumindo que o
mecanismo deva ser 0 mesmo para as reaces do éster de fosfato com
PHA e ABH. Na Figura 23, observa-se que outro produto que absorve
em cerca de 360 nm foi formado mais rapidamente numa reacéo
complexa de duas etapas, como observado para 0 BDNPP.

Estudos realizados no grupo LACFI levaram a concluséo que na
reacdo do DEDNPP com hidroxilamina o ataque do nucleéfilo ocorre
predominantemente no fdésforo e ndo apresenta contribuicdo
significativa de ataque no anel aroméatico.?® ® A Figura 26 mostra um
espectro, no modo negativo, caracteristico da reacdo do DEDNPP e
ABH, em que reagentes, intermediarios e produtos séo transferidos da
solucdo para a fase gasosa e detectados por ESI-MS. Nesse espectro
notam-se os anions chave como ABH™ de m/z 136, dinitrofenol de m/z
183 e dietilfosfato de m/z 153. Além desses, 0 ataque do ABH" ao anel
pode ser observado pela detec¢do do anion de m/z 302. O anion de m/z
255 corresponde a forma anibnica do derivado carbamilico (Esquema
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28) do rearranjo de Lossen do intermediario formado através do ataque
do hidroxamato ao fosforo.

183,00

153,04
136,05

125,01 291,00
255,25 302,04

125 150 175 200 225 250 275 300
m/z

Figura 26. ESI-MS da reacdo do ABH com DEDNPP em pH 10, a 25
°C.

Com isso, conclui-se que a reacdo entre o triéster e o ABH
também segue os caminhos observados com o BDNPP: (A) ataque no
fosforo e (B) ataque no carbono do anel aromético, como mostra o
Esquema 29. Contudo, o intermediario fosforilado aniénico de m/z 272
ndo foi identificado, provavelmente devido a sua baixa estabilidade. No
caso da reacéo entre hidroxilamina e DEDNPP, por RMN de *P, houve
somente a identificagdo do dietilfosfato, como produto da reacdo e o
intermediario fosforilado também nédo foi detectado, nem mesmo em
experimentos conduzidos a baixas temperaturas.®

102



Resultados e Discussao

HN
O\P/O\/ 0
o m/z 183,00
o)
N () A\

—N\N O
o P‘ =0 m/z 273,08

O

DEDNPP
m/z 153,03 m/z 302,04

Esquema 29. Ataque nucleofilico do ABH™ no (A) fésforo e no (B)
carbono do anel aroméatico do DEDNPP.

4.2.2 Reacao de clivagem de ésteres carboxi-naftoicos
As estruturas dos ésteres acido l-acetoxi-2-naftéico (1-Ac),

acido 2-acetoxi-1-naftdico (2-Ac), acido 3-acetoxi-2-naftéico (3-Ac) e
acetato de naftila (NA) estdo mostradas no Esquema 30.

OH
gllee
“* J* 5
T(
O (0]
(1-Ac) (2-Ac) (3-Ac) (NA)
Esquema 30

As reagBes desses ésteres na presenca do PHA foram seguidas

pelo aumento da absorbancia em 338 nm e a Figura 27 ilustra a
variacdo espectral para a reacdo do 1-Ac com PHA.
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Figura 27. Variacdo espectral de UV/Vis da mistura reacional de 1-Ac
(6,67x10° mol/L) e PHA 0,013 mol/L em &gua, pH 10 e a 25 °C. No
detalhe esta mostrada a variacdo da absorbancia em funcéo do tempo em
338 nm.

Na Figura 28 estdo apresentados os dados cinéticos da reacdo
de clivagem do 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac a 25 °C. Para fim de comparagéo, o
grafico também mostra o perfil de pH dos substratos na auséncia de
PHA, na mesma temperatura e forca i6nica (1) = 1,0. Notam-se, em
todos os casos, efeitos cataliticos significativos quando se comparam as
constantes de velocidade na auséncia e presenca do PHA.

- A
% e 4
= 107 i o o o g 8
= g °
10°4 A A

Figura 28. Perfil de pH para a degradacdo de 3-Ac (m), 2-Ac (A) e 1-
Ac (e), na presenca de PHA 0,013mol/L e a reagdo de hidrolise na
auséncia de PHA, 3-Ac (o), 2-Ac (A) e 1-Ac (o), a 25 °C. As curvas
tedricas foram tracadas utilizando a Eq. 7.
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Para os calculos das constantes ky, kv, kp € ko foi utilizada a Eq.
7, mostrada na secdo anterior, obtida com base no Esquema 31. Através
da Figura 28, fica evidente que o efeito catalitico promovido pelo ion
hidréxido pode ser negligenciado na faixa de pH estudada.

I I | | | |
rC—CHy— G K
C-CH,~C L. wC-CHy C K2 o wC-CHyCm
0<¢ =0 0% ¢ 0% =0
OH  HN-OH o HN-OH o HN-O"
PHA
N PHA, PHAp

W(-F_CHZ_ (I:M
o=C ¢=0
OH HN-OH

Produtos

\
02/ /;
T 5
o)
0
+

Esquema 31

A Tabela 6 apresenta as constantes de velocidade de primeira e
de segunda ordem para as reagdes. Comparando a constante de
velocidade de segunda ordem para a reagdo espontanea com a da reacao
guando PHA esta presente na sua forma monoprotonada (ky), observa-
se um aumento de aproximadamente 2x10° 1,6x10" e 1x10° vezes na
velocidade da reacdo para as reagcbes com 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac,
respectivamente. Quando se compara a constante de velocidade para a
reacdo com PHA na sua forma desprotonada (kp), observa-se um
aumento de 7x10° 1,5x10® e 1,3x10’ vezes para 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac,
respectivamente, comparado com a constante de velocidade da reagdo
espontanea.
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Tabela 6. Constantes de velocidade de primeira e segunda ordem para a
reacdo de 3-Ac, 2-Ac e 1-Ac na presenca e auséncia de PHA
0,013mol/L.

st Lmol?s?

1-Ac 2-Ac 3-Ac 1-Ac 2-Ac 3-Ac

k, | 3,57x10° | 1,0x10° | 4,69 x10° | 6,4x10° | 1,8x10° | 8,5x10°

ky | 2,6x10° | 3,0x10° | 1,2x10°

kg | 1,5x10* | 3,5x10°% | 1,4x10™ 0,125 0,292 0,117

ko | 4,5x107 | 2,4x10° | 1,0x10° 0,494 2,67 1,14

O efeito da concentracdo de PHA nas reacdes de clivagem do
1-Ac, 2-Ac e 3-Ac esta mostrado na Figura 29, podendo-se observar um
perfil linear na faixa de concentracdo estudada. Os dados foram
ajustados com uma equagdo linear, na qual se fixou os interceptos (k)
como 3,57x10°, 1,0x10° e 4,69x10° s* para 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac,
respectivamente, e os coeficientes angular obtidos foram 0,026, 0,068 e
0,037 Lmol™s™, que sdo as constantes de velocidade de segunda ordem.
Porém, considerando que somente 6,7% dos grupos correspondem ao -
nucledfilo hidroxamico, e normalizando as constantes observadas em
funclo da concentracdo de cada nucledfilo presente, e fixando os
mesmos interceptos (kog, se obtém os valores dos coeficientes angulares
0,40, 1,01 € 0,57 Lmol™s™, para 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac, respectivamente.

1,6x10°
1,2x10°
‘_I'!h

& -4
° 8,0x107 4

4,010 4

T T T T
0,5 1,0 15 2,0 2,5
10% [PHAJ/ mol L™

Figura 29. Efeito da concentracdo de PHA nas reagdes com 1-Ac (A),
2-Ac (m) € 3-Ac (), a 25°C e pH=10.
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Estudos recentes efetuados por Souza avaliaram a catélise
intramolecular na reacdo de clivagem desses ésteres naftéicos.® Os
resultados cinéticos mostraram que no caso dos trés ésteres, efeitos
cataliticos puderam ser atribuidos tanto a catalise basica especifica
guanto a &cida especifica. O éster 2-Ac foi 0 Unico que se mostrou mais
reativo na forma protonada, enquanto que para o 1-Ac e 3-Ac, observou-
se um aumento de velocidade a partir de pH 2, sendo um indicio de que
0 grupo carboxilato esta atuando como um catalisador da reacdo. De
fato, em pH 7, as constantes de velocidade podem ser até 430 vezes
maiores que as constantes observadas para a hidrélise de acetato de
fenila, o que torna claro a importancia do grupo COO™ na catalise das
reacOes de hidrolise desse tipo de ésteres. Além disso, constatou-se
através de experimentos de efeito isotopico do solvente, incorporacao de
oxigénio 18 e dos parametros de ativagao, que o grupo COO" atua como
base geral catalisando o ataque de uma molécula de dgua nos ésteres 2-
Ac e 3-Ac. No caso do 1-Ac, o grupo COO™ atua como um nucledfilo
gue ataca a carbonila do éster (Esquema 32), sendo que a contribuicdo
do ataque nucleofilico na constante de velocidade é superior a da
catalise bésica.®®

o Yt
)Q/\ Ox O O-H o

o 0 ( Y“\ H

o o Q

QU QY -
o o

o
(1-Ac) _ (2-Ac) (3-Ac) Y,
Catalise Nucleofilica Catélise Bésica Geral

Esquema 32%

Corroboraram esses resultados as superficies de energia
potencial em funcdo dos angulos diedros formados entre os grupos
carboxilato e éster e o plano médio do anel para os ésteres 1-Ac e 3-Ac.
Enquanto que para o 3-Ac, 0 grupo éster é praticamente livre para
rotacionar, para 0 1-Ac, observou-se que o “grupo éster tem a rotagdo
impedida por interacdo repulsiva com o H, do anel lateral, favorecendo
a permanéncia em uma posi¢do que favorecerd o ataque nucleofilico
intramolecular”. O nivel de calculo utilizado foi o B3LYP/6-
31+G(d)/SCRF-PCM.%
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Pode-se assim propor no caso da reagdo na presenca do PHA,
que o grupo COO" pode de fato contribuir com a catalise na reacdo de
hidrélise. A questdo é: em qual extensdo? Se nas reacBes na auséncia de
PHA, o 1-Ac ¢ clivado mais rapidamente pelo fato da reagdo proceder
por ataque nucleofilico, esperar-se-ia que se 0 grupo COQO" oferecesse a
mesma contribuicdo nos casos de todos o0s ésteres, na presenca do PHA,
a hidrélise do 1-Ac também seria a mais rapida. O perfil de pH
apresentado na Figura 28 mostra que as reacOes de hidrdlise do 2-Ac e
3-Ac na presenca de PHA sdo mais rapidas que as reacbes do 1-Ac o
que podem indicar que o grupo COQO" contribui mais nas reacGes de
hidrélise dos substratos 2-Ac e 3-Ac.

E importante lembrar que, diferentemente do substrato BDNPP,
discutido na secdo 4.1.2, os ésteres aqui tratados possuem um grupo
funcional, nesse caso o carboxilato, que assiste através de uma catalise
intramolecular. O efeito desse grupo carboxilato foi avaliado
comparando o efeito catalitico do PHA com esses substratos (contendo
0 grupo carboxilato) com o efeito catalitico do PHA na hidrélise do
acetato de naftila (k = 4,0x10° s™), substrato que ndo contem o grupo
carboxilato. Foi observado que a reagcdo com 1-Ac, um substrato que
contém o carboxilato é 12 vezes mais rapida que a reacdo com o acetato
de naftila (NA). As reacBes com 3-Ac e 2-Ac sdo 30 e 60 vezes,
respectivamente, mais rdpidas que a reacdo com acetato de naftila,
corroborando a idéia de que o grupo &cido carboxilico tem um papel
fundamental nas reacbes estudadas assim como sua posicdo ha
molécula.

Proposta Mecanistica para a Reacdo entre Esteres Carboxi-
Naftdicos e PHA

Como nas reacdes discutidas anteriormente, 0 ABH também foi
utilizado para tentar identificar os produtos da reacdo entre os ésteres
naftoicos 1-Ac, 2-Ac e 3-Ac, através de ESI-MS e assumimos que 0
mecanismo é o mesmo para as reacdes desses ésteres com PHA e ABH.
A Figura 30 mostra um espectro no modo negativo caracteristico da
reacdo do 1-Ac e ABH, em que reagentes, intermediarios e produtos séo
transferidos da solucdo para a fase gasosa e detectados por ESI/MS.
Observam-se nesse espectro anions mostrados no Esquema 33, que
embora sejam referentes ao 1-Ac, foram também observados para as
reacdes com 2-Ac e 3-Ac. O ataque do ABH" ao carbono carbonilico do
1-Ac pode ser confirmado pela detecgdo do anion de m/z 178. O &nion
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de m/z 255 corresponde & forma anidnica do derivado carbamilico
(Esquema 28) do rearranjo de Lossen do intermediario formado através
do ataque do hidroxamato na carbonila. Nestas reagdes, 0 produto
proveniente do ataque do ABH™ no anel ndo foi identificado. No
espectro no modo positivo (ndo mostrado), os produtos do rearranjo de
Lossen de m/z 213, 94 e 121 puderam ser detectados, referentes a
feniluréia, anilina e isocianato (Esquema 28).
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Figura 30. ESI-MS da solucdo reacional do ABH™ com 1-Ac em pH
10,0,a25 °C.
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Esquema 33. Ataque nucleofilico do ABH™ no carbono carbonilico do
1-Ac.

4.2.3 Reacdo de Clivagem de Esteres de Acetato

As estruturas dos ésteres acetato de p-nitrofenila (PNPA), n-
butirato de p-nitrofenila (PNPB) e n-octanoato de p-nitrofenila (PNPC)
estdo no Esquema 34.
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Esquema 34

As reagdes desses ésteres na presenca do PHA foram seguidas
pelo aumento da absorbancia em 400 nm na faixa basica de pH e 317,5
nm na faixa &cida. A Figura 31 ilustra a variagdo espectral para a reacdo
do PNPA com PHA.*
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Comprimento de onda (nm)

Figura 31. Variacao espectral de UV/Vis da mistura reacional de PNPA
(3,33x10™° mol/L) e PHA 3,3x10°° mol/L em &gua, pH 8,0 e 25 °C. No
detalhe estd mostrado, a variagdo da absorbancia em fungdo do tempo
em 400 nm.

Na Figura 32 estdo apresentados os dados cinéticos da reacédo
de clivagem do PNPA, PNPB e PNPC a 25 °C na presenca do PHA.
Para fins de comparacdo, o grafico também mostra as constantes de
velocidade observada em alguns pHs dos substratos na auséncia de
PHA, na mesma temperatura e p=1,0. Nos dados em H,O e pH 7,0,
valores de ks foi obtido através do método de velocidades iniciais. As
constantes de velocidade para a reacdo de clivagem do PNPC em agua
ndo puderam ser obtidas uma vez que ocorre formacao de agregados dos
alcanoatos de cadeia longa, mesmo nas  concentragdes
espectrofotométricas, e as curvas ndo puderam ser ajustadas. Tee e
Enos™ estudaram a hidrélise em meio bésico de ésteres de cadeia longa
em misturas variadas de H,O com solventes organicos e observaram que
a adicdo desses cossolventes reduz ou até remove a agregacao
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hidrofébica desses ésteres de cadeia longa.”* A concentragdo do
substrato PNPC adicionada nos experimentos cinéticos foi menor do
que a utilizada para PNPA e PNPB justamente para evitar a formacéo
de agregados do substrato (vide Materiais e Métodos).

7 8 9 10
pH

Fg
o
(2]

Figura 32. Efeito do pH na clivagem dos ésteres PNPA (m), PNPB (o)
e PNPC (A) na presenca de 3,3x10° mol/L de PHA e em 4gua ()
PNPA e (o), a 25 °C. As curvas foram tracadas utilizando a Eq. 7.

Examinando a Figura 32, notam-se, em todos os casos, efeitos
cataliticos significativos quando se comparam as constantes de
velocidade na auséncia e presenca do PHA, como mostra a Tabela 7.
Para os célculos das constantes, ku, kp € k, foi utilizada a Eq. 7,
mostrada na se¢do anterior, obtida com base no Esquema 35.
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Esquema 35

A Tabela 7 apresenta as constantes de velocidade de primeira e
de segunda ordem para as reagGes. Comparando as constantes de
velocidade de segunda ordem da reacdo quando PHA est4 presente na
sua forma monoprotonada e quando estd na forma desprotonada,
observa-se um aumento de 34,9, 26,7 e 27,8 na velocidade da reacéo
para 0 PNPA, PNPB e PNPC, respectivamente. A rea¢do na presenca
de PHA na sua forma desprotonada (ko) é 1,4x10™, 5,8x10° e 5,0x10°
vezes maior do que a rea¢do ndo catalisada para PNPA, PNPB e PNPC,

respectivamente.

Tabela 7. Constantes de velocidade para a reagdo do PNPA, PNPB e
PNPC na presenca e auséncia de PHA 3,3x10™ mol/L.

PHA /s PHA /Lmol™s?
PNPA PNPB PNPC PNPA PNPB PNPC
k, | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,8x10° | 1,8x10° | 1,8x10°
ky | 1,0x10° | 3,0x10° | 2,5x10° - - -
kv | 2,2x10° | 1,2x10° | 1,0x10° 7,17 3,91 3,26
ko | 5,5x10° | 2,3x10° | 2,0x10% | 250,0 104,5 90,9

Na Tabela 8 estdo apresentadas as constantes de segunda

ordem (ka. e Kkan) para as

112

reacbes do nucledfilo o &cido




Resultados e Discussao

benzoidroxdmico (ABH) com os ésteres PNPA, PNPB e PNPC, de
acordo com o Esquema 36 e Eq. 9. Comparando a eficiéncia dos grupos
hidroxdmicos ancorados no polimero com o do ABH (isto é,
comparando kp com Kka.), observa-se que na regido acima de pH, acima
dos pK,s dos nucledfilos (pKss do ABH e PHA = 9,16 e 9,2,
respectivamente), a eficiéncia do PHA é cerca de 5,2, 7,5 e 9,2 vezes
superior para 0 PNPA, PNPB e PNPC, respectivamente, comparado a
do ABH. Entretanto, como observado para o caso do BDNPP, o PHA se
mostrou mais reativo que o ABH em pHs menores que 9, onde os
grupos hidroxamicos dos dois nucletfilos estdo protonados, porém o
carboxilico do PHA esta desprotonado. Nessa regido de pH, o PHA é
cerca de 20, 32,6 e 81,5 vezes superior para 0 PNPA, PNPB e PNPC,
respectivamente, comparado ao ABH.

O
OZN@ o~ g R=CHa, (CH22CHs, (CH2)sCHs
0.__NHOH Oy NHO
Ka
Produtos
A

AH
Esquema 36

Produtos

[ kobs = ko + kanXan + Ka-Xa- Eq. 9 ]

Tabela 8. Constantes de velocidade para a reagdo do PNPA, PNPB e
PNPC na presenca e auséncia de ABH 0,01 mol/L.

ABH/s*! ABH /Lmol™s?
PNPA PNPB PNPC | PNPA | PNPB | PNPC
ko | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,0x10° | 1,8x10° | 1,8x10° | 1,8x10®
kan | 3,6x10° | 1,2x10° | 4,0x10™ 0,36 0,12 0,04
Ka. 0,48 0,14 0,099 48 14 9,9
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Como comentado anteriormente, esses resultados podem sugerir
que, na faixa de pH entre 6 e 9, em que predomina a espécie
monoprotonada, 0 mecanismo pode ocorrer através do ataque direto do
grupo carboxilato no BDNPP como mostra o caminho (A) - Figura 20),
e/ou através de uma catalise basica, assistida pelo oxigénio do grupo
carboxilato, que assiste o ataque do grupo hidroxamico, aumentando sua
nucleofilicidade (caminho (B) - Figura 20), similar a reacdo do PHA
com BDNPP. E importante notar também que, com esses ésteres de
acetato, mesmo em pHs abaixo de 6, 0 polimero é capaz de aumentar a
velocidade da reacéo.

O efeito da concentracdo de PHA nas reacdes de clivagem do
PNPA, PNPB e PNPC esta mostrado na Figura 33, podendo-se
observar um perfil de linear na faixa de concentracdo estudada. Os
dados foram ajustados com uma equagdo linear e os coeficientes
angulares obtidos foram 19,5, 7,9 e 6,27 Lmol™s™, que sdo as constantes
de velocidade de segunda ordem. Porém, normalizando as constantes
observadas em funcdo da concentracdo de cada nucleofilo presente, se
obtém as constantes de velocidade de segunda ordem 290,4, 117,7 e
93,6 Lmol™s™, para PNPA, PNPB e PNPC, respectivamente.

2,0x10™
1,6x10™

1,2x10™

-

-
»
k=1
=]

B 8,0x10°
4,0x107

0,04

: —
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
10° [PHA} mol L™

Figura 33. Efeito da concentracdo de PHA nas reacdes com PNPA (m),
PNPB (e) e PNPC (A), a 25°C e pH=10.

Dentre os resultados apresentados, observou-se que quanto maior
a cadeia do éster, menor sua reatividade, o que é consistente com dados
reportados por outros autores.”® Isso provavelmente se deve ao
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impedimento estéreo para o ataque nucleofilico no éster. Contudo, de
acordo com Tee e colaboradores, alcanoatos de p-nitrofenila com cadeia
maior que 3 carbonos apresentam constantes de velocidade para
hidrélise praticamente constantes se ndo houver efeitos de agregacdo
hidrofbica.*® Porém, comparando as constantes de velocidade da reacéo
com polimero e com ABH, observa-se que o incremento na reagdo do
PHA com PNPC é maior do que o observado para os ésteres PNPA e
PNPB.

Kunitake e colaboradores'® prepararam dois co-polimeros
contendo grupos hidroxamatos protegidos (11 e 3,9% de grupos
hidroxamatos, Estrutura 1) e acrilamida e observaram que na reagdo
com PNPA (1,4 viv % CH3;CN-H,0, 30 °C), a unidade de hidroxamato
foi menos reativa que o monbémero correspondente. As constantes de
velocidade de segunda ordem foram 5,31 e 9,12 Lmol™s™ para os
polimeros contendo 11 e 3,9%, respectivamente. Essas constantes sdo
cerca de 30 vezes menores que a observada para a reagdo com 0 mesmo
substrato, na presenca do PHA (k, = 250 Lmol™s™). Provavelmente, a
menor reatividade se deve ao impedimento estéreo promovido pelo
grupo fenila no polimero.'®

Proposta Mecanistica para a Reagdo entre Esteres de Acetato e
PHA

Como nas reagdes discutidas anteriormente, 0 ABH também foi
utilizado para tentar identificar os produtos da reagdo entre os ésteres de
acetato PNPA, PNPB e PNPC, através de ESI-MS e assumimos que o
mecanismo é 0 mesmo para as reacdes desses ésteres com PHA e ABH.
A Figura 34 mostra um espectro no modo negativo caracteristico da
reacdo do PNPB e ABH, em que reagentes, intermediarios e produtos
sdo transferidos da solugdo para a fase gasosa e detectados por ESI/MS.
Observa-se nesse espectro anions mostrados no Esquema 37. O ataque
do ABH’ no carbono carbonilico do PNPB pode ser confirmado pela
deteccdo do anion de m/z 206. O anion de m/z 255 corresponde a forma
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anionica do derivado carbamilico (Esquema 28) proveniente do
rearranjo de Lossen do intermedidrio formado através do ataque do
hidroxamato na carbonila. O produto proveniente do ataque do ABH™ no
anel ndo foi identificado, um resultado que indica que a reacdo acontece
preferencialmente no carbono carbonilico. No espectro no modo
positivo (ndo mostrado), os produtos do rearranjo de Lossen de m/z 213,
94 e 121 referentes a feniluréia, anilina e fenilisocianato (Esquema 28)
puderam ser detectados.

138,02

136,05

206,08
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100 125 150 175 200 225 250
m/z

Figura 34. ESI-MS da solugdo reacional do ABH™ com PNPB em pH
10,225 °C.

Nos espectros ho modo negativo obtidos para 0 PNPA e PNPC
(ndo mostrados), foram observados os picos de m/z 138, 178 e 262,
referentes aos anions mostrados no Esquema 37.
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Esquema 37. Ataque nucleofilico do ABH" no carbono carbonilico dos
ésteres PNPA, PNPB e PNPC.

4.2.4 Efeito do solvente na clivagem dos ésteres BDNPP, 1-Ac
e 3-Ac.

Existem inGmeros estudos em que o principal objetivo é
entender a origem do efeito o e, como foi mencionado anteriormente,
acredita-se que o efeito do solvente desempenha um papel
fundamental.'® De fato, sugere-se que o efeito o em substituictes
nucleofilicas surge da diferenca na solvatacdo do estado fundamental do
nucledfilo o e do seu estado de transicdo na reacdo com um dado
substrato, em comparacdo com o efeito observado com nucledfilos que
ndo apresentam o efeito o.”” ' Solventes possuem um papel
fundamental na dindmica de uma reacdo quimica; efeitos de solvente
podem ser atribuidos a solvatacdo preferencial, efeito hidrofébico e
estrutura do solvente.*?

Nesta se¢do serdo apresentados os resultados obtidos do estudo
das reacdes de clivagem dos ésteres BDNPP, 1-Ac e 3-Ac em misturas
de dgua com acetonitrila (CH3CN), Figura 35, e de agua com dimetil
sulféxido (DMSO), Figura 36, em diferentes composicoes.

Sabe-se que a parte negativa do dipolo na acetonitrila (CH;CN)
esta exposta enquanto que a positiva se encontra “escondida” no meio
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da molécula.’® Com isso em mente, pensar-se-ia que um nucleéfilo
anionico seria fortemente desestabilizado com a adigdo de acetonitrila
em agua o que acarretaria em um aumento significativo da velocidade
da reagdo. Entretanto, como pode ser observado na Figura 35, ndo é o
gue se observa. Nota-se ainda que a constante de velocidade observada
para as reacOes de clivagem do BDNPP, 1-Ac e 3-Ac na presenca de
PHA inicialmente decresce com adicdo de cerca de 30-40 % de
acetonitrila e depois se mantém aproximadamente constante. O estudo
ndo pdde ser realizado com adi¢gBes maiores de acetonitrila em &gua,
uma vez que ocorre precipitacdo. Outros autores ja haviam observado
esse minimo de velocidade em 30-40% de CH3;CN em &gua e o efeito
observado tem sido atribuido a forte tendéncia da acetonitrila formar
complexos com duas moléculas de agua, uma vez que a razdo
estequiométrica de 1:2 para CH;CN:H,O é atingido em 33,3 % de
acetonitrila.’®* Estudos anteriores mostram que na reacéo de PNPA com
OH™ e com um nucledfilo que ndo apresenta efeito alfa (CIPhO’) em
misturas CH3CN-H,O, a constante de velocidade da reagdo decresce
com adi¢do de CH3CN no meio reacional até cerca de 30-40% de
CH3CN e, em seguida, a reatividade de ambos aumenta frente ao PNPA
conforme mais acetonitrila é adicionada ao sistema.'™ O resultado
obtido para a reacdo do acido benzoidroxamico com PNPA é similar aos
encontrados para as reagdes de PHA com BDNPP, 1-Ac e 3-Ac, na
mistura de CH3CN-H,O: depois do minimo, a reatividade se mantém
aproximadamente constante.™™

2,5%10
2,010

o 1,5x10™ 1
(%]

~
%
a
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= 1,0x10" \\'\,\__\__’.

5,0x10°

10 15 20 25 30 35 40
% CH,CN
Figura 35. Efeito da adigdo de acetonitrila em agua nas reagdes do PHA
com 1-Ac (m), 3-Ac (o) e BDNPP (A), a 25°C e pH=10.
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A Figura 36 mostra que, com a adicdo do DMSO nas mesmas
reacbes, as constantes de velocidade observadas aumentam
continuamente, um comportamento diferente do observado para a
CH3CN.

5,0x10°
4,0x10°

3,0x10°

£
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x
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Figura 36. Efeito da adicdo de DMSO em 4agua nas reagdes do PHA
com 1-Ac (m), 3-Ac (o) e BDNPP (A), a 25°C e pH=10.

Para se ter certeza de que o aumento na velocidade observado
guando DMSO era adicionado ndo era decorrente apenas do DMSO na
hidrélise dos ésteres, mas sim decorrente do efeito do DMSO na reagéo
entre 0 PHA e o BDNPP, 1-Ac e 3-Ac, experimentos foram realizados
na auséncia do PHA. Nas composi¢bes de solvente 10%:90% e
0%:100% H,0:DMSO, as reacdes de clivagem dos ésteres foram muito
lentas, sendo que 3 dias de cinética ndo foram suficientes para se obter
as constantes.

Assim como a CH;CN, o DMSO é um solvente ndo doador de
ligagdo de hidrogénio e também possui a parte negativa do dipolo
exposto, enquanto que a positiva se encontra “escondida” no meio da
molécula.?* Entretanto, enquanto o DMSO é um solvente altamente
polarizavel, a CHsCN ndo é. Por essa razdo, 0 DMSO é capaz de
estabilizar fortemente anions polarizaveis ou estados de transi¢éo
anidnicos através de interacfes de dispersdo de carga; a CH;CN ndo é
capaz de interagir dessa maneira. Entdo, as constantes de velocidade de
reacdes nucleofilicas frequentemente aumentam significativamente com
0 aumento de DMSO na mistura.' * Outras diferencas entre os dois
solventes mostram que DMSO forma fortes ligacdes de hidrogénio com
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a agua e por isso, a adicdo de DMSO em agua diminuiria a concentragéo
de moléculas livres de H,0. Isso reduziria a quantidade de ligacbes de
hidrogénio entre moléculas livres de H,O e anions hidroxamatos. %2
Vale ressaltar que efeitos de solvente em reagdes envolvendo acidos
hidroxamicos apresentam “complicagdes” a mais. A estrutura dos
hidroxamatos tem sido alvo de diversos estudos em que se sugere que
esses formam um equilibrio entre as formas isoméricas (1), (1) e (l11), e
a posicdo do equilibrio depende fortemente de solvente (Esquema 38).
Sugere-se que os acidos hidroxamicos podem se comportar como acidos
NH ou OH dependendo do solvente sendo que em H,O, hidraxomatos
existem principalmente como (I), mas em solventes como DMSO,
dioxano, acetonitrila e metanol, as formas (II) ou (IIl) podem ser
preferenciais.'®

I I_I| I (I)_
—C-N-O" =~ —C-N-OH =~ —C®N-OH
(M (1 (m

Esquema 38

4.2.,5 Estudo da Hidrolise do BDNPP pelo PHA na presenca
de micelas — Interacéo Polimero-Surfactante.

O efeito do surfactante brometo de cetiltrimetilamdnio (CTABT)
na clivagem dos ésteres pelo PHA também foi avaliado, devido a
conhecida habilidade de micelas em interagir com polimeros e
aproximar reagentes, podendo aumentar assim velocidades de reacdes.

O perfil de pH para a reacdo do BDNPP com PHA, na presenga
e auséncia de CTABr (Figura 37) mostra que a reacdo é 15 vezes mais
rapida quando CTABr estd presente comparado com a reacdo na
presenga de somente PHA. Uma vez que a reagdo do BDNPP com PHA
é 250 vezes mais rapida do que a reacdo em &gua, a reacdo na presenca
de ambos, PHA e CTABY ocorre 3750 vezes mais rapidamente do que a
reacdo em agua. Para se ter uma nocdo melhor do efeito, transformamos
esses valores foram transformados em tempo e tem-se que o tempo de
reacdo que em agua é de 9 meses, é diminuido para 10 minutos quando
PHA e BDNPP estdo presentes.
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Figura 37. Perfis de pH para a reacdo do BDNPP com PHA 0,013
mol/L, na presenca (A) e na auséncia (m) de 0,01 mol/L de CTABr, e a
reacdo em agua do BDNPP (e) a 25 °C.

Esse incremento observado na velocidade da reacdo quando
ambos, PHA e CTAB!, estdo presentes provavelmente ocorre porque as
micelas de CTABTr sdo catidnicas e o polimero PHA e os substratos séo
anidnicos. Portanto, se espera que as micelas positivas sejam capazes de
concentrar ambos 0s reagentes e que com o aumento de concentragdo a
velocidade da reagdo aumente.

A Figura 38 apresenta o efeito do CTABr na reagdo do PHA com
BDNPP, 1-Ac e 3-Ac e pode ser observado que quando os valores de
concentracao de surfactante sdo maiores ocorre saturacgéo.
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Figura 38. Efeito do CTABr 1x10? mol/L na reacdo do PHA com
BDNPP (m), 1-Ac (A), e 3-Ac (e), a 25°C e pH=10.

Também foi avaliado o efeito dos surfactantes dipolar idnico,
SB3-14, e anibnico, SDS, na clivagem do BDNPP na presenca do PHA
(Figura 39). Os resultados mostraram que o surfactante SDS
praticamente ndo tem efeito algum na reatividade do PHA frente ao
BDNPP. Provavelmente o SDS pode ser responsavel por criar um
ambiente mais hidrofébico, o que pode facilitar a inclusdo do substrato
nas proximidades do PHA. Entretanto, 0 SDS pode dificultar ou até
impedir a aproximagdo do PHA e do substrato aniénico, o que
provocaria uma diminuicdo das constantes de velocidades observadas.
Entretanto, surfactantes anidnicos séo conhecidos por aumentarem o pK,
das espécies presentes e, talvez 0 PHA esteja menos ionizado do que se
estivesse somente em 4gua, 0 que 0 tornaria menos reativo. H4 uma
variada gama de possibilidades para explicar a falta de efeito cinético na
presenca de SDS e os resultados observados podem resultar de uma
combinacao dos efeitos descritos acima.
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Figura 39. Efeito do CTABr 0,01 mol/L (m), SB3-14 0,01 mol/L (o) e
SDS 0,01 mol/L (V) na reacdo do PHA 0,013mol/L com BDNPP (m), a
25 °C. A reacdo do BDNPP na presenca do PHA (o) est4 apresentada
para comparagao.

Conforme mostra a Figura 39, a adicdo de SB3-14, que é
formalmente neutra, no PHA inibe a reacdo de clivagem do BDNPP o
gue é um tanto surpreendente, uma vez que o SDS, que é anidnico, ndo a
inibiu. Como imaginado no caso do SDS, o SB3-14 poderia facilitar a
inclusdo do substrato nas proximidades do PHA. Contudo, com os
resultados obtidos, sugere-se que o SB3-14 impede a aproximagéo do
BDNPP e PHA, enquanto que o SDS néo.

Na tentativa de entender o comportamento dos trés surfactantes
estudados na presenca do polimero, experimentos de titulacdo
calorimétrica isotérmica foram realizados e os resultados serdo
discutidos no préximo item.

4.2.6 Estudos do Agregado formado entre PHA e Surfactantes

Resultados discutidos anteriormente mostram que quando se
agrega o surfactante CTABr ao PHA, ocorre um incremento na
velocidade de reacdo de clivagem dos ésteres estudados em relacdo a
reacdo na presenca de somente polimero. Porém, quando se adiciona
SDS e SB3-14, as constantes de velocidade observadas praticamente
ndo variam no primeiro caso e a inibi¢do da reacdo ocorre com SB3-14.
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A fim de melhor compreender a origem desses efeitos, as interages
entre PHA e esses surfactantes foram estudadas utilizando a técnica
calorimétrica de titulacdo isotérmica (ITC).

Nos experimentos, uma solucdo de surfactante (volume de 5-10
pML) é adicionada em seqliéncia a uma solugdo contendo agua ou
polimero, em um determinado intervalo de tempo. O calorimetro
fornece um grafico de poténcia em funcdo do tempo (Figura 15, vide
Materiais e Métodos). A variacdo de entalpia pode ser obtida integrando
cada um dos picos referentes a cada inje¢cdo. Um gréfico tipico, obtido
através de ITC, consiste na divisdo dessa variacdo de entalpia pela
guantidade de matéria em mols de surfactante que foram injetados em
fungdo da concentragdo total de surfactante na cela apds cada inje¢do no
eixo x. Com essa técnica, se obtém a concentracdo micelar critica
(CMC), a concentragdo de associacdo critica (CAC), C, (concentracéo
de saturacdo - concentragdo em que micelas se formam em solucéo na
presenca de solucdo polimérica e ndo estdo associadas com o polimero)
e AHyic (variacdo da entalpia de micelizacdo). Através da CMC e de
AHnic, as grandezas AGp (variagdo da Energia de Gibbs de
micelizacdo) e AS. (variacdo da entropia de micelizacdo), podem ser
calculadas. Na Figura 40, tem-se um gréafico geral que ilustra de que
maneira essas informac6es podem ser obtidas.
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Figura 40. Diluicdo de SDS 2,0% (m/m) em solucdo de poli (N-

isopropilacrilamida), PNIPAM, 0,1% (m/m), curva preta, e em agua
(curva vermelha) a 17 °C.'% 1%
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A entalpia de micelizacdo observada, que é a que se obtém do
grafico, AHnicns), € definida como a diferenca entre a entalpia do
surfactante em sua forma micelar e a entalpia do surfactante na forma
monomérica. Para se obter a AH, é necessario fazer uma correcdo
matematica. Apesar da concentracdo do surfactante na seringa, C1, ser
bem maior do que sua concentracdo micelar critica, uma fracdo do
surfactante estd na forma monomérica e esta fracdo contribui apenas
para a entalpia de diluicdo do surfactante. O valor real da variagdo de
entalpia de miceliza¢do, AHpc, é resultado da divisdo de AHpic(ons) Pela
fracdo do surfactante presente na seringa que esta na forma micelar, (C1
—cmc)/ C1), (Eq. 10).

AHypyp = —omictobs) Eq. 10
mic  [(c1-cmc)/C1] )

Primeiramente sdo apresentados os resultados dos processos de
micelizagdo dos surfactantes em agua, a 25 °C, onde as primeiras
injecdes de surfactante nas curvas apresentadas referem-se apenas a
diluigdo e quebra das micelas de surfactante presentes inicialmente na
seringa (Figuras 41-44). A medida que se aumenta a concentracio de
surfactante, os valores de entalpia se tornam menores para 0 caso do
CTABr e maiores para o SDS, até que se atingem concentra¢fes em que
ocorrem mudancgas bruscas nos valores de entalpia. A extrapola¢do dos
pontos nessa regido fornece a CMC, que é a concentracdo em que
micelas de surfactantes se formam em solucédo. Entretanto, é importante
lembrar que a CMC nédo é um ponto definido, mas sim uma regido de
concentracdo e por esse motivo pode ser definida como o ponto de
inflexdo da curva da energia em funcdo da concentragéo (método da
derivada), método que foi utilizado no presente trabalho.”

Para as medidas realizadas com CTABr, o valor de CMC
encontrado foi 1,02x10° mol/L, Figura 41. Ap6s a regido da CMC, em
que se observa essa mudanca brusca, os valores de entalpia permanecem
praticamente constantes, uma vez que estd ocorrendo apenas uma
diluicdo de micelas em agua.
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Figura 41. Variacdo de entalpia observada em funcdo da adicdo de
CTABr 1,37x10° mol LY em agua, a 25 °C. No detalhe estad mostrado o
grafico da derivada de AH,ps em funcéo da [CTABI].

No caso do SDS, os valores de entalpia se tornam maiores
aumentando a concentracdo de surfactante, e o valor encontrado da
CMC foi 8,4x10° mol L™ (Figura 42).
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Figura 42. Variacdo de entalpia observada em funcdo da adicdo de
6,910 mol L™ de SDS em agua, a 25 °C.
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Com relacdo ao surfactante SB3-14, nota-se que a variacdo de
entalpia é praticamente nula a 25 °C, Figura 43, isso porque todo
surfactante tem um AHpic = 0 kJ mol™ em alguma temperatura e a do
SB3-14 provavelmente € 25 °C.1%®
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Figura 43. Variacgdo de entalpia observada em funcéo da adi¢do de SB3-
14 8,25x10° mol L™, em 4gua, a 25 °C.

Por essa razdo, os experimentos com esse surfactante foram
realizados a 35 °C, e o resultado esta mostrado na Figura 44.
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Figura 44. Variacdo de entalpia observada em funcéo da adi¢do de SB3-
14 8,25x10° mol LY em dgua, a 35 °C. No detalhe estd mostrado o
gréfico da derivada de AHq,s em funcéo da [SB3-14].

A entalpia de micelizacdo observada (AH,) é a diferenca entre
a entalpia do surfactante em sua forma micelar e a entalpia do
surfactante na forma monomérica. Os valores obtidos para a dilui¢do
dos surfactantes estudados estdo na Tabela 9.

Tabela 9. Valores obtidos de CMC e AH. para a diluigdo dos
surfactantes estudados.

Surfactante CMC/mol/lL  AHp/ kJ mol T/ °C
1
CTABr® 1,02x10° -7,6 25
SDS? 8,4x107 0,9 25
SB3-14° 2,7x10™ 5,1 35

Quando se titula CTABr na presenga de PHA se observa um
perfil de entalpia diferente do observado para a curva de diluicdo do
CTABT, 0 que por si s6 ja indica a ocorréncia de interacdo do PHA com
0 surfactante (Figura 45). Embora a variacdo de entalpia seja
endotérmica para o processo de diluicdo do CTABr, a adicdo do
surfactante no polimero foi menos endotérmica, o que indica uma
interacdo exotérmica entre o PHA e CTABr. Nota-se ainda que o
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aumento da concentracdo de PHA torna a curva menos exotérmica em
relacdo a diluicdo do surfactante. A medida que mais CTABr é
adicionado, a curva se aproxima daquela da diluicdo do surfactante pois
ndo estd havendo mais nenhuma interacdo, apenas estd ocorrendo
diluicdo das micelas.

10,04

8,0

6,04

4,0

AH_, / kJ (mol CTABr)’

0,0 T T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

[CTABr)/ mmol L™

Figura 45. Variacdo de entalpia observada em funcdo da adicdo de
CTABr 1,37x102 mol.L? em PHA (o) 1,27x10° mol.L?, (m) 0,013
mol.L™" e em H,0 (A), a 25 °C, pH 10.

Para a determinacdo da CAC do sistema PHA e CTAB!, titulou-
se uma solugdo de CTABr mais diluida (4,11x10° mol L) na solucéo
de PHA 1,27x10° mol L™, (Figura 46). Encontrou-se um valor de
1,1x10™ mol/L, cerca de 10 vezes menor gque a CMC. Essa associacao
pode ser atribuida & neutralizacdo de carga decorrente da atracdo
eletrostdtica entre o0s mondémeros de surfactante carregados

positivamente e a cadeia do polimero carregada negativamente (Regido
(1) das Figuras 46 e 47).
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Figura 46. Variacdo de entalpia observada em funcdo da adicdo de
CTABrem PHA 1,27x10° mol/L, a 25 °C.

Depois dessa concentracdo, observa-se um aumento na variagdo
de entalpia que provavelmente indica que esta se aproximando da
concentracdo de CTABr necessaria para que toda a carga do polimero
seja neutralizada (2x10™ mol/L), considerando que 16% do polimero
esta desprotonado em pH 10). Esse pequeno aumento pode estar
ocorrendo devido aos mondmeros adicionados estarem interagindo com
a parte ndo carregada do polimero e, consequentemente, moléculas de
agua que estavam solvatando as moléculas do polimero sdo expelidas
(Regido (Il1) das Figuras 46 e 47). Em uma dada concentracdo de
surfactante adicionado, 0 mesmo ndo interage mais com o polimero,
entdo é como se tivesse apenas ocorrido a formacao de micelas livres em
solucdo, e assim, as curvas de diluicdo do surfactante na solucdo
polimérica e em agua deveriam se sobrepor (Regido (111) das Figuras
46 e 47).
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Figura 47. llustragdo da interacdo entre o polimero PHA e o surfactante
CTABr em diferentes concentragdes de CTABT.

A Figura 48 mostra que quando se titula CTABT 4,11x10" mol
L™ em uma solucéo de PHA 0,013 mol L™, obtém um valor paraa CAC
concordante com o valor encontrado para 0 PHA 1,27x10°® mol/L, como
era esperado.

.\
10,04 l... 4
i \. __—1,0x10" moliL
m 9,04 \
< LT
= L
8 Emg
S 8,04 =
3 .
g \.-
% 7,04 ...l./l\.
I |
< \...
6.0- -
T T T T T

0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7
[CTABr}/ mmol L™

Figura 48. Variacao de entalpia observada em funcéo da adigdo CTABr
em PHA 0,013 mol L™ ,a25°C.

Como mencionado anteriormente, a variacdo de entalpia para a
diluicdo do SB3-14 ¢ praticamente nula a 25 °C. A Figura 49 mostra
que titulando o surfactante em uma solugdo de PHA 1,27x10°° mol/L,
nessa temperatura, ndo ocorre variacao de entalpia.
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Figura 49. Variacgdo de entalpia observada em func¢éo da adi¢do de SB3-
14 8,25x10° mol L™ em PHA 1,27x10° mol/L (o) ¢ em H,O (m) a 25

"C, pH 10.

Por essa razdo, titulou-se SB3-14 em PHA 1,27x10° mol L a
35 °C e o resultado estd mostrado na Figura 50. Nota-se que o perfil da
curva é semelhante ao da curva de diluicdo de SB3-14 nessa
temperatura, 0 que sugere que praticamente ndo ocorre interacdo entre o

PHA e o SB3-14.
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Figura 50. Variagdo de entalpia observada em func¢do da adi¢do de SB3-
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14 em PHA 1,27x10° mol L™ (m), e em H,0 (o), a 35 °C, pH 10,0.
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A Figura 51 mostra que quando se adiciona SDS no PHA, o
surfactante “sente” a presenga do polimero, pois reduz a CMC do SDS.
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Figura 51. Variacdo de entalpia observada em funcdo da adicdo de
6,9x102 mol L™ de SDS em PHA 1,27x10°° mol L™ (m) e em 4gua (o),
a25°C.

Quando se estudou a interacdo de PEO de massa molar 1500 g
mol™ e SDS, se observou um processo endotérmico, atribuido &
desidratacdo do polimero.’®” No caso do PHA/SDS, a interago foi mais
exotérmica do que a diluicdo do surfactante, o que pode ser atribuido ao
carater mais hidrofilico do PHA, ou ainda ao processo exotérmico ser
predominante em relacdo ao endotérmico, por isso o Ultimo ndo pbde ser
observado.

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores de CAC e AHp;c
para o sistema PHA/SDS, que sdo 6,3x10™° mol/L e -0,7 kJ mol™,
respectivamente. Para o sistema PEO 1500/SDS esses valores sao
4,1x10° mol/L e 4,5 kJ mol™. A diferenca apresentada para os valores
pode ser conseqliéncia do PHA ser mais hidrofilico que o PEO além de
ser carregado. Os resultados mostram que com as primeiras adi¢bes de
SDS, uma interacdo ja pode ser observada referente aos mondmeros de
surfactante e polimero, o que pode ser concluido através da diferenca de
AHgs da solugdo de PHA com SDS comparado a solucdo de SDS em
adgua. Em uma concentracdo especifica de SDS, a formacdo de
agregados de surfactante se inicia, sendo essa concentragdo menor que a
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CMC do surfactante puro. Isso indica que mesmo ambos possuindo
carga negativa, o polimero nucleia a formacéo de agregados micelares
de SDS. Finalmente, em uma dada concentracdo de surfactante na
solucdo, a adicdo de SDS ndo participa mais da interacdo entre
polimero-surfactante, uma vez que, nessa concentracdo, a quantidade de
monodmeros de SDS nos agregados do polimero é quase a mesma que a
de mondmeros nas micelas presentes na solucdo. A concentracdo de
surfactante em que isso acontece € chamada de C, e depois dessa
concentracdo, 0s mondmeros de surfactante adicionados formam
micelas que praticamente ndo fazem mais nenhuma interacdo com o
polimero.

Uma maneira de se comparar qudo espontanea é a associacao
entre os diferentes surfactantes com o PHA é a determinacdo da
variacdo de energia livre de Gibbs para cada interacdo. Considerando
que: i) quanto mais negativas forem as variagdes de energia livre de
Gibbs, mais espontaneos serdo 0s processos e ii) processos nao-
espontaneos tem valores mais positivos; através de valores de variacdo
de energia livre de Gibbs pode-se saber a intensidade da interacdo
polimero-surfactante.

As variacOes das energias livre de Gibbs para os processos de
micelizagdo do surfactante na auséncia do polimero (AGni) e de
formacdo de agregados polimero—surfactante (AG,y) podem ser
expressas através das Eq. 11 e 12:"

[AGmic =RT In (CMC) Eq. 11

[ AGage = RT In (CAC) Eq.12

Em que mic refere-se ao processo de micelizacdo e agg refere-se a
formacéo de agregados polimero—surfactante. Assim, a energia de Gibbs
referente a interacdo polimero—surfactante pode ser calculada através da
Eq. 13 com base nas Eq. 11 e 12:"

[ AGps= AGagq - AGpic = RT In (CAC/CMC) Eq. 13 ]

Em que ps refere-se a interagdo polimero—surfactante.

Fazendo-se o calculo da AGys ao se utilizar solugdes de PHA
1,27x10° mol L™, temperatura de 25 ou 35°C, e os surfactantes CTAB,
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SDS e SB3-14 obtém-se os seguintes valores: -5,6, -0,71 e 0,00 kJ mol™
kJ mol™, respectivamente. Esses valores (Tabela 10) sugerem a seguinte
seqliéncia para a intensidade de interagdo PHA 0,19% (m/m)-
surfactante, a 25°C: CTAB > SDS > SB3-14.

Tabela 10. Parametros de interacdo PHA — surfactantes.

Surfactante  CAC/mmol L™ AH/kJ mol™?  AG,s/kJ mol™

CTABr 0.11 72 56
SDS 6.3 0.7 071
SB3-14 0,0 6,2 0,0

Esses dados ajudam a esclarecer os resultados obtidos através de
estudos cinéticos, sobre o efeito da adicdo de surfactante em PHA na
reacdo de hidrolise do BDNPP. Entdo, quando se adiciona CTABr a
PHA, ocorre uma interagdo favoravel entre eles, e nas concentragdes
utilizadas nos experimentos cinéticos, o CTABr existe somente como
um agregado com polimero, que comeca a se formar a partir de uma
concentragdo de CTABr = 1,1x10™ mol/L. Com isso, pode-se sugerir
gue o incremento catalitico observado seja decorrente da concentracdo
de substrato entre esses agregados, 0 que 0 torna mais proximo dos
grupos cataliticos do polimero. A Figura 52 (1) ilustra essa habilidade
do CTABr em concentrar o substrato.
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Figura 52. llustragdo da localizagcdo do substrato em uma solugéo
contendo (1) somente PHA e (1) PHA e surfactante CTABT.
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As constantes de velocidade observada para a clivagem do
BDNPP na presenca de PHA e SDS permaneceram praticamente as
mesmas que foram obtidas para a rea¢do na presenca de somente PHA.
Conforme comentado anteriormente, poder-se-ia esperar que ocorresse
uma inibicdo uma vez que o SDS e o PHA sdo carregados
negativamente, entdo n&o iriam interagir de uma maneira a aproximar o
BDNPP (que também é negativamente carregado). Porém essa inibigéo
ndo foi observada e os dados obtidos através do ITC mostram que, de
fato, a agregago do SDS ¢ afetada pela presenca do PHA. E importante
lembrar que apenas 16% dos grupos amida do polimero foram
convertidos em hidroxamatos e carboxilatos, entdo o SDS poderia estar
“interagindo” com os grupos ndo carregados do PHA, 0 que néo
impediria a aproximacao do substrato.

Os resultados obtidos através do ITC mostram que o0 PHA e o
SB3-14 praticamente ndo interagem, o que talvez explique o fato de na
reacdo de clivagem do BDNPP, ocorrer inibi¢do quando SB3-14 e PHA
estdo presentes. O surfactante pode estar dificultando a aproximacéo do
substrato no PHA. Outra possivel explicacdo para essa inibi¢do
observada & que o substrato pode estar se incorporando dentro das
micelas de SB3-14, fazendo com que o polimero e o substrato fiquem
mais afastados.®
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4.3 Clivagem de ésteres mediada por micelas funcionalizadas
4.3.1 Formagcao micelar e fragdo de ionizagdo micelar.

A CMC e a fragdo de ionizacdo micelar (o), para micelas mistas
de LHA e CTABr foram estimadas através de graficos de condutancia
em funcdo da concentragdo de surfactante (Figura 53). As
descontinuidades nesses gréaficos fornecem os valores de CMC.*% 1%°

Observa-se que esses valores variam pouco com o aumento de % ya,
porém os valores de a, obtidos através da razdo do coeficiente angular,

aumentam com o aumento de X na, indicando que a adicdo do ion
laurilhidroxamato efetivamente neutraliza as micelas catidnicas,
diminuindo assim o potencial superficial micelar e a afinidade por
contra-ions. Como mostra a Tabela 11, esse efeito se mostrou ser

bastante dependente da X ya.

500

400+

300

Condutividade especifica/ uS/cm

T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
10° [CTAB)/ mol L™

Figura 53. Condutancia especifica em funcdo de [CTABTr], na auséncia
de LHA (o) e na presenca de fracGes molares de LHA de: 0,048 (A);
0,091 (m); 0,11 (o), 0,14 (0) € 0,20 (@), a 25 °C e pH 10,0, na auséncia
de tampéo.
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Tabela 11. Valores de CMC e o em diferentes X qua €m misturas de
CTABI/LHA®

Khia o 10* CMC, mol/L
0,0 0,23 8,8
0,048 0,41 7,9
0,091 0,43 7,7
0,11 0,50 6.8
0,14 0,60 9,9
0,20 0,71 8,3

a8 Em pH = 10,0, 25 <, 0,01 mol/L.
4.3.2 Estudos Cinéticos em Micelas Mistas

Como anteriormente mencionado, a rea¢do em agua do BDNPP
é relativamente lenta e, em pH 8,0, (k = 2,5x10 s™) é acelerada cerca
de 30 vezes pela micela catiénica de CTABr,” o que é esperado para
reacbes do ion hidroxido e um substrato organico que pode ser
incorporado na micela.** Como nos resultados reportados por Buist e
colaboradores, para a hidrélise do BDNPP em pH 10,0, kq,s aumenta até
um maximo e entdo decresce a medida que os reagentes sdo diluidos
devido ao aumento do volume micelar.®* Isso é tipico de reacdes
bimoleculares.

A desfosforilagdo do BDNPP em pH 10,0 (auto-tamponado,
conforme descrito na Parte Experimental) em micelas mistas de
CTABr e acido laurilhidroxamico (LHA) é muito mais rapida do que a
mesma na rea¢do na presenca de somente CTABr. O aumento da
absorbancia em 400 nm é consistente com uma liberacdo de 200 mol%
de DNP.% Entretanto, outro produto que absorve em cerca de 360 nm
foi observado se formando mais rapidamente numa reacdo complexa de
duas etapas, como mostrado na Figura 54.%
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300 350 400 450
Comprimento de onda (nm)

Figura 54. Variagdo espectral de UV/Vis para a reacdo do LHA
/CTABr com BDNPP em pH 9,0, a 25 °C. No detalhe tem-se a
absorbancia vs tempo, calculada em 400 nm.

Em uma y na constante e pH 10, as constantes de velocidade
observadas apresentam um valor médio de 0,021 s, que é muito
superior, cerca de 1200, a observada na auséncia de LHA, no mesmo
pH, Figura 55. Observa-se que com y 1a=0,1, Kops € independente da
[CTABr], indicando que o LHA e o substrato se encontram na fase
micelar.

10"

Koy 5™

1071

T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
10% [CTABr]/ mol L™

Figura 55. Constantes de velocidade observadas para a reagdo de
desfosforilacdo do BDNPP (1,33x10° M) na presenca de LHA, em
funcdo de [CTABr] (M), pH = 10,0, 25 °C, mantendo constante
([ILHA]/[Surfactante]) = 0,1.
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Conforme esperado, ks € proporcional a y na € a Figura 56
mostra que o aumento da [LHA], quando se mantém constante a
[surfactante], causa um aumento significativo de Kkys para a
desfosforilacdo do BDNPP.

4,0x10?
°

3,0x107
© 2 0x10°1
R

1,0x107 A °

°
0,0 T T T T T T
0,05 0,10 0,15 0,20

XLHA

Figura 56. Efeito da X pya em Kgps (s'l) para a reacdo do BDNPP,
pH=10, sem tampao, com [CTABI] = 1x10™ mol/L, em solucdo aquosa
a 25°C.

A Figura 57 ilustra o perfil de pH para a desfosforilacdo do
BDNPP pelo LHA, na presenga de CTABY, em que kops aumenta com o
pH e atinge um patamar na regido de pH em que o LHA est4 totalmente
desprotonado. No grafico, a hidrolise espontanea do BDNPP esta
incluida para comparacéo e, em pH 10, ks é cerca de 9x10 s™. Pode-se
observar a notavel aceleragdo da reacéo, em cerca de 2x10* vezes, com a
incorporacdo do LHA na micela. Essa aceleracdo pode ser atribuida a (i)
efeito hidrofdbico e de carga, que concentram reagentes na micela mista
e (ii) nucleofilicidade do lauril hidroxamato monoanibnico, que é um
nucledfilo o efetivo que contém pares de elétrons ndo compartilhados
nos atomos de oxigénio e nitrogénio.
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10"

1
kobs/ S
>

pH

Figura 57. Constantes de velocidades observadas para a reagdo do
BDNPP em fungéo do pH em agua (A ) e na presenca de 1,0x10° mol/L
(¢) CTABr e 1,0x10° mol/L de LHA, na auséncia de tampéo, e a 25 °C.

Esses efeitos micelares sdo tratados em termos do equilibrio de
distribuicdo do BDNPP e do hidroxamato entre as pseudofases aquosa e
micelar, como representado no Esquema 20 (vide Introducéo).*

As constantes de velocidade na presenca do LHA séo
significativamente maiores que na sua auséncia, e nas condigdes
experimentais utilizadas aqui, ambos BDNPP e LHA estdo totalmente
incorporados na fase micelar. Com isso, pode-se negligenciar reagdes
em agua e na auséncia de LHA, e tratar kq,s em funcdo do pH utilizando
a Eq. 14, que relaciona as constantes de velocidade e a formacgéo do
hidroxamato, em termos do pH e do pK, aparente do LHA. O
formalismo da Eq. 14 fornece uma constante de dissocia¢do aparente de
9,2 para 0 LHA em CTABr, em uma y 4a = 0,1, € uma constante de
velocidade na regido do patamar de 0,025 s™.

Ka
[ Kobs = kmX1ha ey Eq. 14 ]

4.3.3 Caracterizacéo dos productos

141



Resultados e Discussdo

Como mostrado anteriormente, a desfosforilagdo do anion
BDNPP pelo anion benzohidroxamato (ABH") segue dois caminhos
reacionais: (i) reacdo no fosforo, gerando um intermediario instavel que
sofre um rearranjo de Lossen para fenilisocianato, anilina, difeniluréia e
o-fenilcarbamil benzohydroxamato; e (ii) ataque no carbono aromatico
gerando um intermediario que de fato foi detectado, mas vagarosamente
se decompde a anilina e 24-dinitrofenol.® Com a finalidade de
investigar se a reacdo do LHA com BDNPP em meio micelar segue o
mesmo caminho, ESI-MS no modo negativo foi usado para monitorar o
curso reacional da composicdo anidnica da reacdo. Reagentes,
intermediarios e produtos ani6nicos foram transferidos diretamente da
solucdo reacional para a fase gasosa e entdo detectados por ESI(-)-MS.
A Figura 58 mostra dois espectros caracteristicos de ESI-MS coletados
no mesmo tempo de reagdo, mas em diferentes pHs.

O,N
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100 (B)

79 02N©

e 167
j 871 127 ‘
b el tpisil
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214 267 444
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Figura 58. ESI-(-)MS para a solucdo reacional de LHA/CTABr e
BDNPP a 25 °C, (A) pH 8 e (B) pH 9.

No espectro de ESI(-)-MS da Figura 58, foram detectados
varios anions importantes; BDNPP de m/z 429, LHA™ de m/z 214 e
anions provenientes da clivagem do BDNPP tais como o fenéxido DNP,
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5, de m/z 183, H,PO,4 de m/z 97, PO3; de m/z 79 e H,PO3 de m/z 81.
Entretanto, o &nion mais relevante mecanisticamente é o de m/z 460, que
confirma o ataque do hidroxamato no fdsforo (caminho (A) no
Esquema 39). Esse intermediario foi confirmado por ESI(-)-MS/MS,
gue demonstrou sua dissociacdo a DNP, 5, de m/z 183 (Ver anexo). O
ataque via caminho (A) no Esquema 39 forma os produtos de clivagem
do BDNPP,® 5, conforme esperado, e o intermediario 4 de m/z 460, o
gual subsequentemente gera 5 e outros produtos conforme sera discutido
adiante. O fragmento de m/z 167 possivelmente se origina da perda do
oxigénio da estrutura 5. As cinéticas da reacdo de LHA e BDNPP séo
tipicas de uma reacdo com duas etapas, no qual um composto que
absorve no UV ¢é formado, sendo isso consistente com a ocorréncia do
caminho B: o ataque no carbono aromatico que fornece o intermediario
7 que subsequentemente se decompde via rearranjo de Lossen a DNP,
undecilamina, 9, entre outros produtos discutidos a seguir.

No2 ON
. oM 0«,9,? o . \©
o & “O-NHE-R Yo,
Yo u / ‘ 5
OzN N\ / oMl
2

‘o

1

Ol\
)L O

R = CH3(CHy)1g

R-N=C=0

R- ,\V \_1<
Ho R-NH
It 2 N02

H
CN
10

R

Esquema 39. Ataque nucleofilico do LHA através de dois caminhos:
(A) no fésforo, e (B) no carbono aromatico.

Na tentativa de identificar os produtos da reacdo do LHA e
BDNPP, RMN de 'H foi utilizado, comparando-se 0s espectros com
aqueles do material de partida, com o LHA em excesso em relagdo ao
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sal de sodio do BDNPP, que foi utilizado para evitar sinal de *H do fon
piridinio, o que complicaria o espectro de *H RMN.* Contudo, os sinais
de RMN néo foram Uteis, uma vez que foram obstruidos pelos sinais do
LHA em excesso e a troca H-D dificulta a analise dos sinais de NH.
Depois de completada a reacdo, somente o ion 2,4-dinitrofenolato foi
observado por espectroscopia de RMN de *H (56,74 (d, 1H, J=9,6Hz,
Ar), 8,11 (dd, 1H, J4=9,6Hz and Jy,=3,0Hz, Ar), 8,90 (d, 1H, J=3,0Hz,
Ar)), e os sinais foram idénticos aqueles do 2,4-dinitrofenol no pH
apropriado. Os sinais do fosfato inorganico (6=1,86 ppm) nao
apareceram simultaneamente com o DNP, indicando a formacdo de
derivados do &cido laurilhidroxdmico fosforilado, que lentamente se
decompde, similar aos produtos da reacdo do BDNPP e hidroxilamina.
Espectrometria de massas por ionizagdo de elétrons (EI-MS) com o
modo de injecdo direta também foi aplicada para monitorar a formagéo
de produtos menos polares e ndo idnicos, e de fato, também foi capaz de
identificar outros produtos tais como produtos do rearranjo de Lossen
(ver Apéndice). Esses produtos foram extraidos com éter da mistura
reacional do BDNPP com LHA™ aquoso (1:1) em pH 9, 25 °C, depois
de 10 min. de reagdo. Os dados de EI-MS foram consistentes com a
formacéo de 1-isocianatoundecano (8, m/z 197), undecilamina (9, m/z
171) e 1,3-diundeciluréia (10, m/z 368). Os resultados estdo de acordo
com o Esquema 40, e indicam que o intermediario O-fosforilado 4 se
decompde a DNPP em meio basico, e sofre rearranjo de Lossen gerando
1-isocianatoundecano, 8, num rearranjo similar ao sofrido pelo
intermediario 7. Subsequentemente, o isocianato 8 se decompde a
undecilamina 9, que por sua vez reage com 0 isocianato 8, gerando a
uréia (10). Além disso, dados de EI-MS mostram ions de m/z 325, 311,
297, 283, 269 e 255 que podem ser relacionados com a perda
consecutiva de 28 Da da 1,3-diundeciluréia (10), que sdo quebras tipicas
para dialquil uréias de cadeia longa.''® O Esquema 40 mostra esse
rearranjo, e assim como no caso do acido benzoidroxamico, 0 &nion
LHA™ também se comporta como um nucleéfilo suicida, uma vez que
perde sua nucleofilicidade depois de reagir com o BDNPP.%
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Esquema 40. Auto-destruicdo do intermediario da reacdo do LHA e
BDNPP via rearranjo de Lossen.

A Figura 59 ilustra como e onde a reacdo ocorre, com base nos
Esquemas 39 e 40, e no fato do LHA e do substrato estarem totalmente

incorporado na micela de CTABr.*

Z

H I
o
Lossen
Rearrangement
Br

Figura 59. llustracdo da reacdo entre o LHA e o BDNPP na
pseudofase micelar.

145



Conclusoes

5 CONCLUSOES

Como mencionado na secdo dos Objetivos desta Tese, a
principal meta era a obtencdo de um polimero capaz de acelerar reagdes
de clivagem de ésteres. De fato, esse polimero (PHA) foi obtido, através
de uma modificagdo relativamente simples da poli(acrilamida), PAA. A
metodologia aplicada permitiu o posicionamento dos dois grupos
funcionais presentes no PHA (acido hidroxamico e acido carboxilico)
vizinhos um ao outro, o que permitiu a cooperagdo entre eles, ideal
guando se quer desenvolver uma mimese enzimatica.

A caracterizacdo do PHA foi realizada através de titulagdo
potenciométrica, IV, RMN, ESI/MS, TGA e UV-visivel. Porém, houve
certa dificuldade, uma vez que a diferenca entre o polimero de partida e
0 PHA era muito pequena, ja que a conversao do grupo funcional amida
para os grupos hidroxamico e carboxilico foi de apenas 16%. A titulacdo
potenciométrica foi o método mais eficaz para comprovar a presenca
dos novos grupos funcionais. Claramente, a maior prova da presencga
desses novos grupos no PHA foi o fato desse polimero acelerar diversas
reacOes de clivagem de ésteres, enquanto que a PAA ndo tem efeito
nenhum nessas reagdes.

O polimero foi testado nas reac6es de hidrolise dos ésteres: &cido
1-acetoxi-2-naftoico (1-Ac), acido 2-acetoxi-1-naftdico (2-Ac), acido 3-
acetoxi-2-naftéico (3-Ac), bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) e dietil
2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), e p-nitrofenil acetato, n-butirato e n-
octanoato (PNPA, PNPB, PNPC). De fato, o PHA foi muito eficiente e
pode ser considerado promiscuo, uma vez que acelerou a reacdo de
hidrélise de todos os ésteres estudados. O efeito catalitico do PHA esta
apresentado na Tabela 12.

Quando se agregou o surfactante CTABr ao PHA, observou-se
um incremento na velocidade de reacdo de hidrélise do BDNPP (cerca
de 15 vezes), quando comparado com a rea¢do na presenca de somente
polimero. Porém, quando se adicionam SDS e SB3-14, as constantes de
velocidade observadas praticamente ndo variam no primeiro caso e a
inibicdo da reacdo ocorre com SB3-14. Através de experimentos
utilizando ITC, obteve-se a seguinte seqliéncia para a intensidade de
interacdo PHA-surfactante: CTAB > SDS > SB3-14, o que pdde
explicar os resultados cinéticos.
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Tabela 12. Incremento catalitico promovido pelo PHA na clivagem de
diversos ésteres.

Substratos 10° kp/k,

BDNPP 30
DEDNPP 130
1-Ac 7,0
2-Ac 150
3-Ac 13

PNPA 14000

PNPB 5800

PNPC 5000

Na segunda parte deste trabalho, utilizaram-se co-micelas que
também contém o grupo hidroxadmico na clivagem do BDNPP e
analisou-se 0 mecanismo de reacdo. As micelas mistas de LHA/CTABr
aceleraram efetivamente essa reacdo de desfosforilacdo devido
provavelmente a sua habilidade em concentrar ambos substrato e
nucledfilo o na pseudo-fase micelar. As constantes de velocidade
observadas aumentam em funcdo do pH, consequéncia da formacéo do
laurilhidroxamato reativo, que é linearmente dependente da fragdo molar
do nucleéfilo na pseudo-fase micelar. Quando essa fracdo é 0,1, a
desfosforilacdo do BDNPP é aproximadamente 10* vezes mais rapida
gue a hidrolise espontanea desse substrato.

As reacbes de ambos LHA e ABH (&cido benzoidroxamico)
com BDNPP foram monitoradas por ESI-MS e EI-MS e os resultados
obtidos sdo consistentes com um mecanismo envolvendo ataque
nucleofilico simultaneo do hidroxamato (i) no fésforo, gerando um
intermediario instdvel que sofre rearranjo de Lossen formando uréia,
amina, isocianato e carbamil hidroxamato, que foram detectados; e (ii)
no carbono aromatico, gerando um intermediario que foi detectado mas
decompde a undecilamina e 2,4-dinitrofenol. A reacdo do ABH com os
ésteres 1-Ac, 2-Ac, 3-Ac, PNPA, PNPB e PNPC também foi
monitorada por ESI-MS e os resultados obtidos sdo consistentes com
um mecanismo envolvendo ataque nucleofilico do hidroxamato no
carbono carbonilico, gerando um intermediario instavel que sofre
rearranjo de Lossen, formando uréia, amina, isocianato e carbamil
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hidroxamato. Acredita-se que esses mecanismos sdo0 0s que ocorrem
para o caso do PHA com esses substratos.

A nucleofilicidade do LHA, ABH e por comparagéo, do PHA
(quando se usa 0 BDNPP como um substrato modelo) é similar ao de
uma série de oximas e hidroxilaminas que apresentam atividade na
clivagem de DNA e esses compostos podem ser ancorados em peptideos
ou outras moléculas para promover a quebra especifica de sequéncia do
DNA. Devido ao mecanismo observado na reacdo de desfosforilagdo do
BDNPP pelo LHA, PHA e ABH, conclui-se que esses se comportam
como tesouras intramoleculares suicidas, uma vez que perdem sua
nucleoficidade ap6s reagir com o eéster. Essa caracteristica dos
nucledfilos pode ser relevante na criagdo de “tesouras moleculares” para
terapia genética.
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Apéndice A — Caracterizacédo do PHA
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Figura Al. Espectros de RMN de *C (100,6 MHz) do PHA e PAA em
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Figura A2. Espectros de IV do PHA e PAA.
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Apéndice B — Dados Cinéticos

Tabela B1. Perfil de pH para a reagdo de BDNPP (1,33x10™ mol/) com
H,0 e com PHA 0,013 mol/L, a 25 °C.

PHA H,O
pH 10° Kops/ ™ pH 10" Kops/ ™
5,5 1,32 5,5 1,86
6 2,02 6,52 1,90
6,5 3,07 7 1,91
7 3,94 7,52 2,10
7,5 5,07 9,01 3,92
8 5,13 10 8,99
8,5 7,76 11 25,5
8,6 8,41 12 309,0
8,8 9,24
9 12,7
9,5 18,7
10 27,6
10,5 35,3
Tabela B2. Perfil de concentracdo de PHA na clivagem do BDNPP, em
pH 10, 25 ° C.

107 [PHA]}/ mol L™ 10 Kops/ ™

0,6 0,77

1,0 1,47

13 2,31

1,6 2,66

2,0 3,61

2,5 4,77
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Tabela B3. Perfil de pH para a clivagem do DEDNPP na presenca de
0,013 mol/L de PHA, 25 °C.

pH 10% Kool S
4 0,028
5 0,11
6 0,56
7 1,14
8 1,73
9 3,96
10 7,84
9,5 8,81
10,5 13,0
11 154
12 17,9
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Tabela B4. Perfil de concentracdo de PHA na clivagem do DEDNPP,
em pH 10, 25°C.

10° [PHA]/ mol L™ 10° Kops/ S~

0,333 1,82
0,667 3,81
1,33 7,84
2,00 10,9
2,67 15,8
3,33 20,1
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Tabela B5. Perfil de pH para a reagdo do 3-Ac, 2-Ac e 1-Ac, na
presenca de PHA 0,013 mol/L a 25 °C.

2-Ac 1-Ac 3-Ac
pH 10" Ko/ S* pH 10% Ko/ ST pH 10* Kope/ ™
4,0 0,05 4,0 0,25 5,0 0,2
5,0 0,27 45 0,30 5,5 0,47
55 0,61 5,0 0,40 6,0 0,71
6,0 1,33 55 0,64 6,5 1,12
6,5 2,30 6,0 0,85 7,0 1,30
7,0 3,04 6,5 1,16 7,5 1,64
75 3,65 7,0 1,40 8,0 2,36
8,0 5,18 75 1,65 8,5 2,97
8,5 7,50 8,0 1,79 8,6 3,45
9,0 11,2 8,5 2,11 8,8 3,84
9,5 14,6 8,6 2,09 9,0 4,78
100 21,3 8,8 2,36 9,5 6,43

9,0 3,06 9,5 6,53

9,5 3,11 10,5 1,13

9,5 3,11

10,0 4,57

10,5 4,33
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Tabela B6. Perfil de pH para a reacéo do 3-Ac, 2-Ac e 1-Ac, em agua, a

25 °C.

2-Ac 1-Ac 3-Ac

pH 10°kons/ ST pH 10°kens/ ST pH 10° Kops/ S
6 7,07 6 2,43 6 0,71

7 7,04 7 2,65 7 0,73

8 7,22 8 3,39 8 2,37

9 7,25 9 3,79 9 5,26

10 8,42 10 1,13 10 41,3

Tabela B7. Efeito da concentracdo de PHA nas rea¢fes com 1-Ac, 2-Ac

e 3-Ac, a 25°C e pH=10.

10" Kops/ ™
10° [PHAJ/ mol L™ 1-Ac 2-Ac 3-Ac
0,67 1,82 3,22 1,90
1,0 2,65 4,90 3,05
1,33 3,45 7,22 4,42
1,67 4,23 8,78 5,33
2,0 5,50 11,5 6,60
2,67 7,05 16,9 9,58
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Tabela B8. Efeito do pH nas reacdes de clivagem dos ésteres PNPA,
PNPB e PNPC, na presenca de 0,013 mol/L de PHA, a 25°C.

10° Kops/ 5™

pH PNPA PNPB PNPC
4,0 0,0247 0,011 0,0085
5,0 0,17 0,089 0,13
6,0 1,15 0,64 0,33
7,0 2,42 1,20 0,99
8,0 6,61 3,29 2,1
8,3 7,35 3,38 2,61
8,6 12,1 5,1 3,78
8,8 14,0 6,3 5,62
9,0 19,3 7,84 7.1
9,5 35,1 14,6 13,0
10,0 53,0 23,0 19,0
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Tabela B9. Efeito do pH nas reacBes de quebra dos ésteres PNPA,
PNPB e PNPC em H,0, a 25°C.

10" Kops/ S
pH PNPA PNPB
10 7,75 3,63
9 1,05 0,57
8 0,45 0,021
7 0,014 0,0097

Tabela B10. Efeito da concentracdo de PHA nas reagdes com PNPA,
PNPB e PNPC, a 25°C e pH=10.

107 Kops/ 5™

10° [PHA/ mol LT PNPA PNPB PNPC
3,33 0,473 0,256 0,156
6,66 1,02 0,477 0,394
16,6 2,7 1,07 0,976
33,3 6,9 2,41 2,25
50,0 9,5 3,72 2,97
66,6 13,6 4,94 4,33
100 18,8 7,92 6,18
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Tabela B11. Efeito da adi¢do de acetonitrila em agua nas reagfes do
PHA 0,013 mol/L com 1-Ac, 3-Ac e BDNPP, a 25°C e pH=10.

10° Kops/ 5™
% CH3CN em H,0 1-Ac 3-Ac BDNPP
40 6,40 15,7 2,61
35 6,15 13,2 2,77
30 6,65 14,7 3,36
25 7,05 - 4,23
20 8,01 19,9 5,49
15 9,89 21,4 8,65
10 11,9 26,2 10,4
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Tabela B12. Efeito da adicdo de DMSO em agua nas reagdes do PHA
0,013 mol/L com 1-Ac, 3-Ac e BDNPP, a 25°C e pH=10.

10" Kops/ 5™
% DMSO em H,0 1-Ac 3-Ac BDNPP
80 4,27 12,5 439
70 2,51 8,40 22,2
60 1,84 6,59 9,75
50 1,65 5,94 4,15
40 1,40 4,11 2,48
30 1,42 3,95 2,01
20 1,54 3,74 1,90
10 1,68 3,75 1,75
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Tabela B13. Perfil de pH para a reacdo do BDNPP com PHA 0,013
mol/L, na presenga de CTABI, a 25 °C.

pH 10° Kops/ 8™
10 383
9,5 282
9 164
8,5 75,4
8 46,5
7,5 14,9
7 6,93
6,5 2,82
6 1,26
5,45 0,54
5,08 0,25
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Tabela B14. Efeito da concentracdo de CTABr nas reagdes com

BDNPP, 1-Ac, e 3-Ac, a 25°C e pH=10.

10% Kops! S
10* [CTABr}/ mol L™ 1-Ac 3-Ac BDNPP
5,0 - - 5,73
8,0 - - 15,5
13,3 2,91 40,6 23,7
33,3 3,96 51,1 24,1
50,0 - - 67,4
60,0 - - 733
66,6 7,0 107 65,7
100,0 7,3 108 68,8
1333 7,6 114,5 64,8
166,6 2,91 104 67,6
220 - - 74,2
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Tabela B15. Efeito do CTABr 0,01 M, SB3-14 0,01 mol/L e SDS 0,01
mol/L, na rea¢do do PHA 0,013 mol/L com BDNPP , a 25°C e pH=10.

CTABr SDS SB3-14
pH  10°ken/sS*  pH 10° kops/ s* pH 10° Kops/ $™
10 3830 9,97 19,0 10,03 6,15
95 2820 9,02 10,8 9,02 4,19
9 164,0 8 7,0 801 326
85 754 7 4,03 7 2,41
8 46,5 6 2,07 6 1,44
75 149

7 6,9

65 282

6 1,26

545 0,54

508 0,25
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Apéndice C - Clivagem de ésteres mediados por micelas
funcionalizadas

C1. ESI-MS/MS do intermediéario chave de m/z 460

O anion de m/z 460 que confirma o ataque do hidroxamato no fosforo
foi detectado via ESI(-)-MS/MS, que se dissocia para formar DNP de
m/z 183 (Figura D1).

o
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ON i O~NHC A~ eSS
1001 NO, 460
| 460
% Ar

NO,

183

- . “
T T T T [Tty
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350

Figura C1. ESI-MS/MS do intermediario chave de m/z 460.
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C2 - Dados de EI-MS para identificagdo do produto

A Tabela D1 apresenta a designacdo dos picos para os produtos da
reacdo do BDNPP com LHA'". As fragmentacdes de massas tipicamente
observadas para alguns produtos também estdo mostradas, sendo que 0s
resultados sdo concordantes com o da literatura.

Tabela C1. Dados de EI-MS para os produtos extraidos com éter da
reacdo do BDNPP com LHA (1:1) em pH 9, a 25 °C, depois de

10 min.

Composto m/z

LHA m/z 184, 183, 113, 111, 99, 97, 85

2,4-dinitrofenol (5) m/z 184, 154, 107, 91, 63, 53

Undecilamina (9) m/z 171, 100, 86, 55, 45, 44, 43, 41, 30,
29

1-isocianato undecano (8) m/z 197, 169, 168, 155, 126, 125, 113,
112, 111, 99

Difeniluréia (10) m/z 368, 325, 311, 297, 283, 269, 255
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Apéndice D — Dados Cinéticos para a reacdo BDNPP com LHA’

Tabela D1. Constantes de velocidade observadas para a reacdo do
BDNPP com LHA, em fungdo de [CTABr], pH = 10,0, a 25 °C, com
([LHA)/[CTABI]) =0,1.

10° [LHA], mol/L  10°[CTABr], mol/L 107 Kgps, ™

0,5 0,5 2,43
1,0 1,0 2,08
15 1,5 2,42
2,0 2,0 1,75
2,5 2,5 1,81
3,0 3,0 1,43
3,5 3,5 -

4,0 4.0 2,05
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Tabela D2. Constantes de velocidade observada para a reagéo do
BDNPP (1,33x10° M) em funcéo do pH, na presenca de 1,0x10 mol/L
de CTABr e 1,0x10° mol/L de LHA, pH= 10,0, a 25 °C.

pH 102 Kgpg, 5™ oH 107 Kops, S
6,5 0,024 9.9 1,75

7.5 0,071 10,0 1,90

8,2 0,33 10,6 2,64

8.4 0,49 11.0 2,60

8,6 0,62 115 2,55

87 0,99

89 1,12

93 1,49

95 1,12
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Tabela D3. Efeito de yua em ko (5) para a reacdo do BDNPP,
pH=10 e [CTABI] = 1x10* M, em solu¢do aquosa, a 25 °C.

10° [LHA], mol/L ALHA 10% Kgps, S™
0,01 9,0x10* 0,062
0,1 9,9x10° 0,16
0,2 1,96x10 0,24
0,3 2,91x107 0,57
0,6 5,66x107 0,95
1,0 9,1x10% 1,75
2,0 0,166 3,51
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