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RESUMO

A catalise por transferéncia de proton tem atraido um destaque especial da
comunidade cientifica, sendo classificada como uma das contribuigbes mais
importantes presentes em reagdes enzimaticas. Entre os modelos que mimetizam as
caracteristicas enzimaticas, destaque tem sido dado a catalise intramolecular. A
hidrélise da aspirina € um exemplo classico desse tipo de catalise, onde o grupo
carboxilato atua como catalisador basico geral no ataque de uma molécula de agua
sobre o grupo carbonila do éster. Neste trabalho estamos estendendo o estudo
desse tipo de reacbes para nucledfilos detentores de efeito o, tal como a
hidroxilamina. Os resultados das reagdes entre a hidroxilamina e as aspirinas
substituidas demonstram um comportamento de segunda-ordem em relacdo a
hidroxilamina. Os efeitos isotdpicos do solvente (ku2o / kpeo) apresentaram valores
entre 1,35 e 1,75. O efeito foi explicado pela existéncia de catélise basica geral na
etapa determinante da velocidade da reacédo entre hidroxilamina e as aspirinas
substituidas. Os resultados da quantificacdo do produto N-acilado (acido
acetohidroxamico) indicam que o ataque da hidroxilamina sobre aspirinas se da
preferencialmente pelo grupo NHp, enquanto que nos acetatos de fenila
correspondentes o ataque ocorre preferencialmente pelo grupo OH da hidroxilamina.
O grafico de Jaffé indica um estado de transicdo onde ha aproximadamente 65% de
quebra da ligagdo C-O do grupo éster da aspirina. Logo, a reacdao deve ser
concertada. Esses estudos pretendem contribuir para a compreensao do mecanismo
envolvido na reagdo de aspirina com hidroxilamina e das diferentes formas de
ataque nucleofilico da hidroxilamina.

Palavras-chave: aspirina, catalise e hidroxilamina.
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1 INTRODUCAO

1.1 Catalise intramolecular

A velocidade de uma reacao quimica pode ser aumentada na presenca de
uma substancia comumente conhecida como catalisador. Em geral, um catalisador
atua na etapa determinante da velocidade, diminuindo a energia livre de ativagdo em
relacdo & etapa determinante de uma reacdo n&o-catalisada.'® A catalise em
reacdes intramoleculares ocorre entre grupos reativos proximos ligados na estrutura
de uma mesma molécula, diferindo das reacdes intermoleculares onde 0s grupos
reativos encontram-se em moléculas diferentes. Em geral, as reacgdes
intramoleculares sdo mais rapidas que as reagdes intermoleculares, devido a fatores
como proximidade dos grupos reacionais, dessolvatacao, interacées entre ligantes,
tensdo angular e estérica, entre outros.®

Reacdes intramoleculares tém sido alvo de muitos estudos mecanisticos
inspirados, especialmente, nas diferencas cinéticas obtidas da comparacdo com as
reacdes intermoleculares. Segundo Jencks®, os fatores mais importantes para
diferenciar reacoes intra de intermoleculares sao as contribuicbes entropicas. Em
uma reagao bimolecular a entropia € diminuida quando ha formacao do estado de
transicdo, pois ocorre diminuicdo do numero de espécies independentes no meio
reacional, levando a perda de graus de liberdade translacionais e rotacionais. Ja nas
reacdes intramoleculares essa perda de entropia ndo ocorre, provocando assim uma
elevacao do valor das constantes de velocidade.

Os dados a respeito de catalise intramolecular sugerem que as mesmas leis
que conduzem a eficacia da catalise intermolecular acido-base geral sdo mantidas
para os sistemas intramoleculares. Porém, essa generalizacdo deve ser feita com
cuidado, pois as interacdes intramoleculares sdo normalmente mais fortes, podendo
resultar até mesmo em alteracbes no mecanismo da reagdao. Comparando dados
cinéticos de reacdes intra e intermoleculares correspondentes percebem-se grandes
diferencas, ja que sao processos de primeira e de segunda ordem, respectivamente,
portanto ndo pode haver comparacdo direta. Entretanto, o estudo das reacgdes
intramoleculares possibilita a realizacdo de medidas para exprimir a eficiéncia das
reacdes intramoleculares em relagdo as respectivas reacdes bimoleculares. 3° O

conceito de Molaridade Efetiva (ME) tem sido o mais utilizado. Ele é calculado pela



razao entre a constante de velocidade de primeira-ordem (reagao intramolecular) e a
constante de velocidade de segunda-ordem (reacdo intermolecular), obtida de
reacdes que seguem 0 mesmo mecanismo e sob as mesmas condigdes reacionais
(Equacao 1).

-1
ME= kintramolecular<s ) (1)

k (M's™)

intermolecular

A denominagdo Molaridade Efetiva revela claramente sua funcao: indicar a
concentracdo de catalisador (nucledfilo ou eletréfilo) necessaria para que a
constante de velocidade de reacao bimolecular seja igual a intramolecular.

O conceito de Molaridade Efetiva pode ser ainda mais abrangente e também
tem sido utilizado para comparar reacées bimoleculares, onde ocorre catdlise
intramolecular, com as reacdes termoleculares. As aspirinas sao exemplos classicos
desse tipo de reacédo. Nesses compostos, o grupo carboxilato atua como catalisador
basico-geral do ataque de uma molécula de agua no grupo carbonila do éster
(reagé@o bimolecular). O efeito observado equivale, na reacdo termolecular, a uma

concentracdo de acetato igual a 13 M. (Esquema 1). *®
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Esquema 1

As reacdes intramoleculares tém sido apresentadas como modelos simples, a
partir dos quais se pretende encontrar explicacbes para o grande poder catalitico
das enzimas em sistemas biolégicos. Os principios sobre os quais se fundamentam

tais modelos estabelecem que os mesmos parametros fisico-quimicos que
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conduzem a reatividade entre dois grupamentos funcionais em uma reacao
intramolecular também estdo presentes para esses mesmos grupamentos quando
constituem o sitio ativo da enzima. A crenca de que as consequiéncias da
intramolecularidade podem ser utilizadas para melhor entender o mecanismo da

acdo enzimatica, despertou um grande interesse por esses processos. °
1.2 A hidrdlise da aspirina

A reacdo de hidrélise da aspirina tem sido estudada desde que Edwards®
mostrou que a constante velocidade dessa reacao é independente do pH, na regiao
de pHs entre 4 e 8. Edwards considerou que a hidrélise nessa regidao de pH
envolveria o ataque de uma molécula de agua sobre a espécie aniénica da aspirina.
Porém, um mecanismo de catalise intramolecular no qual o grupo carboxilato

10,11

atacaria como um nucledfilo foi apontado por Bender e outros autores.

(Esquema 2).

O @)

lenta (@)

7, =
L

O j\ 0]
(@) H,O (0}
= + CHsCOO" + H*
O OH
Esquema 2
Garret '2'® questionou esse mecanismo mostrando que a adicdo de etanol ao

meio reacional provoca aumento da constante de velocidade. J& a adicdo de
dioxano tem pouco efeito na taxa de hidrélise, sugerindo que uma molécula de
solvente deveria estar no estado de transigao.

6,7,14

Essas divergéncias em relacdo ao mecanismo levaram Fersht e Kirby a

realizarem uma série de estudos da hidrélise de aspirinas. Trés mecanismos foram
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considerados: um processo unimolecular no qual o grupo carboxilato ataca como um
nucledfilo e dois mecanismos bimoleculares, envolvendo catalise basica geral no
atague de uma molécula de agua e catadlise acida geral no ataque pelo anion
hidroxido.

Nos estudos sobre esses possiveis mecanismos, Fersht e Kirby afirmaram
que, por varias indicacées experimentais, a etapa determinante da velocidade da
reacao nao poderia ser um processo unimolecular envolvendo o ataque nucleofilico
do ion carboxilato (Esquema 2). A maior evidéncia seria a entropia de ativacao
negativa (-22,5 eu), que vai de encontro a generalizacdo de que processos
unimoleculares apresentam entropias de ativacdo préximas do zero'. Essa
concluséao foi confirmada mostrando que: i) as reacdes em presenca de alcoois sdo
mais rapidas que a reacdo em &agua; e ii) ndo ha incorporacdo de %0 no salicilato
durante a hidrélise da aspirina em agua marcada. Dessa forma, uma segunda
molécula deve estar envolvida no estado de transicdo e o mecanismo de catalise
intramolecular nucleofilica pode ser descartado.

Com relagao a catélise acida geral do ataque do ion hidréxido (Esquema 3),
0s autores sugeriram que esse mecanismo nao apresenta uma contribuicdo
significativa para a hidrélise da aspirina. Caso essa contribuicao fosse expressiva, a
mesma reagao utilizando outros &nions como nucledfilos deveria ter uma constante
de velocidade muito superior a observada. Além disso, a constante de velocidade
para o ataque do ion acetato na aspirina € a mesma em pH 4,6 e 5,6, embora a
concentracdo da forma protonada da aspirina seja 10 vezes maior no pH mais baixo.

O O
oN o
o (,H lenta O7£H rapida PRODUTOS
e HO
HO
Esquema 3

Fersht e Kirby compararam as catalises intra e intermolecular na hidrélise da
aspirina e observaram que o efeito isotopico é idéntico para as duas reacgdes, as
entalpias de ativacdo sdao muito proximas e ainda, a entropia de ativacao é 8,2 eu

menos favoravel para a reacdo intermolecular. Além disso, o valor de p do
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carboxilato (0,52), calculado utilizando a equacédo de Jaffé, é muito proximo dos
valores de B calculados para as reacdes de hidrélise do dicloroacetato de etila'® e do
dicloroacetato de fenila (0,47 e 0,35, respectivamente). J& o valor de p do fenol
(0,96) pode ser comparado diretamente com o valor obtido na reagcédo de hidrélise de
acetatos de fenila catalisada por acetato (1,1). "’

Diante de todas as evidéncias experimentais, o Unico mecanismo suportado é
de catalise basica geral intramolecular do ion carboxilato no ataque de uma

molécula de 4gua (Esquema 4).

0] (0]
(:fj\op lenta (:fj\OHOH rapida PRODUTOS
\
XO\H O
oy

Esquema 4

1.3 Efeito o

A explicacao da grande reatividade de compostos detentores do efeito o
tornou-se um desafio continuo para os pesquisadores desde que foi mostrado por
Edwards e Pearson.” O efeito a é a reatividade especial mostrada por um centro
nucleofilico que esta vizinho a um centro contendo um par de elétrons livres, e que
como conseqiéncia mostra uma reatividade superior daquela esperada para um
nucledéfilo com o mesmo valor de pKa.

Os nucledfilos que possuem tais caracteristicas sao, por exemplo, a

hidroxilamina, o hidroperéxido e os &cidos hidroxamicos (Esquema 5). *'°
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Nucleofilos com efeito o X-Y:
Hidroxilamina HZN—éH
Hidroperéxido HO-0:

- L o
Acidos Hidroxamicos R él
“NHOH

Esquema 5

Diferentes fatores tém sido propostos para explicar a origem do efeito a.. E
provavel que o atomo que estd na posi¢ao o contribua diretamente para o aumento
da nucleofilicidade de alguns nucledfilos. A explicagdo mais freqlente para o efeito o
€ a de que os atomos na posicao o aumentam a nucleofilicidade pelo aumento da
densidade eletrénica no centro da reacao. E ainda, propde-se que no caminho que
leva ao estado de transicdo, a deficiéncia eletrbnica causada pela doacédo de
elétrons do centro nucleofilico para o substrato é compensada pela doagcdo dos

elétrons do atomo adjacente por ressonancia (Esquema 6). 9%

o (+) N
X-Y---S-—L =——  X=Y--§-L
/ / \

Esquema 6

1.4 A equacao de Hammett

A analise de relacdes lineares de energia livre € uma ferramenta importante
para a determinacdo de mecanismos de reagdes quimicas. Essas relagdes sao
empiricas e as mais utilizadas sdo as de Hammett e Bronsted, que correlacionam,
respectivamente, o efeito de diferentes grupos de saida e de bases (ou &cidos) em
uma reacao, permitindo uma compreensao aproximada do estado de transicéo.

A equacao de Hammett (Equacao 2) faz a correlagao entre velocidades das
reacdes de derivados de fenila para e meta substituidos e os valores de o, 0s quais
sao definidos em relacédo as constantes de acidez de acidos benzdicos substituidos

(Equacao 3). Em compostos derivados de fendis, utilizam-se os valores de ¢~ que
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correspondem as diferencas de pKas nos fendis substituidos em relacdo ao nao

substituido.2"22

log k, = po +log k, (2)
onde, log kx refere-se ao logaritmo da constante de velocidade para reag¢des dos
compostos para e meta substituidos e log ky, ao composto ndo substituido.

6y =log Ka* —log Ka" (3)
onde log Ka" e log Ka*, referem-se aos logaritmos da constante de equilibrio para a

dissociacao do acido benzbico; e dos seus derivados substituidos em posicao para

ou meta, respectivamente.

Os efeitos eletrbnicos ocasionados por diferentes substituintes em uma
molécula sdo representados quantitativamente pelas constantes ¢ na equacao de
Hammett. Os valores de ¢ sdo conhecidos como constantes dos substituintes e sao
encontrados tabelados na literatura.?"#

A partir do coeficiente angular da reta do grafico do logaritmo da constante de
velocidade de segunda ordem versus a constante o, de acordo com a equacao 2,
obtém-se o valor de p. Essa constante, denominada constante de reacdo, € uma
medida da sensibilidade da reacdo ao efeito dos substituintes. Um valor de p
positivo, por exemplo, indica que a reacao é facilitada pela diminuicdo da densidade
eletrbnica no centro reacional, ou seja, a reacao é favorecida por substituintes
elétron retiradores. #*2°

Uma modificacdo da equacao de Hammett, a equacao de Jaffé (Equacao 4),
mostra como dois grupos, em uma mesma molécula, sdo afetados separadamente
por um dado substituinte. Isso porque os substituintes tém efeitos separados, até
mesmo opostos, na reatividade dos centros eletrofilicos e nucleofilicos em uma
reacdo. E importante citar que a relagdo de Jaffé s6 pode ser utilizada se o

coeficiente de correlagéo entre os valores de Gmeta € Gpara fOr inferior a 0,9. 2%%7

Iog(kx /kH) = pécidoameta + pfenolapara (4)
nessa equacao, kx refere-se a constante de segunda ordem para os compostos
substituidos e ky ao composto nao-substituido.
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2 JUSTIFICATIVA

A catalise por transferéncia de préton tem atraido um destaque especial da
comunidade cientifica, sendo uma das contribuicdes mais importantes presentes em
sitios enzimaticos. Contudo, a natureza complexa das enzimas frequentemente
dificulta a compreensao dos diversos modos de catélise presentes nesses sistemas.
Assim, estudos com modelos que exibem apenas uma caracteristica especial de
sitios cataliticos podem ser um meio exato para o entendimento de diferentes tipos
de catalise. Entre esses modelos, destaque tem sido dado a catalise intramolecular,
onde se pode mimetizar a proximidade e outras caracteristicas particulares dos
sistemas enzimaticos.

As aspirinas sao exemplos classicos de catalise intramolecular, onde o grupo
carboxilato possui uma catélise basica geral no ataque de uma molécula de agua
sobre o grupo carbonila do éster. Embora os aspectos dessa reacao ja tenham sido
bem compreendidos, ainda permanecem divergéncias quanto ao mecanismo
envolvido na reagdo com nucledfilos detentores de efeito a. Além disso, ha grande
interesse no estudo de reacdes envolvendo o ataque da hidroxilamina sobre centros
carbonilicos de ésteres, que ora se da pelo ataque do atomo de oxigénio, ora pelo

atomo de nitrogénio.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o mecanismo da reacdo entre a hidroxilamina e aspirinas
substituidas a fim de compreender o efeito catalitico intramolecular do grupo
carboxilato das aspirinas, bem como a importancia das diferentes formas de ataque

nucleofilico da hidroxilamina sobre o carbono carbonilico do éster.

Os..O
~C

oj( + NH,OH — -~ PRODUTOS
o)
X

X=H, Cl, F, MeO, NO,

Esquema 7

Objetivos Especificos

e Sintetizar e caracterizar as aspirinas substituidas;

® Determinar as constantes de velocidade das reacdes entre hidroxilamina e

aspirinas substituidas utilizando a técnica de espectroscopia no UV-Vis;

e Estudar o efeito isotopico do solvente (H.O/D.O) para as reagcdes entre

hidroxilamina e aspirinas substituidas;

® Determinar as quantidades formadas de N-acetilhidroxilamina e O-

acetilhidroxilamina na reagao entre hidroxilamina e aspirinas substituidas;

® Aplicar reagées lineares de energia livre no estudo mecanistico da reagéo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Equipamentos

Os pontos de fusao dos compostos sintetizados foram determinados em um
aparelho de chapa quente tipo FISHER-JOHNS, modelo MQAPF 301 da
MICROQUIMICA.

Os espectros de RMN 'H dos compostos sintetizados foram obtidos em um
espectrémetro de ressonancia magnética nuclear VARIAN modelo MERCURY PLUS
400 MHz utilizando TMS como referéncia interna e acetona deuterada como
solvente.

As medidas de pH nos procedimentos cinéticos foram realizadas em um
pHmetro digital HANNA modelo pH 200, calibrado previamente com solugbes padrao
pHs 4,00; 7,00 e10,00 (Carlo Erba).

Os espectros de UV/Vis bem como as medidas cinéticas foram obtidos em um
espectrofotometro HP8453, contendo um sistema de aquisicdo e tratamento de
dados cinéticos HP ChemStation versdao A.02.05. O espectrofotdbmetro estava
acoplado a um banho termostatico da Microquimica calibrado para 25,0+0,1 °C.

Foram utilizadas celas de quartzo de 3,5 ml de capacidade e 1 cm de caminho 6tico.
4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nas sinteses das aspirinas foram adquiridos
comercialmente e purificados previamente quando necessario. Nas medidas

cinéticas a pureza dos reagentes foi a maior disponivel comercialmente, ndo sendo

realizado nenhum procedimento para purificagao.

4.3 Sinteses

As aspirinas, H, 5-Cl, 5-F, 5-MeO e 5-NO, foram obtidas através do método
descrito abaixo.?® (Esquema 8)
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Esquema 8

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o &cido salicilico
substituido (21,7 mmol), o anidrido acético (52,5 mmol) e, lentamente, 2-3 gotas de
acido sulfarico concentrado. O frasco foi agitado para assegurar a mistura completa
e a agitacao foi continuada em banho-maria a temperatura de 50-60 °C durante 15
minutos. Apds esse tempo, adicionou-se 15 ml de 4gua gelada formando um residuo
sélido. Esse foi transferido para um béquer, ao qual foi adicionado 10 ml de etanol,
seguido de aquecimento a 50-60°C a fim de completar a dissolucao. Apds resfriar,
uma pequena quantidade de agua foi adicionada e o sistema mantido em repouso a
temperatura ambiente para formacao dos primeiros cristais do produto. Entéo, para
completar a cristalizagdo do produto a mistura foi resfriada em um banho de gelo e
agua (5-10 °C). A caracterizacao do produto foi realizada através do ponto de fusao
e RMN'H (Tabela 1).

Tabela 1 Ponto de fusdo e RMN'H para aspirina e aspirinas substituidas.

Composto Ponto de fusao RMN 'H, 400 MHZ, (CD5),CO
Aspirina 133-135 °C
(lit.?° 135)
5-Cloro-Aspirina 146-147 °C 08,0 (s,1H); 7,7 (d, 1H);
(lit.” 147-149) 7,2 (d, 1H); 2,3 (s, 3H)
5-Fluor-Aspirina 123-124°C 07,7 (s, 1H); 7,4 (d, 1H);
7,2 (d, 1H); 2,2 (s, 3H)
5-Metoxi-Aspirina 154-155 °C 07,5 (s,1H); 7,2 (d, 1H); 7,1
(lit.” 154-156) (d, 1H); 3,9 (s, 3H); 2,2 (s, 3H);
5-Nitro-Aspirina 153-154°C 08,8 (s, 1H); 8,5 (d, 1H);

(lit.” 153.5-154.5) 7,5 (d, 1H); 2,3 (s, 3H)
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4.4 Medidas cinéticas

4.4.1 Determinacao das constantes de velocidade

As determinagdes cinéticas foram realizadas em solugdo aquosa e
acompanhadas por espectrometria de UV/Vis em diferentes comprimentos de onda.
O pH durante as corridas cinéticas foi mantido com os seguintes tampodes:
CICH,COOH (pH 2,00-3,00); CH3COOH (pH 4,00-5,00); NHOH (pH 6,00-7,00); e
TRIS (pH 8,00-9,00).

As concentracdes dos substratos e os comprimentos de onda para as reagdes
de hidrélise estdo apresentados na Tabela 2. Para cada cinética foram adicionados
em uma cela de quartzo 3,0 ml de uma solugcao com forga iénica 1,0 (KCl) , as quais
foram deixadas termostatizar na temperatura desejada, 25°C. A reagao foi iniciada
pela adicdo de uma aliquota de 20 ul da solugcdo estoque de substrato em
acetonitrila. As reacées foram acompanhadas por no minimo cinco tempos de meia
vida, com uma média de 150 leituras de absorbancia. Para o estudo do efeito
isotépico do solvente (DoO) a temperatura foi mantida em 25,0 °C e o pD foi corrigido
considerando que pD = pHjigo + 0,4.%°

Tabela 2 Concentracdes dos substratos e os comprimentos de onda para as reagdes entre
hidroxilamina e aspirinas substituidas.

Substratos Conc. Inicial, M A, NM
5-Cl 1,33x10™ 309
5-F 1,33x10™ 305

H 1,33x10™ 297
5-MeO 1,33x10™ 319
5-NO; 6,67x107° 317

4.4.2 Quantificacao do produto acido N-acetilhidroxilamina

A quantificagao do produto N-acetilhidroxilamina foi realizada através de sua

complexacdo com Fe** por uma modificagdo do procedimento de Lipmann e Tuttle.*!
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Solugdes de 5 ml de hidroxilamina 0,5 M e 5 ml de aspirina 5,0 mM em 0,01 M
de tampé&o bis-tris foram termostatizadas a 25,0 °C e misturadas. Ao final da reagéo,
2,5 ml de uma solucao 10% de FeCl;.6H.O em 2,25M de HCI foi adicionado a uma
fracdo de 2,5ml da mistura reacional, formando um complexo entre o acido N-
acetilhidroxilamina e o Fe®* que absorve em 540nm. Com excecdo da 5-nitro-
aspirina, onde até adicdo da hidroxilamina houve formacdo de uma pequena
quantidade de &cido 5-nitro-salicilico, nas demais aspirinas substituidas nao houve
hidrélise dentro do tempo de dissolucdo e termostatizagdo. A concentracdo da 5-
nitro-aspirina foi determinada imediatamente antes da adicdo da hidroxilamina pela
quantidade de acido salicilico formado.

Desde que a adicdo de Fe® leva a formagdo de um complexo com os acidos
salicilicos, que absorve no mesmo comprimento de onda do complexo com N-
acetilhidroxilamina, as medidas na determinagdo de N-acetilhidroxilamina foram
descontadas das medidas dos complexos com acidos salicilicos como segue: uma
solucdo de 10,0 ml de aspirina 2,5 mM em tampao bis-tris 0,01 M foi deixada
termostatizar a 25,0 °C, 2,5 ml de uma solucao 10% de FeCl3.6H.O em 2,0 M de HCI
foi adicionado a uma fracdo de 2,5 ml da solucdo dos &acidos salicilicos, e as
absorbancias foram medidas em 540 nm.

Uma curva de calibragcdo foi construida utilizando anidrido acético e
FeCl3.6H,0. A partir de uma solucao de anidrido acético 1,0 M em acetonitrila, foram
preparadas solucdes entre as concentracdes 0,312 mM e 2,5 mM em hidroxilamina
1,0 M (pH=6,00). As solucdes foram deixadas termostatizar a 25,0 °C. Em seguida,
adicionou-se a 2,5 ml de cada uma dessas solu¢des 2,5 ml de uma solucdo 10% de
FeCl;.6H,0 em 2,25 M de HCI formando um complexo com o Fe*, o qual absorve
em 540nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao das constantes de velocidade das reacoes entre a

hidroxilamina e as aspirinas substituidas

Na Figura 1 estd apresentado um conjunto tipico de espectros de UV-Vis
para as reagdes entre a hidroxilamina e as aspirinas substituidas. Conforme indicado
pelas setas, observa-se o desaparecimento da banda em 270 nm que corresponde
ao consumo de 5-cloro-aspirina e 0 aparecimento em 309 nm que corresponde a

formagéo do produto acido 5-cloro-salicilico.

Abs

250 300 350 400
Comprimento de onda {nm)

Figura 1 Espectros sucessivos de UV-Vis, da reagdo entre a hidroxilamina e a 5-cloro-
aspirina em pH 6,00, a 25,0°C e u = 1,0 (KCI).

Na Figura 2 observa-se o aumento de absorbancia em funcao do tempo, no
comprimento de onda de 309 nm, para a reag¢do entre a hidroxilamina e a 5-cloro-
aspirina. A cinética é tipica de primeira ordem em relagdo a concentracdo de

substrato organico.
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Figura 2 Absorbancia em 309 nm versus o0 tempo para a reacao entre a hidroxilamina e a
5-cloro-aspirina, pH 6,00, a 25,0 °C e u = 1,0 (KCI).

Na Figura 3 estdo apresentados os efeitos do aumento da concentracao de
hidroxilamina sobre as constantes de velocidade observadas (ko.ps) para as reacdes
com as aspirinas substituidas. Com excecao da 5-nitro-aspirina, observa-se que os
resultados ndo sao lineares em toda a série de concentracdes. Até 0,12 M de
concentragdo da espécie neutra da hidroxilamina ha uma dependéncia linear,
passando a exibir um perfil de segunda-ordem com o aumento da concentragao.

A dependéncia de segunda ordem em relacdo a hidroxilamina indica que o
ataque de uma molécula de hidroxilamina sobre o grupo carbonila dos ésteres pode
ser ajudado por uma segunda molécula de hidroxilamina. A participacdo de uma
segunda molécula pode ser através de catalise basica geral ou ainda por catalise
acida geral. Evidéncias precisam ser coletadas para elucidar essa questao.
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Figura 3 Constantes de velocidade observadas em fungao da concentragdo da espécie
neutra da hidroxilamina para as reagdes com as aspirinas substituidas, pH 6,00, a 25,0 °C e
u = 1,0. As linhas correspondem ao ajuste teérico de acordo com a Equacao 5.

O calculo das constantes de velocidade, considerando a participacdo de uma
ou duas moléculas de hidroxilamina, foram obtidos por método iterativo nao-linear

utilizando a Equacao 5.

kobs = ko + kN1[NHZOH]

na Equacdao 5, em um dado pH, k, corresponde a constante de velocidade

2
neutra + kNZ[NHon]neutra (5)

observada para a reagcdo em agua, kni € kn2 as constantes de segunda e terceira-
ordem na presenca de hidroxilamina. Os valores de k, foram obtidos na literatura™ e

os valores calculados para kyi € knz estao na Tabela 3.
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Tabela 3 Valores de ko, kni € ke para as reagdes entre a hidroxilamina e as aspirinas
substituidas, pH= 6,0; 25,0 °C e pu = 1,0 (KCI).

Aspirina k,/10° s™ kni /102 M7's? kno/ 103 M2 s™
5-MeO 2,20 11,0 40,8
H 2,64 18,4 38,0
5-F 2,64 19,3 29,3
5-Cl 2,86 41,2 58,7
5-NO; 5,57 790,0 -

As constantes de velocidade para as reagdes das aspirinas com
hidroxilamina, quando comparadas com as reacdes de hidrélise das mesmas, séao
aproximadamente 10° a 10° vezes maiores.

O substituinte nitro na posi¢cao 5 provoca um aumento de aproximadamente
43 vezes em relagao a aspirina nao substituida, enquanto o substituinte métoxi na

mesma posi¢do diminui em aproximadamente 2 vezes a velocidade da reacao.

5.2 Efeito do pH nas reacoes entre a hidroxilamina e as aspirinas
substituidas

Na Figura 4 esta apresentada a curva de perfil de pH (pH versus logkops) para
as reagdes entre a hidroxilamina e as aspirinas substituidas entre os pHs 2,0 e 9,0.
Esse perfil pode ser dividido em duas regides distintas de acordo com a constante
de dissociacdo da forma protonada da hidroxilamina (pKa = 6,06%): (i) a que
correspondente ao patamar, entre pH 7,0 e 9,0, onde a concentragcdo da espécie
neutra da hidroxilamina, bem como da espécie anidnica das aspirinas sdo maximas;
e (i) entre 2,0 e 7,0, onde a concentracdo da espécie neutra da hidroxilamina
diminui e a reagao passa a exibir o perfil da reacdo somente em agua. Desse modo,
as linhas tedricas observadas na Figura 4 foram obtidas do ajuste néao-linear
utiizando a Equacao 6, deduzida a partir do Esquema 9. Os valores de cada
constante estao apresentados na Tabela 4.
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Figura 4 Logaritmo da constante de velocidade observada, ks, €m fungdo do pH, para as
reacdes entre as aspirinas substituidas e [NH,OH], = 0,3M, a 25,0 °C, e u = 1,0 (KCI). As
linhas correspondem aos ajustes tedricos de acordo com a Equacao 6.

Kabs = (K" + K" INHLOHIX s o0 Hoans + (K" + K" [INHLOHI vy 01 )X, 05 (6)

onde, k1" e k2" correspondem, respectivamente, a reagdo da forma neutra e anidnica

das aspirinas em agua e k" e k2", a reacdo na presenca de hidroxilamina neutra.
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Tabela 4 Valores de k" ,k." , ki e ko correspondentes ao ajuste tedrico da curva de perfil
de pH (pH versus logkys) para as reacoes entre a hidroxilamina e as aspirinas substituidas.

Aspirina K"/10°M's"  K"/10°M's"  KN/102PMTsT KN/10P M7 ST

H 3,14 2,59 28,3 2,17
5-Cl 17,4 2,90 48,0 6,50
5-F 100 70,0 3,39 3,30

5-NO, 2600 500 199 86,0

5.3 Efeito isotépico das reacoes entre a hidroxilamina e as
aspirinas substituidas

A observacao do efeito isotopico cinético, uma alteracdo na velocidade de
uma reacao quimica provocada pela substituicido de um atomo em um reagente por
um isétopo mais pesado, facilita a identificacdo das quebras de uma ligagdo na
etapa determinante da velocidade.?



27

As constantes de velocidade observadas para determinacdo do efeito
isotépico do solvente (H-O) foram obtidas em agua, pH 8,50 e em DO, pH 8,10. Os
valores obtidos para o efeito isotépico do solvente (ku2o / kp2o) estdo listados na
Tabela 5.

Tabela 5 Valores de efeito isotopico do solvente (kuo / kpeo) para as reagdes entre a
hidroxilamina e as aspirinas substituidas, pH(D) = 8,5; [NH,OH],= 0,15M, a 25,0°C e n = 1,0
(KCI).

Aspirina ku / kp
5-Cl 1,68 £ 0,12
5-F 1,70 £ 0,08

H 1,75+ 0,09
5-NO. 1,35+0,15

Os resultados para efeitos isotopicos do solvente mostram que a reacao é
mais rapida em H,O. O efeito pode ser explicado pela existéncia de catalise basica
geral na etapa determinante da velocidade da reacdo entre uma hidroxilamina e as
aspirinas substituidas. Uma vez que, em solvente deuterado os &atomos de
hidrogénio da hidroxilamina sao substituidos por &tomos de deutério. Possivelmente,
ocorre uma modificacdo significativa na energia do ponto zero dos reagentes, a qual
€ menor para N-D do que para N-H. Devido a isso, a energia de ativacao € maior

para o rompimento N-D do que para o rompimento N-H.

5.4 Estudo das proporcoes de ataque pelos atomos de nitrogénio e
oxigénio. Quantificacao do produto N-acetilhidroxilamina

As reagdes entre hidroxilamina e acetatos de fenila substituidos podem
ocorrer pelo atague dos atomos de nitrogénio ou oxigénio, formando
respectivamente as N- ou O-acetilhidroxilaminas e os fendis correspondentes.*

Como descrito anteriormente, as proporcoes de ataque pelos grupos -NH; ou
-OH foram avaliadas pela quantificacdo do produto N-acetilhidroxilamina, o qual
forma complexos estaveis com Fe**, que absorvem em 540 nm.

Nesse estudo, diferentes quantidades de N-acetilhidroxilamina foram

formadas dependendo do substituinte nas aspirinas substituidas, sendo as
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proporcoes de produto muito superiores aquelas das reacdes de hidroxilamina com
os acetatos de fenila correspondentes (Tabela 5). Utilizando a quantidade de N-
acetilhidroxilamina e as constantes de segunda-ordem (ky¢) obtidas no mesmo pH é
possivel calcular as constantes individuais para o ataque dos atomos de nitrogénio e
oxigénio sobre o grupo carbonila das aspirinas substituidas (Tabela 6).

Tabela 6 Rendimento de N-acetilhidroxilamina (NAH) e valores de constantes de velocidade
para a reacao entre hidroxilamina e as aspirinas substituidas. Entre parénteses estdo os
dados para as reagdes dos acetatos de arila.*®

Aspirina % NAH KN/103 Ms™ Kk°/10° M'.s™
5-MeO 90 9,9 1,1
H 80 (4) 14,7 (0,278) 3,7 (6,8)
5-F 81 15,6 3,6
5-Cl 95 (3) 39,1 (0,807) 2.1 (26,1)
5-NO, 94 (18) 7425 (70,9) 47,0 (323)

A comparacdo entre os resultados das aspirinas e acetatos de fenila
substituidos mostra que o ataque do atomo de nitrogénio da hidroxilamina é
favorecido nas aspirinas por fatores de 53 vezes para aspirina, 49 vezes para 5-
cloro-aspirina e 10 vezes para 5-nitro-aspirina, enquanto que o ataque do oxigénio &

inibido em comparacao com os acetatos de fenila.

5.5 A equacao de Hammett

Como parte do estudo do mecanismo das reacOGes entre aspirina e
hidroxilamina, avaliou-se o efeito do substituinte em posicdo para em relacdo ao
éster utilizando a correlagdo de Hammett (Equacao 2). O gréafico esta representado
na Figura 5, onde os valores das constantes de velocidade de segunda ordem
referem-se as constantes individuais para a reag¢do do grupo NH; da hidroxilamina e

os valores de ¢ ~ foram obtidos da literatura.?’
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Figura 5 Grafico de Hammett para as reag¢des entre hidroxilamina e aspirinas substituidas.

O valor de p obtido para a reagcdo das aspirinas substituidas com
hidroxilamina foi de 1,29; demonstrando que grupos elétron-retiradores aumentam a
velocidade das reagdes aqui estudadas.

Pode-se observar que o grupo nitro provoca um aumento na constante de
velocidade de aproximadamente 50 vezes, entretanto o acetato de p-nitrofenila®
reage com hidroxilamina aproximadamente 255 vezes mais rapidamente que o
acetato de fenila. Isso, provavelmente uma conseqiéncia do efeito oposto dos
substituintes sobre os grupos carboxilato e éster. Entdo, se o grupo carboxilato da
aspirina esta envolvido no estado de transi¢cdo, um substituinte na posicao 5 afetara
ambos o0s centros: o grupo carboxilato e grupo éster da aspirina. E possivel separar
esses efeitos utilizando a equacgao de Jaffé. (Equacao 4).

O gréfico de Jaffé, apresentado na Figura 6, foi construido utilizando o
método de regressao multilinear com programa Origin 7.5. A equacao utilizada foi do
tipo Y = A + XiB1 + XoB2 + X3B3 + ... + X;\By.

Assim como na equacado de Hammett, as constantes de velocidade utilizadas

foram relativas ao ataque do atomo de nitrogénio e os valores de Gmeta € Gpara fOram
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obtidos da literatura®'. Uma vez que a utilizagdo de o para NA equacado de Jaffé ndo

fornece uma boa correlagéo, foram utilizados valores de 6 para -

— 5-NO
1,6 Prenol = 1,46 2
Pcido = -0,51
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Figura 6 Gréfico de Jaffé para as reag¢des entre hidroxilamina e aspirinas substituidas.

O valor de p ., Obtido para a reagéo das aspirinas com o grupo NH2 da

hidroxilamina foi de 1,46, indicando um estado de transicdo onde a quebra da
ligacdo C-O é de aproximadamente 65% ((1,46/2,23)x100). Logo, ndo deve ocorrer
formacao de um intermediario tetraédrico e a reacao deve ser do tipo concertada.

(Esquema 10)



31

S ¥
oo floH
0
X O

Esquema 10

O valor de —0,51 para p, ,, demonstra uma diminuigdo da carga negativa no

carboxilato, o que é consistente com um mecanismo no qual o carboxilato atua como
catalisador basico-geral intramolecular. Além disso, um valor semelhante foi

observado para a hidrélise de aspirinas (-0,52).”
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6 CONCLUSOES

A analise dos efeitos do aumento da concentracao de hidroxilamina sobre as
constantes de velocidade observadas (k.,s) para as reacbes com as aspirinas
substituidas mostra que os resultados nao sao lineares em toda a série de
concentracdes, com excecado da 5-nitro-aspirina, sugerindo que as reacdes exibem
um comportamento de segunda-ordem em relacdo a hidroxilamina, para
concentragdes maiores que 0,1 M.

Os efeitos isotdpicos do solvente (ku2o / kp2o) apresentaram valores na faixa
entre 1,35 e 1,75, mostrando que a reacao é mais rapida em H,O. Esse efeito pode
ser explicado pela existéncia de catalise basica geral na etapa determinante da
velocidade da reagdo entre uma hidroxilamina e a aspirina substituida, onde a
ligacédo nitrogénio-deutério € mais dificil de ser rompida quando comparada a ligacao
nitrogénio-hidrogénio.

Em relacdo a ambigilidade do ataque nucleofilico da hidroxilamina sobre o
centro carbonilico dos ésteres das aspirinas, os resultados de quantificacdo do
produto N-acetilhidroxilamina fornecem evidéncia importante de que o ataque da
hidroxilamina sobre aspirinas se da preferencialmente pelo atomo de nitrogénio.
Enquanto que nos acetatos de fenila correspondentes se da pelo atomo de oxigénio
da hidroxilamina. Esses fatos sugerem que o grupo carboxilato das aspirinas possui
um efeito especial, catalisando o ataque da forma neutra. O fato de ndo observar
uma catalise semelhante para o ataque pelo grupo OH, pode ser explicado
assumindo que a forma dipolar iénica da hidroxilamina (*NH3;O") é responsavel pelo
ataque via grupo OH, conforme proposto recentemente para fosfatos organicos. **

A correlagao de Jaffé indica diminuicdo da carga negativa no carboxilato e um
estado de transicio onde a quebra da ligacdo C-O no grupo éster é de
aproximadamente 65%. Dessa forma, ndo deve ocorrer formacao de intermediario e
a reacgao é do tipo concertada.

Os resultados desse trabalho sugerem que o grupo carboxilato das aspirinas
substituidas atua como catalisador base-geral no ataque da hidroxilamina sobre a
carbonila do éster (Esquema 11).
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As perspectivas verificadas nesse trabalho sao entusiasticas e os resultados
obtidos adicionam observagdes importantes a literatura. Outros experimentos estao
sendo realizados para determinagdo das constantes cinéticas das reacbes das
aspirinas substituidas com os derivados metilados de hidroxilamina (MeNHOH,
Me>NOH e NH>,OMe), o que possibilitara a constru¢cdo de uma série de correlacoes
de Jaffé e Bronsted e a delineacao de uma proposta mecanistica mais sélida. Além
disso, para completar esse estudo, ha interesse na realizacdo de calculos teéricos

que também contribuirdo a explicacado do mecanismo dessas reacgodes.
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