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RESUMO

Os ésteres de fosfato possuem uma grande importancia biolégica por
estarem presentes nas estruturas do DNA e RNA, porém acabam sendo
utilizados em agrotoxicos, pesticidas e até mesmo em armas quimicas. Devido
a sua estrutura estavel, a decomposicdo de alguns derivados pode levar anos,
sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que
acelerem a degradacédo desses compostos.

Um caminho seria a utilizacdo de nucleofilos detentores do efeito alfa,
que possuem um par de elétrons ndo compartilhados no 4tomo adjacente ao
centro nucleofilico, e por sua vez apresentam reatividade maior quando
comparados aos nucledfilos de mesma basicidade.

Neste trabalho, foram estudadas as rea¢des que envolvem o ataque
nucleofilico de oximas no triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), com
destaque particular para a oxima fenil-2-(hidroximino)acetamida (Oxima-1) e a
Pralidoxima, que podem ser consideradas como potentes agentes de
detoxificacdo quimica para intoxicacdo provocada por compostos
organofosforados. Além disso, a Oxima-1 apresenta um aumento significativo
na velocidade da reacdo na presenca de CTAB, devido as fortes interacdes
presentes entre o substrato DEDNPP e a oxima na interface micelar.

Os parametros cinéticos obtidos sugerem que a hidrdlise do triéster
DEDNPP ocorre via mecanismo tipo concertado com carater associativo e o
estudo de RMN efetuado comprova a obteng&o dos produtos 2,4-dinitrofenolato

e dietilfosfato, com possivel degradacédo rapida dos intermediarios.

Palavras chave: oximas, éster de fosfato, alfa nucledfilos, desfosforilacéo.



1 - INTRODUCAO

Os ésteres de fosfato estédo presentes em diversos processos industriais,
dentre eles na fabricacdo de agrotoxicos e compostos utilizados como armas
quimicas. Além disso, apresentam grande importancia em sistemas biol6gicos
e participam das ligagbes que mantém a estrutura do DNA extremamente
estavel.

Dessa maneira, surge o interesse nos estudos que envolvem a clivagem
dos ésteres de fosfato de maneira efetiva, uma vez que a degradacédo desses
compostos representa uma solucdo para eliminar armas quimicas
armazenadas em diferentes locais, além de compostos que possam ser
utilizados como agrotoxicos. Estes compostos, em geral, atacam o sistema
nervoso central inibindo a enzima acetilcolinesterase. No entanto, as reacfes
de transferéncia do grupo fosforila sdo extremamente desfavoraveis em
condi¢cdes normais no meio ambiente, principalmente devido a estabilidade das
ligacdes C-O-P.

Sendo assim, uma estratégia que pode ser considerada vantajosa,
consiste na utilizacdo de nucledfilos detentores do efeito alfa, os quais
possuem uma reatividade maior daquela observada com nucledfilos normais de
mesma basicidade, promovendo incrementos nas constantes de velocidade de
reacoes de desfosforilacédo, principalmente quando incorporados em sistemas

micelares.



2 — REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Esteres de fosfato

Os ésteres de fosfato abrangem uma categoria de compostos bastante
ampla, podendo ser classificados como mono-, di- e triésteres de acordo com o
namero de substituintes (Figura 1). Os monoésteres de fosfato apresentam
reatividade diferenciada em funcdo do pH do meio, uma vez que, além da
forma neutra, podem formar espécies carregadas negativamente, formando
monoanions ou dianions. Uma situacdo semelhante acontece com os diésteres
de fosfato, os quais podem apresentar-se em forma neutra ou como

monoanions.t
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Figura 1. Representacdo estrutural para os trés diferentes tipos de ésteres de
fosfato derivados do acido fosforico.

Os mono- e diésteres de fosfato apresentam uma alta estabilidade, visto
que as cargas negativas presentes nas espécies desprotonadas dificultam o
ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo.? Estes compostos estdo
largamente presentes na natureza e tornam-se essenciais em processos
bioldgicos. Os diésteres, por exemplo, estédo presentes nas estruturas do DNA
e RNA, os quais sdo responsaveis pelo transporte e armazenamento de
material genético, enquanto que 0s monoésteres estao presentes em reacdes

de sinalizacdo celular.®** Além disso, os triésteres de fosfato apresentam



grande aplicacdo no ambito industrial, como retardadores de chamas,
pesticidas, armas quimicas utilizadas na guerra, entres outras.”

A alta estabilidade atribuida aos ésteres de fosfato deve-se a alta
estabilidade das ligacbes C-O-P, que permite que estes compostos apresentem
certa resisténcia & degradacao pela acdo do ar, 4&gua e outros agentes.® Sendo
assim, uma alternativa utilizada com a finalidade de degradar tais compostos,
faz uso de nucledfilos detentores do efeito alfa, os quais possuem reatividade
superior aos nucledfilos normais da mesma basicidade, e promovem um

aumento significativo da velocidade de reac&o.®

2.2— Nuclebfilos alfa

O efeito alfa pode ser descrito como um aumento da reatividade
apresentada por um centro nucleofilico que tem como vizinho um atomo com
pares de elétrons livres, quando comparado com um nucledfilo normal e com
mesmo valor de pKa.’ A hidroxilamina, o fon hidroperéxido, os &cidos
hidroxamicos e a hidrazina sdo alguns exemplos de nucledfilos que

apresentam o efeito alfa, Figura 2.

Nucledfilos com efeito o }{—Y:
Hidroxilamina HoN—OH
. . e
Hidroperoxido HO-0O
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Hidroxamicos NHOH
Hidrazina HoN-NH,

Figura 2. Férmula estrutural condensada para alguns nucledfilos detentores de
efeito alfa.



A origem do efeito alfa pode ser atribuida a trés fatores:

(1) ao aumento da nucleofilicidade pelo aumento da densidade
eletrbnica no centro da reacédo, devido aos pares de elétrons
presentes no atomo na posicao alfa (a);

(i) a compensacgdo eletrbnica por ressonancia pelos pares de

elétrons no atomo adjacente,® conforme ilustrado na Figura 3.

O (+) _l
X=Y---S---L ~—>  X=Y---S---L
/ \ / \

Figura 3. Modelo representativo da doacao de elétrons do &tomo adjacente.

(iii) a desestabilizacdo do estado fundamental, devido a repulséo
proveniente da ocupagdo dos orbitais pm dos atomos
adjacentes, acarretando em um aumento de energia do orbital
HOMO que participa da reagdo. Devido a este aumento do
nivel de energia, o orbital HOMO reage eficientemente com o
centro eletrofilico, causando assim uma diminuicdo na repulsao

existente nos orbitais ptr, aumentando a reatividade.®

2.3 — Reac0Oes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato

A reacdo de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato pode
acontecer por atague no atomo de fosforo (P) ou, alternativamente, por ataque

no atomo de carbono (C) alifatico ou aromatico, como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4. Mecanismos para substituicdo nucleofilica de ésteres de fosfato.

Na reacdo ‘a’ ocorre quebra da ligacdo C-O, uma vez que nas ligacOes
P-O-C, o carbono esta reagindo como eletréfilo, fazendo com que o grupo
fosfato seja substituido pelo nucleéfilo, formando as espécies R-Nu e 0 acido
fosforico. Em ‘b’ ocorre a quebra da ligacdo P-O, por meio do ataque
nucleofilico no atomo de fésforo, com a substituicdo do grupo R-O™ pelo Nu. E
importante comentar que a reagédo ‘a’ ocorre preferencialmente em pH’s baixos,
enquanto a reacao ‘b’ ocorre preferencialmente em pH’s mais elevados, em
decorréncia das espécies formadas no equilibrio de protonacado do substrato .*°

Para o mecanismo que envolve a ruptura da ligacdo P-O, é necessério
distinguir trés caminhos reacionais diferenciados, que podem ser
convenientemente representados no diagrama de More O’Ferral - Jencks
(Figura b).
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Figura 5. Representagao do diagrama de More O’Ferrall - Jencks.

Conforme discutido detalhadamente na literatura, a partir do diagrama

acima, trés mecanismos podem ser identificados.*



a. Coordenadas R-S-P: mecanismo dissociativo do tipo Sy1 (Dy +An) que
ocorre em duas etapas, sendo a primeira etapa a determinante da
velocidade da reacdo. Esse mecanismo passa pela formacdo de um
intermediario, o ion metafosfato (POj3), seguido pelo ataque
nucleofilico para a formacgéo dos produtos.

b. Coordenadas R-Q-P: mecanismo associativo (Ay + Dy) que ocorre em
duas etapas, adicdo do nucledfilo seguida de eliminacédo do grupo de
saida, além da formacao de um intermediario pentacoordenado.

c. Coordenadas R-P: mecanismo concertado (AnDn) que ocorre em
apenas uma Unica etapa, com adicdo do nucledfilo acoplada com a
eliminacdo do grupo de saida de maneira sincrénica, sem passar por

intermediarios.

Os mecanismos pelos quais as reacOes de transferéncia do grupo
fosforila acontecem dependem de fatores tais como pK, do grupo de saida,
nucleofilicidade do reagente e pH do meio. De maneira geral, di- e triésteres de
fosfato seguem um mecanismo do tipo associativo, que pode ser do tipo
sincrénico AyDy ou acontecer através da aresta Q, ou seja, passando por um
intermediario pentacoordenado. Os monoésteres de fosfato, especialmente
como dianions, tendem a reagir por um mecanismo dissociativo, passando por
um intermediario metafosfato, que corresponde ao lado oposto do

diagrama.*?*?

2.3.1 - Reacdes de Oximas com Esteres de Fosfato

Oximas s&o compostos organicos que possuem formula geral
RR"C=NOH e apresentam duas classificacfes: (i) quando R ou R’ sdo atomos
de hidrogénio, sdo chamadas de aldoximas; (ii) quando R e R’ sdo cadeias

e/ou substituintes organicos, sdo chamadas de cetoximas (Figura 6).**
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Figura 6. Representacao geral de aldoximas e cetoximas.

Por serem bons nucledfilos e possuirem o efeito alfa, as oximas séo
bastante utilizadas em reacdes detoxificantes como antidotos contra o
envenenamento por agentes neurotéxicos, como os triésteres de fosfato.™
Porém, em muitos casos, as oximas ndo possuem efeito significativo na
degradacdo de ésteres de fosfato em meio aquoso, necessitando entdo a
utilizacdo de surfactantes catibnicos que aumentam significativamente a
velocidade de degradacdo dos ésteres.’® Este fendmeno serd discutido a
continuagao apresentando o modelo de pseudofases, que descreve as diversas

interacdes existentes na interface micelar.!’*®

2.4 — Catélise micelar

Alguns compostos sao chamados de detergentes, surfactantes ou
agentes tensoativos, por possuirem grupos idnicos ou polares (regido
hidrofilica) ligados a cadeias de hidrocarbonetos (regido hidrofébica).
Dependendo da natureza da carga apresentada na estrutura dos grupos
polares, esses surfactantes podem ser classificados como aniénicos,

catiénicos, neutros ou zwiteriénicos (Tabela 1).



Tabela 1. Exemplos de surfactantes.

Tipo Nome Estrutura

Catidnico CTABr

Anidnico sSDS

MNeutro Triton X-100

Zwiteriénico 5B3-12

Dependendo da polaridade do meio reacional em que se encontram, 0s
surfactantes podem formar agregados que sdo denominados micelas
(Figura 7). Em solucdes aquosas os sistemas micelares formados possuem a
propriedade de solubilizar substancias que geralmente ndo sédo sollveis em
dgua. Da mesma forma, em solventes orgéanicos, sao formadas micelas

reversas que permitem dissolver substancias polares em solventes organicos.*®

Meio Aquoso Solvente Orgéanico

RACAS

.M.\'

IR

(a) (b)

Figura 7. Representacao geral de micela: (a) normal (formada em solucbes
aguosas) e (b) reversa (formada em solventes organicos).

Devido a organizagéo do sistema micelar, pode-se dizer que as micelas
atuam como um micro-reator e promovem um aumento da velocidade de

algumas reacdes quimicas,?® na medida em que 0s compostos organicos sao



atraidos para a cavidade micelar por interacées hidrofébicas e eletrostaticas.?
Dentre os modelos propostos, o modelo de pseudofase e troca ibnica descreve
de forma simples as reag¢fes de hidrolise alcalina de ésteres de fosfato na

presenca de micelas catidnicas.?

K
Sw St= Sy
Pseudofase + + Pseudofase
Aquosa Ky Micelar
NW _—f NIVI
kzw[ Ko
Produtos Produtos

Figura 8. Representacdo do modelo cinético de pseudofases.

O modelo considera uma distincdo entre a fase aquosa e micelar,
conforme ilustrado na Figura 8, onde duas reacfes distintas sdo consideradas:
(i) reacao na fase aquosa (kyy); € (ii) reacao na fase micelar (ko). Além disso,
os termos Ks e Ky representam as constantes de associacdo na micela do
substrato e do nucledfilo, respectivamente. %

Dessa maneira, surge o interesse de se estudar a degradacdo de
compostos organofosforados na presenca de micelas combinadas com

nucledfilos potentes detentores do efeito alfa.



3 — Objetivos

3.1 — Objetivo geral

O presente trabalho apresenta como objetivo principal estudar a reacéo
de transferéncia do grupo fosforila do triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato

(DEDNPP), através das reacdes envolvendo diferentes oximas.

oya
N O
H

Oxima-1

02N | o
i N 2,4 dinitrofenolato
,FI’—OEt + | X" SNOH — +
© OEt = outros produtos
NO,
Pralidoxima

HON  CHs

H,;C @]
Diacetilmonoxima

3.2 — Objetivos especificos

e Acompanhar as reacfes entre as oximas e o DEDNPP por
espectroscopia UV-Vis, através da formacdo do produto 2,4-
dinitrofenolato;

e Avaliar os efeitos da temperatura, do pH e da concentracdo de
surfactante na reacdo e verificar o efeito isotopico do solvente nestas
reacoes;

e Identificar os produtos e possiveis intermediarios da reacéo utilizando
técnicas de espectroscopia de UV-Vis e RMN *H.



4 - METODOLOGIA

4.1 Equipamentos

As medidas cinéticas foram realizadas com o auxilio de um
espectrofotometro Cary 50, acoplado a um banho termostatico Microquimica,
modelo MQBTC99-20, e a um microcomputador, contendo sistema de
aquisicdo e tratamento de dados CaryWinUV 3.00. Para todas as medidas
foram utilizadas cubetas de quartzo com capacidade de 3,5 mL e 1,0 cm de
caminho 6tico.

Os calculos realizados para os ajustes de dados cinéticos foram feitos
no programa de computagdo ORIGIN versédo 8.0. As medidas de pH foram
realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado a 25°C com solugcdes
padrdes pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). Para as medidas em D,0 a 25°C,

os valores de pD foram corrigidos utilizando a Equacéo 1.
pD=pH+0,4 (2)

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear de *H foram realizadas
em um espectrometro Varian Mercury Plus 200-MHz. Como referéncia interna

para o RMN *H foi utilizado o 3-(trimetilsil) propionato de sédio (TMSP).

4.2 — Reagentes

O substrato dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi preparado de
acordo coma metodologia descrita por Moss e Ihara.?*

A Oxima-1 foi sintetizada na UFRJ no grupo de pesquisa do Professor
Angelo da Cunha Pinto, de acordo com o método descrito na literatura.?

A agua deuterada (D,0) foi adquirida da empresa TediaBrasil, com grau
de pureza rotulado em 99,9%. O NaOD (40%) e o DCI(37%) foram adquiridos
da Aldrich e utilizados como recebidos. Os demais reagentes foram adquiridos



da Aldrich, Carlo Erba, Merck, Acros e Vetec, e tratados com técnicas

adequadas quando necessério.

4.3 — Medidas Cinéticas

As reacdes foram iniciadas com a adicdo de uma aliquota de 30 uL da
solucdo estoque 5,0x10° mol.L™* de DEDNPP em acetonitrila (estocada em
freezer) a 3 mL da solugdo tamponada contendo excesso do nucledfilo em
cubetas de quartzo termostatizadas na temperatura desejada. Dessa forma, a
concentracdo do substrato nas reacdes serd 5x10™° mol.L™, assegurando
condicbes de pseudo-primeira ordem. Os pHs das medidas cinéticas foram
mantidos com o0s seguintes tampdes: Bis-Tris (pKy 6,5), Tris (pKa 8,25) e
bicarbonato de potassio (pKs 9,5).

As reacdes entre DEDNPP e as diferentes oximas foram acompanhadas
pelo aparecimento do produto 2,4-dinitrofenolato (DNP) em 400 nm. A partir
dos gréficos de absorvancia em funcdo do tempo, foram determinadas as
constantes de velocidade observadas.



5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 — Titulacdo da Oxima-1 na auséncia e presenca de micela

Como etapa prévia para um estudo cinético foi necessario conhecer o
comportamento das concentracfes da espécie anidnica e neutra conforme a
variacdo do pH do meio. Sendo assim, determinou-se 0 pK, da Oxima-1
representada no Esquema 1, por meio de titulacdo espectrofotométrica, na

auséncia e presenca de meio micelar catiébnico de CTABT.

NOH -
_ oK, _NO
N O N O
H H

Ox Ox -~

Esquema 1

A titulacdo foi realizada acompanhando a mudanca de absorvancia da
espécie protonada na regido do espectro com Amsx préximo a 280 nm. Os
dados de absorbancia obtidos foram tratados com o auxilio do programa
ORIGIN 8.0, obtendo-se entdo o grafico apresentado na Figura 9, que foi

ajustado através das equacdes 2, 3 e 4, onde A é a concentracdo da oxima

protonada, B & a concentragdo da oxima desprotonada, Yox € a fracdo molar

das espécies protonadas e yox- € a fragdo molar das espécies desprotonadas.



0804 ™ Oxima-1 em H20
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Figura 9. Grafico de absorvancia em funcdo do pH, obtido por meio da
titulagdio espectrofotométrica da Oxima-1 (5x10™” mol L) na auséncia (m) e
presenca de micela (#) (CTABr 0,01 mol L™). A linha sélida representa o ajuste
realizado pelo programa ORIGIN 8.0.

Abs=Axox+Bxox- 2)

B 1 3)
Xox = 771 9(pH-pKa)

_ 1 (4)
"1 4+ 10(®Ka—pH)

Xox™

Obteve-se um valor para o pK, de (i) 9,34 = 0,009 na auséncia de
micelas e (ii) 7,80 £ 0,018 na presenca de micelas. Percebe-se que na
presenca de micelas o valor de pK, obtido foi menor, o que provavelmente &
explicado pela incorporagdo da oxima na micela, onde o pH € muito maior que
em solugdo, o que desloca o equilibrio do (Esquema 1) para o lado que
favorece a formacdo da espécie desprotonada (Ox’), observando-se assim um
aumento na acidez.

Além disso, o valor de pK, obtido para a oxima em estudo foi menor do

gue o valor presente na literatura para oximas similares (pKs=15),



provavelmente devido a presenca do anel aromatico e do grupo carbonila que

gera uma maior estabilizaco da carga negativa na espécie anionica.?

5.2 — Reacdo entre a Oxima-1 e o DEDNPP: Estudos de 'H RMN

Para caracterizar os produtos da reacdo entre o triéster DEDNPP e
Oxima-1 esta foi monitorada por espectroscopia de *H RMN, apresentado na
Figura 10 e os deslocamentos para as espécies detectadas estao
apresentados na Tabela 2.
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Figura 10. Espectros sucessivos de *H RMN obtidos para reacdo da Oxima-1
(0,01M) com DEDNPP (5x10°M), pH 10 em D,O/CD3sCN (90:10) a 25°C.
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Tabela 2. Dados de H RMN para os produtos da reacdo entre DEDNPP e
Oxima-1.

Composto o (ppm)

Oxima 7,65 (s,1H,CH); 7,50 (dd,2H,Ar); 7,43 (t,2H,Ar); 7,24 (t,1H,Ar)

DEDNPP 1,38 (t,6H,CH3), 4,39 (q,4H,CH,), 7,80 (dd,1H,Ar), 8,64
(dd,1H,Ar), 9,03 (dd,1H,Ar)

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

DEtP 1,26 (t,6H,CHj3), 3,93 (q,4H,CH,)

Os espectros obtidos evidenciam a obtencéo dos produtos mostrado no
Esquema 5. A Figura 16 mostra: (i) houve um consumo do DEDNPP logo nos
primeiros 5 min de reacdo, evidenciado pelo desaparecimento de picos
caracteristicos; (ii) aparecimento dos sinais do DNP e Dietil-fosfato (DEtP),
comprovando a reacdo de hidrélise do triéster. Vale ressaltar que ndo foi
possivel a deteccdo de intermediarios da reacdo, provavelmente por se
degradarem rapidamente e devido a baixa solubilidade do substrato em agua.

Sabendo entdo que o produto da reacdo é 2,4-dinitrofenolato, o restante
dos estudos cinéticos foram realizados acompanhando o aparecimento deste

produto.

5.3 — Efeito Isotopico e parametros de ativagéao

Com a finalidade de se detalhar o estudo das reacBes com o triéster
DEDNPP, avaliou-se o efeito da temperatura e efeito isotdpico cinético, no
patamar de perfil de pH (Figura 12). Sendo assim, € possivel obter
informac0des a respeito da natureza do estado de transicao.

As reacdes entre a Oxima-1 e o DEDNPP foram acompanhadas em
diferentes temperaturas (25 a 55°C). Dessa maneira, obteve-se um gréafico que
relaciona a constante de velocidade observada (Kqps) em fungéo do inverso da
temperatura (Figura 11), o qual foi ajustado de acordo com a Equacdo de
Eyring. (Equacgéo 5)
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Figura 11. Gréfico da equacdo de Eyring da hidrélise do triéster DEDNPP
(5x10™ mol L), na faixa de temperatura de 25 a 55°C e [Oxima-1] = 0,001 mol
L, em pH 10,5. A linha sélida representa o ajuste realizado pelo programa
ORIGIN 8.0.

Kobs kgy AS* AH* /1 (5)
n(5) = ()= &)
T h/" R R \T

Nesta equacao o termo Kg representa a constante de Boltzman (1,38 x
10 J K™), o termo h representa a constante de Planck (6,63 x 10%* J s) e o
termo R a constante dos gases (1,98 cal mol™ K™%).

Observa-se no gréafico da Figura 11 uma relacéo linear entre In (kops/T) €
1/T, o que indica um mecanismo constante na faixa de temperatura analisada.
Por meio do coeficiente angular, ajuste linear e da Equacéo 5, foi possivel
determinar a entalpia de ativagdo, AH* = 10,37 kcal.mol™.

A partir da Equacao 6, e conhecendo-se o valor de kp (constante de
segunda ordem para a reagdo em H,0), a 25°C, foi possivel calcular a energia
livre de Gibbs de ativacédo, AG* = 17,14 kcal mol™.

kobsh> (6)

AG¥=RT| (
kT



E, uma vez conhecendo os valores da entalpia e energia livre de Gibbs
de ativacao, foi possivel determinar a entropia de ativacao obtendo um valor de
AS* = -22,70 calmol™ K™ por meio da Equacé&o 7.

AG*=AH* — TAS? (7)

Sabe-se que a entropia de ativagdo esté diretamente ligada ao grau de
desordem molecular do sistema, ou seja, a capacidade de se formar um estado
de transicdo com maior ou menor grau de liberdade, a partir de um estado
aleatdrio (reagentes em seus respectivos estados fundamentais). Sendo assim,
o valor obtido de -22,70 cal mol*K™, para a entropia de ativacdo, mostra a
formacdo de um estado de transicdo com menor grau de liberdade que os
reagentes,?’ o que é caracteristico de reacdes bimoleculares e que seguem o
mecanismo de carater associativo. Fato que € confirmado, também, pelo valor
de entalpia de ativacdo obtido, AH* = 10,37 kcal.mol®, que possui uma
magnitude préxima aos valores propostos para mecanismos do tipo
concertados com carater associativo.

Para o efeito isotopico obteve-se um valor préximo a unidade, indicando
gque ndo ha transferéncia de préton na etapa determinante da reacao,

sugerindo o ataque da oxima diretamente no a&tomo de fésforo.

5.4 — Estudos cinéticos na auséncia de micela

O perfil de pH obtido para a reacdo do DEDNPP com a pralidoxima
(PAM), a Oxima-1 e a diacetiimonoxima (DAM), apresentado na Figura 12,
mostra que os nucledfilos conseguem acelerar a desfosforilacdo do DEDNPP,
quando comparado com a sua hidrélise espontanea e com reacgdes utilizando
os alfa nucleéfilos NH,OH, NH,OMe, MeNHOH e IMZ. Por exemplo, na regido
de pH préximo aos valores de pKss da oximas (~ 9), os nucledéfilos promovem
um incremento significativo na velocidade da reacdo quando comparado com a

reacdo somente em agua.
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Figura 12. Perfil de pH para a reacdo de desfosforilagdo do DEDNPP (5x10™
mol L) com: pralidoxima (PAM) (e), Oxima-1 (A), diacetiimonoxima (DMA)
(V) e para a hidrolise espontanea do triéster em agua (m). [Oximas] = 0,001
mol L. Todas as reacdes realizadas a 25°C. A linha sélida representa o ajuste
realizado pelo programa ORIGIN 8.0.

Os dados da Figura 12 foram tratados de acordo com a Equacéo 8,
baseada no Esquema 3, e que considera a reacdo do substrato em agua
(Ko), com o ion hidroxido (kon) € com os nucleodfilos em estudo (k»).

Os parametros obtidos por meio do ajuste estdo presentes na Tabela 3,
bem como a constante de segunda ordem k,- obtido por meio do ajuste linear

da relacéo entre kqps € [oxima] (Figura 13).

O,N o
I ko + kon[OH']
C)/P\—OEt » Produtos

OEt
NO,

%
DEDNPP Ky

Produtos

Esquema 3

kobs = kO + kOH [OH_] + k2 [OX]XOX_ (8)



Tabela 3 — Parametros cinéticos para reacdo entre DEDNPP e nucledfilos®.

Parametro Pralidoxima Oxima-1 Diacetilmonoxima
Ko, 8¢ 8x10°

kow, M's™¢ 0,42+0,02

ko, M1s™t2 1,03 +0,02 1,53+0,02 0,50 + 0,01

k- M?ts?P 1111001 1,42+0,01 0,51 + 0,01

# Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste do perfil de pH na Figura 12 através da Equac&o 8.
® Valores obtidos pelo ajuste linear do grafico de Kq,s Vs [oximas]. ¢ Valores obtidos por

Wanderling, E. em sua dissertacdo de mestrado. 2

Através da comparacdo das constantes de velocidade de segunda
ordem de cada nucledfilo com kp, observa-se um incremento de cerca de (i)
6,3x10" vezes para a diacetiimonoxima; (ii) 1,29x10° vezes para a pralidoxima
e (iii) 1,92x10° vezes para a Oxima-1. Essa maior reatividade para a Oxima-1
pode ser explicada devido a uma conjugacéo existente na estrutura que acaba
estabilizando a carga positiva no oxigénio, quando é desprotonado, conforme

mostrado no Esquema 4.

O O

Esquema 4
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Figura 13. Constante de velocidade observada (kops) em funcdo da
concentracdo de nucleodfilos, para a reacdo do DEDNPP com: Oxima-1 (m),
pralidoxima (PAM) (e) e diacetiimonoxima (DAM) (A).Todas as reacdes
realizadas em pH 10,5 a 25°C. A linha solida representa o ajuste linear
realizado pelo programa ORIGIN 8.0.

E possivel observar que a constante de velocidade possui um aumento
linear com o aumento da concentracdo de nucledfilos, sendo a reatividade
seguida na seguinte ordem: Oxima-1 > pralidoxima (PAM) > diacetilmonoxima
(DAM), e os coeficientes angulares fornecem as constantes de segunda ordem

(k2"), apresentados na Tabela 3.

5.5 - Comparacdo da reatividade dos nucleofilos: grafico de Bronsted

Uma comparacdo bem interessante e que permite a avaliacdo da
reatividade dos nucledfilos utilizados no presente trabalho (Oxima-1,
pralidoxima e DAM) com outros nucleofilos € o grafico de Bronsted, que
relaciona o logaritmo da constante de segunda ordem nucleofilica (logk,) com
0 pKj, do nucledfilo. Geralmente espera-se que reagdes com um mecanismo do
tipo concertado obtenha um perfil linear para o grafico de Bronsted, e assim o
coeficiente angular pode fornecer informacgdes importantes quanto a natureza

associativa ou dissociativa do estado de transic&o.*



Na Tabela 4 sé&o apresentados valores de kz, Kon, Ko, pKa € a relagéo ku/ko para
diferentes nucledfilos, e na Figura 14 o gréfico de Bronsted para diferentes
nucleofilos com DEDNPP. O termo k, pode ser identificado também como ky,

sendo N = nucledfilo

Tabela 4. Constantes de velocidade de segunda ordem e os valores de pKa
para as reacoes de diferentes nucleofilos com o triéster de fosfato DEDNPP a
25 ° C.
- . v
K2, Kon, M™'s

Nucledfilo Ko b pPKa kaolko Ref.
0, S

H.0, ko 8.0x 107 -1,54 - (30,31)
HO", kon 0,42 15,54 5,0 x 10* (30,31)
NH,OMe 2,108 x 10™ 4,60 2,6 X 10* (29)
NMe,OH 5,997 x 10 5,20 7,5 x 10° (29)
NH,OH 0,29 5,96 3,7 x 10* (29)
MeNHOH 0,44 6,18 5,5 x 10* (29)
IMZ 1,77 x 10 7,10 2,2 x10° (30,31)
BHO 2,74 + 0,03 9,16 3,4 x 10° (30,31)
Pralidoxima 1,112 8,20 1,4 x 10°

Oox 1 1,422 9,33° 1,7 x 10°

DAM 0,50° 9,42 4,0 x 10*

? Valores obtidos por ajuste linear do grafico [OX] vs kgs, at 25°C. ° Titulagéo
espectrofotométrica.

E de grande importancia ressaltar que no grafico de Bronsted
apresentado, as constantes de velocidade se referem ao ataque nucledfilo ao
atomo de fosforo, isso por que é muito comum que, em reaclOes de
desfosforilacdo em ésteres derivados do 2,4-dinitrofenol, o ataque ocorra no

atomo de carbono aromaético, ainda que em propor¢des menores. %33
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Figura 14. RelacGes de Bronsted para as reacdes de diferentes nucleodfilos
com o triéster de fosfato DEDNPP, a 25 ° C.

Analisando a reatividade dos diferentes nucledfilos, percebe-se uma alta
reatividade para os trés nucleofilos utilizados neste trabalho, com destaque
para a Oxima-1 e Pralidoxima, frente aos outros nucledfilos presentes no

grafico.

5.6 — Estudos cinéticos na presenca de micela

Devido a alta hidrofobicidade e a possibilidade de se formar uma espécie
anibnica reativa da Oxima-1, surge o interesse de estudar as reacfes de
substituicdo nucleofilica em meio micelar catibnico de CTABr. Conforme
discutido adiante.

5.6.1 — Efeito do pH e concentracao micelar

Conforme discutido anteriormente no item 5.4, as constantes de
velocidades observadas (kops) para a reacdo de desfosforilacdo do triéster
DEDNPP sofrem um aumento significativo quando realizadas na presenca da
Oxima-1. No entanto, quando essa mesma reacao € realizada na presenca do
surfactante CTABr, os valores de Kkqps SOfrem um aumento surpreendente e a

reacdo se completa em apenas alguns segundos, Figura 15. Este



comportamento é caracteristico de reacfes catalisadas por micelas, levando-se

em consideracao as interacdes hidrofébicas e eletrostaticas entre os reagentes

e a interface. 3*%°
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Figura 15. Perfil de pH para a reacdo do DEDNPP (5x10® mol L") com:
Oxima-1 (0,001 mol L") sem CTABr (m), Oxima-1 (0,001 mol L") com CTABr
(0,01 mol L™ (A) e hidrélise espontanea do DEDNPP (e). Todas as reacdes
realizadas a 25°C. A linha soélida representa o ajuste realizado pelo programa
ORIGIN 8.0.

Para o tratamento quantitativo dos valores obtidos, aplica-se o modelo
de pseudofases (Esquema 5), o qual propde que os reagentes DEDNPP e a
Oxima-1 estdo presentes tanto na fase aquosa, representada por DEDNPP,, e
Oxima-1,, (w = water, agua) ou na fase micelar (DEDNPP,,, Oxima-1,), sendo
gque ambas estdo em equilibrio regidos pelas constante Ks (S = Substrato,
DEDNPP) e Ky (N = Nucledfilo, Oxima-1). Sendo assim a reacao pode ocorrer
na fase aquosa (kow) ou micelar (kom) para o ataque nucleofilico dos ions
hidréxido, e (kyw e kym) para o ataque nucleofilico da Oxima-1. Além disso, os
ions hidroxido, do meio aquoso, trocam com o0s ions brometo, dado pelo

equilibrio Kyy.
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Com o auxilio do Esquema 4, é possivel deduzir a Equacédo 9, que é a

soma das contribuicbes das reacfes em cada pseudofase, considerando a
fracdo molar de cada espécie nas reagbes em meio aquoso (Xoxw € Xsw) €
micelar (Xoxm € Xsm)- Ainda, considerou-se o volume molar da micela (Vy) e a

concentragdo micelar critica (CMC) onde ocorre a micelizacéo (Cy).

k m knm
kobs= (kZWXSWXOHW+ ﬁXszOHm) X[OH]T+ (kansznw+ Vm+Cyq Xsznm) X[OX]T(Q)

S=DEDNPP, Ox=0xima-1

Tabela 5 — Parametros cinéticos obtidos para reacao entre DEDNPP e Oxima-
1 na presenca de CTABr?.

Parametro Valor Parametro Valor
a’ 0,25 pK, 7,80
Kyy” 0,09 Kom, Mt s™te 0,23
K® 102 kow, M1tste 0,42
% 500 Knm, M1s?f 1,02

\VAY 0,39 Kow, Mt s 1,43

CMC,M® 9,0 x10™

2 Ajuste pela Equac&o 9, considerando o Esquema 4. ° Constantes intrinsecas para o CTABT,
obtidos na literatura.® Valores obtidos por Elisa Souza Orth em sua tese de doutorado, por
eletroforese capilar. 4 Determinado por titulagdo espectrofotométrica. © Obtidos atravésdo perfil
de pH da reacédo de DEDNPP e Oxima-1 na presenca de CTABr (0,01 mol L™).



Avaliou-se também, o perfil de concentracdo de CTABr para a hidrolise
do DEDNPP em pH 10 (Figura 16). O perfil obtido é caracteristico de reacdes
catalisadas por micelas e é possivel perceber que houve um incremento
catalitico acima da CMC (CMCcragr = 9x10™).
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Figura 16. Dependéncia de kops cOm a concentracdo de CTABT, para a reacao
de hidrélise do triéster DEDNPP na presenca de 0,001 mol L™ da Oxima-1, em
pH 10, a 25°C. A linha sdélida em vermelho representa o ajuste realizado pelo

programa ORIGIN 8.0.

Realizando uma analise dos parametros apresentados na Tabela 2, tém-
se que: (i) as constantes Ks, Ky e pK; obtidas corroboram com o modelo
proposto, visto que suas grandezas estdo de acordos com valores
determinados por técnicas especificas na literatura, e (ii) a relacdo kow > kom ©

Knw > knm, € comum em reacdes catalisadas por micelas.



6 — CONCLUSAO

A constante de velocidade obtida para a Oxima-1foi cerca de 192x10°
vezes maior do que para a reacdo em agua. Outro fato importante é que a
reacao de desfosforilagio do DEDNPP em meio micelar sofre um incremento
significativo quando comparada com a mesma reagdo em meio aquoso. Além
disso, 0 modelo de pseudofases empregado é capaz de descrever com éxito a
reacao de desfosforilacdo do substrato.

Os parametros de ativacdo obtidos AH* = 10,37 kcal.mol™, AG* = 17,14
kcal molte AS* = -22,70 cal mol*K™ , sugerem que a reacdo ocorra em um
mecanismo do tipo concertado com carater associativo, e a andlise via
espectroscopia de RMN permitiu comprovar a degradacdo do DEDNPP aos
produtos principais da reacao.

Por fim este trabalho apresentou uma breve descricdo de uma reacéo de
hidrélise de um triéster de fosfato, mostrando a influéncia exercida por fatores
como meio reacional e reatividade de nucledfilos sobre a constante de

velocidade, pare se ter conhecimento do mecanismo reacional envolvido.



7 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 — DOMINGOS, J. B.; LONGHINOTTI, E.; MACHADO, V. G.; NOME, F. A
Quimica dos Esteres de Fosfato. Quimica Nova, v.26, p.745,2003.

2 — WESTHEIMER, F. H. Why Nature Chose Phosphates. Science, v.235, p.
173, 1987.

3 — SAENGER, W., Principles of Nucleic Acid Structure. Springer: New York,
1984.

4 — DUGAS, H., BioorganicChemistry: A chemical Approach to Enzyme Action.
VCH: New York, 1996.

5 — LIU, C.; WANG, M.; ZHANG, T.; SUN, H. DNA hydrolysis promoted by
diand multi-nuclear metal complexes. Coordinated Chemistry Reviews, v.248,
p.147,2004.

6 — WILLIAMS, N. H.; Takasaki, B.; Wall, M.; Chin, J. Structure and nuclease
activity of simple dinuclear metal complexes: Quantitative dissection of the role
of metal ions. Accounts of Chemical Research, v.32, p.485, 1999.

7 — EDWARDS, J. O; PEARSON, R. G., The factors Determining Nucleophilic
Reactivities. J. Am. Chem. Soc., v.84, p.16, 1962.

8 — GERSTEIN, J.; JENCKS, W. P., Equilibria and Rates for Acetyl Transfer
among Substituted Phenyl Acetates, Acetylimidazole, O-Acylhydroxamic Acids,
and Thiol Esters. J. Am. Chem. Soc., v.86, p.4655, 1964.

9 — DOMINGOS, J. B. Estudo mecangistico das reacdes do fosfato de bis(2,4-
dinitrofenolina) com alfa-nucleéfilos.Tese Doutorado. Universidade Federal de

Santa Catarina, Florianopolis, 2003.



10 — COX, J. R.; RAMSAY, 0. B., Mechanismms of nucleophilic substitution in
phosphate esters. Chem. Rev., v.64, p.317, 1964.

11 — CLELAND, W. W.; HENGGE, A. C. Enzymatic Mechanisms of Phosphate
and Sulfate Transfer. Chemical Review, v.106, p.325,2006.

12 — BUCHWALD, S. L.; PLIURA, D. H.; KNOWLES, J. R.,Stereochemical
Evidence for Pseudoratation in the Reaction of a Phosphoric Monoester. J. Am.
Chem. Soc., v.106, p.4916, 1984.

13 — WESTHEIMER, F. H., Pseudo-rotation in thehydrolysisofphosphateesters.
Acc. Chem. Res. 1968, 1, 70.

14 - CAHN, R. S.; INGOLD, C. K.; PRELOG, V. The Specification Of
Asymmetric Configuration in Organic Chemistry, Experientia, 1956, 12, 81-94.

15 - JOKANOVIC, M. PyridiniumOximes As CholinesteraseReactivators.
Structure-ActivityRelationshipAndEfficacy in
theTreatmentofPoisoningWithOrganophosphorusCompounds, Curr. Med.
Chem.,2009, 16, 2177.

16 — COUDERC, S, TOULLEC, J.
CatalysisofPhosphateTriesterHydrolysisbyMicellesofhexadecyltrimethylammoni
umanti-pyruvaldehyde 1-oximate, Langmuir, 2001, 17, 3819-3828.

17 - CHAIMOVICH, H.; BONILHA, J. B. S.; POLITI, M. J.; QUINA, F. H. lon-
Exchange in MicellarSolutions .2. BindingofHydroxidelonto Positive Micelles, J.
Phys. Chem-Us, 1979, 83, 1851-1854.

18 - MENGER, F. M.; PORTNOY, C. E.
OnChemistryofReactionsProceedinginside Molecular Aggregates, J. Am. Chem.
Soc., 1967, 89, 4698. 56.



19 - DWARS, T.; PAETZOLD, E.; OEHME, G. Reactions in micellar systems.
AngewChemintEdit, v.44, p.7174,2005

20 — FARIA, A. C.; MELLO, R. S.; ORTH, E. S.; NOME, F. Hydrolysis of
benzoic anhydride mediated by ionenes and micelles. J. Mol. Cat. A, v.289,
p.106,2008.

21 - EL SEOUD, O. A, RUASSE, M. F.; POSSIDONIO, S. Ph-
independenthydrolysisof 4-nitrophenyl 2,2-dichloropropionate in
agueousmicellarsolutions:
Relativecontributionsofhydrophobicandelectrostaticinteractions. J. Phys. Org.
Chem., v.14, p.526,2001.

22 — QUINA, F. H. and CHAIMOVICH, H. 1979 . Specific ion binding at charged
surfaces. I. Unified conceptual framework for micellar solutions. Journal of
Physical Chemistry. vol. 83 , p. 1844 ;

23 — BUNTON, C. A.; NOME, F.; QUINA, F. H.; ROMSTED, L. S. lon binding
and reactivity at charged aqueous interfaces. Acc. Chem. Res., v.24,
p.357,1991.

24 - MOSS, R. A, IHARA,
Y.,CleavageofPhosphateEstersbyHydroxylFunctionalizedMicellarand Vesicular
Reagents. J. Org. Chem.1983, 48, 588.

25 — SILVA, Bianca N. M. da; BASTOS, Renato S.;SILVA, Bérbara
V. and PINTO, Angelo C.. Preparationof 5-nitroisatin and 5-chloroisatin
fromisonitrosoacetanilide. Quim. Nova. 2010, vol.33, n.10, pp. 2279-2282

26 — PREVIDELLO, Bruno A. F., CARVALHO, Fernando Rodrigues de, etall. O
pKa de indicadores acido-base e os efeitos coloidais. Quim. Nova. Vol.29,
no.3 Sao Paulo May/June 2006



27— MANFRED, Alex M.. ReacOes de transferéncia do grupo fosforila
catalisadas por oximas e fons Cu* em meio micelar (Dissertacéo). Programa
de Pés-graduacdo em Quimica, Departamento de Quimica, Universidade
Federal de Santa Catarina, 2012.

28 — WANDERLING, Eduardo H., Cinética e mecanismo de hidrdlise do triéster
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato. Programa de Pds-graduacdo em Quimica,

Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 2012.

29 — MEDEIROS, M. Estudo mecanistico da reacéo entre hidroxilamina e
um triéster de fosfato: Caracterizacdo de produtos e intermediérios.
Programa de PoéOs-Graduacdo em Quimica, Mestrado em Quimica,

Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 2009. 76 p.

30 — Orth, Elisa Souza. Reac¢des nucleofilicas de desfosforilagdo com
imidazol e hidroxamato: modelagem em sistemas intra- e intermolecular,
polimérico e micelar. Florianopolis, 2011. 215 p. Tese (Doutorado) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas, Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Florianépolis, 2011.

31 — Medeiros, Michelle ; Orth, Elisa S. ; Manfredi, Alex M. ; Pavez, Paulina ;
Micke, Gustavo A. ; Kirby, Anthony J. ; NOME, Faruk .Dephosphorylation
Reactions of Mono-, Di-, and Triesters of 2,4-Dinitrophenyl Phosphate with
Deferoxamine and Benzohydroxamic Acid. JournalofOrganicChemistry s, v.
77, p. 10907-10913, 2012.

32 — KIRBY, A. J.; MANFREDI, A. M.; SOUZA, B. S.; MEDEIROS, M.; PRIEBE,
J. P.; BRANDAO, T. A. S.; NOME, F. Reactionsof alpha-nucleophileswith a
modelphosphatediester. Arkivoc, p.28. 2009.

33 — ORTH, E. S.; DA SILVA, P. L. F.; MELLO, R. S.; BUNTON, C. A;
MILAGRE, H. M. S.; EBERLIN, M. N.; FIEDLER, H. D.; NOME, F. Suicide
nucleophilicattack: Reactionsofbenzohydroxamateanionwith bis(2,4-
dinitrophenyl) phosphate. J. Org. Chem., v.74, p.5011. 2009.



34 — TADA, E. B.; OUARTI, N.; SILVA, P. L.; BLAGOEVA, I. B.; EL SEOUD, O.
A.; RUASSE, M. F. Nucleophilicreactivityofthectaci-micelle-boundfluorideion:
The influenceofwaterconcentrationandionicstrengthatthemicellar  interface.
Langmuir, v.19, p.10666. 2003.

35 - GHOSH, K. K.; SINHA, D.; SATNAMI, M. L.; DUBEY, D. K.; RODRIGUEZ-
DAFONTE, P.; MUNDHARA, G. L. Nucleophilicdephosphorylationof p-
nitrophenyldiphenylphosphate in cationic micellar media. Langmuir v.21,
p.8664. 2005.



8 — APENDICE

Tabela 1. Dados referente ao grafico da titulacdo espectrofotométrica (Figura9)
da Oxima-1 (5x10™* mol L) na auséncia (m) e presenca de micela (¢) (CTABr
0,00 MO LY. oot e e 41

Tabela 2. Dados referente ao grafico da equacdo de Eyring (Figura 11) da
hidrélise do triéster DEDNPP (5x10° mol L™), na faixa de temperatura de 25 a
55°C e [Oxima-1] = 0,001 mol L™, em pH 10,5. ....ovoeveveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee s 41

Tabela 3. Dados referente ao perfil de pH (Figura 12) para a reacdo de
desfosforilacdo do DEDNPP (5x10° mol L") com: pralidoxima (PAM) (e),
Oxima-1 (A), diacetiimonoxima (DMA) (V) e para a hidrélise espontadnea do
triéster em agua (m). [Oximas] = 0,001 mol L. Todas as reacdes realizadas a
250C . ettt a bbbt bt e b e b et teehe b ete et et ent et e ebebeneebesbenseneeaennas 42

Tabela 4. Dados referente a variacdo da constante de velocidade observada
(kobs) €m funcdo da concentracdo de nucledfilos (Figura 13), para a reagdo
com o DEDNPP e: Oxima-1 (m), pralidoxima (PAM) (e) e diacetiimonoxima
(DAM) (A). Todas as reacoes realizadas em pH 10,5 a 25°C. .......cccceevenenne. 42

Tabela 5. Dados referente ao perfil de pH (Figura 15) para a reacédo do
DEDNPP (5x10° mol L™): Oxima-1 (0,001 mol L) sem CTABr (m), Oxima-1
(0,001 mol L) com CTABr (0,01 mol L (A) e hidrélise espontanea do
DEDNPP (¢). Todas as reagoes realizadas a 25°C............cccovvevviveeveecieceesieeen, 43

Tabela 6. Dados referente a dependéncia de kops COM a concentracdo de
CTABr (Figura 16), para a reacdo de hidrolise do triester DEDNPP na
presenca de 0,001 mol L™ da Oxima-1, em pH 10, @ 25°C. ......ccccooovverererreenene. 43



Tabela 1. Dados referente ao grafico da titulacdo espectrofotométrica (Figura
9) da Oxima-1 (5x10* mol L) na auséncia (m) e presenca de micela (¢)
(CTABr 0,01 mol L™).

Ox-1 em H,O Ox-1 em CTABr
pH Abs 280nm pH Abs 280nm
6,14 0,44548 6,15 0,44506
6,31 0,44204 6,48 0,45252
6,72 0,44152 6,81 0,47882
7,02 0,44264 7,03 0,49845
7,25 0,44373 7,23 0,52235
7,53 0,45024 7,52 0,56646
7,75 0,45085 7,75 0,60172
8,01 0,45611 8,04 0,64816
8,19 0,46422 8,22 0,66615
8,46 0,47827 8,5 0,71739
8,82 0,51684 8,78 0,74301
9,01 0,54491 9,01 0,76177
9,28 0,59562 9,23 0,76958
9,51 0,64083 9,5 0,77632
9,63 0,65973 9,73 0,78015
9,75 0,68538 10 0,77864
9,89 0,70937
10,03 0,72088
10,26 0,74243
10,51 0,75884
10,76 0,76233
11 0,76475

Tabela 2. Dados referente ao grafico da equacdo de Eyring(Figura 1l)da
hidrélise do triésterDEDNPP (5x10° mol L), na faixa de temperatura de 25 a
55°C e [Oxima-1] = 0,001 mol L™, em pH 10,5.

T (K) kobs, s™ UT k/T In(k/T)
298,15 0,0016 0,00335 5,37x10° -12,13535
308,15 0,00282  0,00325 9,14x10° -11,60285
318,15 0,00487  0,00314 1,53x10° -11,08768
328,15 0,00886  0,00305 2,70x10° -10,51998




Tabela 3. Dados referente ao perfil de pH (Figura 12) para a reacédo de
desfosforilagdo do DEDNPP (5x10° mol L™) com: pralidoxima (PAM) (e),
Oxima-1 (A), diacetimonoxima (DMA) (V) e para a hidrolise espontédnea do
triéster em agua (m). [Oximas] = 0,001 mol L™. Todas as reacdes realizadas a
25°C.

pH H,O Pralidoxima Oxima-1 Diacetilmonoxima
5 6,75 x 10°® - - -
5,5 - - - -
6 6,69 x 10°® - - -
6,5 - 4,37 x10° 9,00 x 10° 6,96 x 10°®
7 6,93 x 10°® 1,05x 10* 1,68 x 10° 7,78 x 10°®
7,5 - 2,26 x 10* 3,66 x 107 1,10 x 10
8 6,74 x 10°® 4,15x 10" 7,72 x107 1,79 x 10
8,5 7,21 x 10° 6,82 x 10* 2,00 x 10™ 4,05 x 10°
9 8,74 x 10° 8,48 x 10* 4,01 x 10™ 8,72x 10
9,5 1,56 x 10° 0,00103  8,85x 10* 1,94 x 10™
10 2,95 x 10 0,00108 - 3,42 x 10™
10,2 4,01 x 10° - - -
10,5 6,44 x 107 0,00113 - 5,52 x 10™
10,6 7,89 x 10° - - -
11 1,42 x 10™ - - -

Tabela 4. Dados referente a variacdo da constante de velocidade observada
(kobs) €m funcdo da concentracdo de nucledfilos (Figura 13), para a reacdo
com o DEDNPP e: Oxima-1 (m), pralidoxima (PAM) (e) e diacetimonoxima
(DAM) (A). Todas as reacdes realizadas em pH 10,5 a 25°C.

kobs, s
[Nucleéfilo], mol L* Oxima-2 Pralidoxima Diacetilmonoxima
4,00E-04 7,41E-04 4,59E-04 3,60E-04
6,00E-04 1,02E-03 6,78E-04 4,67E-04
8,00E-04 0,00131 8,96E-04 5,72E-04
1,00E-03 1,60E-03 0,00113 6,71E-04




Tabela 5. Dados referente ao perfil de pH (Figura 15) para a reacdo do
DEDNPP (5x10° mol L™?): Oxima-1 (0,001 mol L") semCTABr (m), Oxima-1
(0,001 mol L") comCTABr (0,01 mol L (A) e hidrélise espontanea do

DEDNPP (#). Todas as reagdes realizadas a 25°C.

1

Kobs, S
H,O CTABr
pH DEDNPP Oxima-1 Oxima-1
5 6,75E-06 - -
55 - - -
6 6,69E-06 - -
6,5 - 9,00E-06 -
7 6,93E-06 1,68E-05 0,00892
7,5 - 3,66E-05 0,01692
8 6,74E-06 7,72E-05 0,04237
8,5 7,21E-06 2,00E-04 0,07691
9 8,74E-06  4,01E-04 0,1016
9,5 1,56E-05  8,85E-04 0,1438
10 2,95E-05 0,00122 0,1652
10,2 4,01E-05 - -
10,5 6,44E-05 0,0014 0,1887
10,6 7,89E-05 - -
11 1,42E-04 0,00158 0,1928

Tabela 6. Dados referente a dependéncia de kops COM a concentracdo de
CTABr(Figura 16), para a reacao de hidrdlise do triéster DEDNPPna presenca
de 0,001 mol L™ da Oxima-1, em pH 10, a 25°C.

[CTAB], mol L* kobs,s™® [[CTAB], molL™* kobs,s™

0,01 0,1501 0,0012 0,2706
0,008 0,1732 1,00E-03 0,2326
0,006 0,204 8,00E-04 0,1902
0,004 0,2468 6,00E-04 0,1384
0,0021 0,2873 5,00E-04 0,09369
0,0019 0,2836 4,00E-04 0,06922
0,0017 0,2823 3,00E-04 0,04191
0,0015 0,2822




