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RESUMO

Na intencdo de contribuir para a compreensao das diferentes possibilidades de
ataque nucleofilico da hidroxilamina nas rea¢des com ésteres de fosfato, o presente
trabalho aborda o estudo mecanistico da reacédo entre hidroxilamina e o dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP). O trabalho compreende estudos de reatividade,
interpretacédo de relagbes lineares de energia livre e, especialmente, a
caracterizagcao de intermediarios e produtos da reacgao, utilizando técnicas de UV-
Vis, RMN *'P, RMN 'H e CG-MS. O }.,. obtido no grafico de Brénsted associado a
valores de carga efetiva disponiveis na literatura, indicam que a ligagdo entre o
oxigénio e o atomo de fosforo esta aproximadamente 60% formada no estado de
transigdo, sugerindo um caminho reacional do tipo associativo. Foram estudadas
também as reacbes do DEDNPP com diferentes derivados metilados da
hidroxilamina (MeNHOH, Me;NOH e NH,OMe) e os resultados mostram claramente
que a O-metilhidroxilamina, nucledfilo que n&o pode reagir via atomo de oxigénio,
apresenta um desvio significativo de velocidade em relagdo as outras hidroxilaminas.
Experimentos de identificacdo de produtos e intermediarios permitiram concluir que
na reacdao com DEDNPP o ataque nucleofilico da hidroxilamina ocorre via atomo de
oxigénio fornecendo o produto O-fosforilado, o qual rapidamente € convertido em
diimina. Esta reage com outra diimina, gerando Ny e hidrazina. Os resultados s&o
coerentes com aquilo que tem sido proposto recentemente para fosfatos organicos
e, sobretudo, adicionam uma evidéncia concreta a literatura de que provavelmente o
atomo de oxigénio da forma zwitteribnica da hidroxilamina & responsavel pelo ataque

nucleofilico nesses compostos.

Palavras-chave: ésteres de fosfato, hidroxilamina, mecanismos.



ABSTRACT

In this study, the reaction of hydroxylamine with diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate
(DEDNPP) was evaluated mechanistically, as an attempt to contribute in the
understanding of the different possibilities for the nucleophilic attack of
hydroxylamine in reactions with phosphate ester. Reactivity and free linear energy
relationships studies were carried out, as well as, characterization of the
intermediates and products, using *'P NMR, "H NMR, UV-Vis and CG-MS. The Shuc
value obtained from the Bronsted plot, when related with effective charge values
available in the literature, indicate that the bond between the oxygen and the
phosphorus atom is roughly 60% formed in the transition state, suggesting an
associative reaction path. We also studied the reactions of DEDNPP with different
methylated hydroxylamine’s (MeNHOH, Me;NOH and NH,OMe) and the results
clearly show that O-methylhydroxylamine, a nucleophile that cannot react via the
oxygen atom, presents a significant rate decrease, compared to the other
hydroxylamine’s. Experiments to identify products and intermediaries indicated that in
the reaction with DEDNPP, the nucleophilic attack of hydroxylamine occurs via the
oxygen atom, leading to the O-phosphorylated product, which is rapidly converted
into diimine. This species then reacts with another diimine, generating Nyg) and
hydrazine. The results are consistent with what has been proposed recently for
organophosphates and above all, corroborates that it is the oxygen atom from the
zwitterionic species of hydroxylamine that is responsible for the nucleophilic attack of

these compounds.

Keywords: phosphate esters, hydroxylamine, mechanisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esteres de fosfato

Os ésteres de fosfato compreendem uma classe de compostos extremamente
abrangente e sdo classificados em mono-, di- ou triésteres, de acordo com o numero
de substituicdes de grupos ésteres pelos hidroxidos do acido fosférico (Esquema 1).
Sendo que, os mono- e diésteres de fosfato apresentam reatividades diferenciadas
em fungdo do pH, ja que estes podem atuar como acidos di- e monoproticos,

respectivamente.

?
P,
-\ 'OH
HO OH
RO 2RO" 3RO
P P P
-\ 'OH -\ 'OH -y 'OR
RO OH RO OR RO OR
Monoéster Diéster Triéster
Esquema 1

Os mono- e diésteres fosféricos sdo essenciais aos sistemas biologicos e
estdo largamente distribuidos na natureza. Os diésteres de fosfato, por exemplo,
estdo presentes em diversas coenzimas e nas estruturas do DNA e do RNA, onde
sdo responsaveis pelas ligagdes entre nucleotideos e pela origem da informacgéo
genética. Ja os monoésteres estdo presentes em diversos processos de sinalizagéo
e regulacdo da atividade biolégica. Além disso, anidridos fosforicos e compostos
organicos contendo ligagdes N-P servem como principal reserva de energia, tais
como, trifosfato de adenosina (ATP), creatina fosfato, acetilfosfato (AcP),
fosfoenolpiruvato e polifosfato inorgénico.z'5

Além da importancia que representam nos processos ligados a vida, os

ésteres de fosfato possuem inumeras aplicagdes industriais. Por exemplo, eles sédo
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utiizados como reagentes na preparacdo de polimeros, plastificantes e
complexantes para a extracdo de cations de metais pesados.®

A importédncia dos ésteres fosforicos na natureza esta intimamente
relacionada a estabilidade da ligagdo P-O. Por exemplo, o tempo de meia-vida para
a hidrdlise espontanea do difenilfosfato € de 180 anos a 100°C,’e esse valor pode
chegar a ordem de bilhdes de anos para o DNA. Tal estabilidade € coerente com o
papel do DNA na preservacao da informagao genética.8

Vale ressaltar que a propriedade de ionizacdo dos fosfatos € extremamente
importante no meio biolégico. Os metabdlitos fosfatados, retidos no interior das
células, encontram-se carregados negativamente, o que faz diminuir a possibilidade
de ataque nucleofilico ao grupo fosfato.> '° Além disso, a evolugdo dos seres vivos
teria favorecido metabdlitos que pudessem ser conservados dentro da membrana
celular. Moléculas eletricamente neutras possuem alguma solubilidade em lipidios e
atravessam a membrana, enquanto moléculas que permanecem ionizadas podem
seguramente ser mantidas dentro da membrana. "

Entretanto, essa alta estabilidade das ligacbes P-O que fez com que a
natureza encontrasse condigdes ideais para garantir a perpetuagao dos seres vivos,
também foi responsavel pela escolha dos compostos organofosforados para o
desenvolvimento de pesticidas, inseticidas e compostos toxicos utilizados em armas
de guerra. As ligagbes P-O sé&o ideais para tal, pois a sua estabilidade confere-lhes
resisténcia a acdo do ar, agua e solo.’

Em 1915, na cidade francesa de Ypres, as tropas alemas utilizaram pela
primeira vez o gas cloro como uma arma quimica.'? A partir dai, surgiu uma corrida
voltada a producdo de armas quimicas, que culminou com o aparecimento dos
agentes neurotoxicos organofosforados. No Esquema 2 estdo apresentadas as
estruturas de alguns desses compostos, dentre eles estdo os agentes neurotdxicos
do tipo G e do tipo V e, ainda, alguns pesticidas e inseticidas.” Esses compostos
inibem a acdo de enzimas, principalmente a acdo da acetilcolinesterase - enzima
que catalisa a hidrolise da acetilcolina, um neurotransmissor. E, na auséncia de
acetilcolinesterase, a acetilcolina liberada acumula-se nas sinapses das células

nervosas, levando a um colapso do sistema nervoso central.’
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Il I
Cszo—Fl’—CN (H3C)2HCO—I|3—F
N(CHgz), CH,
GA(Tabun) GB (Sarin)

I VX : R= CH(CHs), , R=CoH
RO—P—S  NR, ST

|
CHs R-VX : R= CoH5 , R=CH,CH(CHg),
: cl 0
CZH5O—¢—O@Br Cszo—E’—OONoz
OC3Hy OC;Hs
Profenofos Paraoxon

Esquema 2

O processo de degradacao desses compostos consiste na remogao do seu
carater toxico por meio de reagdes relativamente simples, rapidas e com uso de
reagentes estaveis, de baixo custo e baixa massa molecular. '° Além disso, é
necessario considerar que os intermediarios e produtos gerados pelo processo de
descontaminagdo nao apresentem toxidez. Diferentes métodos tem sido
empregados ao longo dos anos, mas nenhum com eficiéncia que permita produzir
residuos sem efeitos adversos para o meio ambiente. Um exemplo desse problema
esta no VX, o qual apresenta diferentes possibilidades de ataque nucleofilico a sua
estrutura, com geracéo de varios produtos. Em pH 8, o produto principal da hidrolise
do VX (EA 2192, acido S-(2-diisopropilaminoetil)-metilfosfonotioico) é muito
persistente no meio ambiente e apresenta significativa atividade anticolinesterase.
Nesse contexto, reagdes de substituicdo nucleofilica com uso de nucledfilos
detentores do efeito alfa, os quais produzem clivagem quantitativa da ligagdo P-O,
representam uma alternativa promissora para degradagdo dessas estruturas. O
efeito alfa sera discutido detalhadamente no item 1.2.

Existe um interesse crescente do Laboratério de Catadlise e Fendmenos

Interfaciais (LaCFl) pela quimica dos ésteres de fosfato, principalmente no que se
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refere a compreensdao das reacdes que envolvem a quebra das ligacbes que
constituem esses ésteres.'’?? As reacgdes estudadas envolvem, além de substituigdo
nucleofilica utilizando nucledfilos a, o entendimento de alguns processos bioldgicos.
Recentemente, Orth e colaboradores estudaram a reacdo de hidrolise do diéster
bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato, em que os efeitos de catalise
acida e basica ocorrem simultaneamente (Esquema 3). De acordo com os autores,
o diéster se mostrou um eficiente modelo bifuncional da Ribonuclease A, enzima que
media a clivagem do RNA. Nesse composto, o grupo imidazol atua como
catalisador basico geral ativando uma molécula de agua enquanto que o préton do

grupo imidazolinio estabiliza o grupo de saida aril-6xido.?* #*

/—\ " =\ '

— N _

MeN /N} & _ HNY _NMe
v

o—p-—

o

QO

Esquema 3

Enfim, o interesse na detoxificagdo dos triésteres fosforicos, juntamente com
a importancia bioldégica dos mono- e diésteres, faz com que seja de fundamental
importancia a investigacdo de qualquer reacdo que envolva a quimica dos ésteres

de fosfato.
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1.1.1 ReacOes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato

Os dois mecanismos conhecidos para a reacao de substituicdo nucleofilica de
esteres de fosfato envolvem: (a) quebra da ligagdo P-O, que acontece quando o
nucledfilo ataca o atomo de fésforo central e desloca o alcool ou alcoxido; ou (b)
quebra da ligacdo C-O, em que o atomo de carbono da ligagao P-O-C do éster é o
eletrdfilo, e todo o grupo fosfato € substituido pelo nucleéfilo mantendo a ligagao P-O

intacta (Esquema 4).

O
I

N /P\\OH * RO

, Nu- u . U oH
-0 "N OH

-O/P\\OH + R-Nu
OH

Esquema 4

O mecanismo de quebra da ligagdo C-O somente é o caminho principal em
pH baixo, em que o grupo de saida é o acido fosférico neutro. J& em pH maiores, em
que o grupo de saida fosfato possui pelo menos uma carga negativa, a hidrdlise
deve ocorrer preferencialmente via mecanismos de clivagem da ligagdo P-0.%°

As reagdes de substituicdo com quebra da ligagdo P-O sdo consideradas
mecanisticamente analogas aquelas envolvendo substituicdo no carbono tetraédrico,
do tipo Sy1 ou Sy2. Esses mecanismos sao descritos na literatura como dissociativo
e associativo, respectivamente. %

O mecanismo dissociativo acontece em duas etapas, a primeira etapa é
determinante da velocidade de reacdo e leva a formacdo do ion metafosfato
hidratado (PO3.nH,0 ); a segunda, é o ataque de um nucledfilo sobre o ion formado

na etapa anterior (Esquema 5).
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o) o)
i - 0520 N\ i -
P —> RO + P — P RO
Ro” \.O - Nu” O
O o)
Esquema 5

O mecanismo associativo ocorre também em duas etapas, adicdo e
eliminacdo, em que o ataque do nucledfilo sobre o atomo de fésforo tetraédrico leva
a formacdo de uma espécie pentacoordenada, sendo esta um intermediario ou

estado de transicao (Esquema 6).

s § &
RO';P.;'NU
e} / O (e} \ 0
I /\_ I
¢ (OR / 0
N |\\\Nu
—P
| o
o
Esquema 6

Os mecanismos dessas reagdes podem ser visualizados claramente no
diagrama de More O’Ferrall-dencks (Figura 1). Nesse diagrama, 0s mecanismos
com mais de uma etapa seguem os caminhos ao longo das bordas, enquanto os
mecanismos concertados desviam das bordas do diagrama. Sendo que, os
mecanismos dissociativos seguem a coordenada R>S—P (Dy + Ay ha nomenclatura

IUPAC)?, e 0os mecanismos associativos seguem a coordenada R—>Q-P (Ay + Dy).
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Figura 1 — Diagrama de More O’Ferrall-dencks para a substituigdo nucleofilica de
uma espécie Y por uma X em um monoéster de fosfato dianionico.

As evidéncias experimentais da existéncia da espécie pentacoordenada do
atomo de fésforo (canto Q), comprovam que muitos mecanismos de reacdes de
substituicdo apresentando mais de uma etapa envolvem essas espécies como
intermediarios. Ja o envolvimento do ion metafosfato (ou derivado substituido), no
canto S do diagrama, ainda ndo foi demonstrado experimentalmente em um
processo de substituicdo apresentando mais de uma etapa em solugdo aquosa.
Nesse caso, tem-se observado que a etapa determinante envolve principalmente a
quebra da ligacdo do grupo de saida com pequena formagao da ligagdo com o
nucledfilo. Em termos do diagrama na Figura 1, esse mecanismo envolve caminhos
de reagdo que se aproximam do canto S, mas ndo o alcanga. 22

Enfim, é dificil afirmar que os mecanismos de transferéncia do grupo fosforila
sigam estritamente o caminho associativo ou o dissociativo. Na verdade, € mais
sensato afirmar que, dependendo de fatores como a forgca do nucledfilo, pK, do
grupo de saida e pH da solugdo, um dos dois processos deve ser favorecido. Em
linhas gerais, di- e triésteres fosféricos seguem um caminho com carater associativo,
com estados de transi¢ao situados entre o estado de transi¢do sincrénico ANDy e o
canto Q, enquanto que os monoésteres seguem um mecanismo com caracteristica

mais dissociativa, com estados de transigdo situados no lado oposto do diagrama.
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1.2 Nucleofilos alfa

O efeito a € a reatividade especial mostrada por um centro nucleofilico que
esta vizinho a um atomo contendo um par de elétrons livres e que, como
consequéncia, mostra uma reatividade superior daquela esperada para um
nucledfilo com o mesmo valor de pKa.** A hidroxilamina, o ion hidroperéxido, os
acidos hidroxamicos e a hidrazina sao alguns exemplos de nucledfilos que

apresentam o efeito o (Esquema 7). 3%

Nucleofilos com efeito a X—Y:
Hidroxilamina H,N—-OH
. . &
Hidroperoxido HO-O
Acidos ((';?
. ~ . R -
Hidroxamicos NHOH
Hidrazina H,N-NH,
Esquema 7

Diferentes fatores tem sido atribuidos a origem do efeito alfa: (i) os pares de
elétrons sobre os atomos na posicdo o aumentam a nucleofilicidade pelo aumento
da densidade eletrénica no centro de reagéo; (ii) no caminho que leva ao estado de
transicdo, a deficiéncia eletrbnica causada pela doacdo de elétrons do centro
nucleofilico para o substrato € compensada pela doacédo de elétrons do atomo

adjacente por ressonancia (Esquema 8);>°

NG *) é
X=Y---S---L
/ \ /\

Esquema 8



21

(iii) e, ainda, 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 pn dos atomos adjacentes e isso acarreta em um aumento na energia do
orbital ocupado de maior nivel (HOMO) que participa da reagdo. Como resultado, o
orbital (HOMO) do nucledfilo interagiria fortemente com o centro eletrofilico, levando
a uma diminuicido da repulsdo entre orbitais pr € um consequente aumento da
reatividade. %’

A magnitude do efeito alfa € dependente da eletrofilicidade e da reatividade
intrinseca do substrato. Como mostra a Tabela 1, que relata a magnitude do efeito
alfa para reagbes de hidroxilamina com duas diferentes classes de ésteres de
fosfato. Como se pode observar os derivados de 8-dimetilamino-1-naftol (2)
apresentam efeitos menores em relagdo aos derivados de 2,4-dinitrofenil (1). Vale
ressaltar que a sequéncia de reatividade usualmente observada para fosfatos

depende da natureza dos grupos substituintes (Esquema 9). 3

Tabela 1 — Magnitude do efeito alfa da hidroxilamina nas rea¢gées com derivados dos
ésteres de fosfato: 1 (2,4-dinitrofenila) e 2 (8-dimetilamina-1-naftol).

Ester Fosfatos 1 Fosfatos 2
ArO-PO5~ <10 3
ArO-PO,OR” 70 5
ArO-PO(OR), 700 100
2
RO/’, //O RO/"P H +
A NG RO” O “NMe,
RO o@ ' '
NO, OO
1 2
Esquema 9

Devido a reatividade extraordinaria apresentada pelos nucledfilos detentores
do efeito o, eles tem sido largamente utilizados na clivagem de compostos
extremamente estaveis. A clivagem do diéster bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP)
vem sendo estudada em reagdes de substituicdo nucleofilica na presenca de

diferentes nucledfilos alfa. Diversos produtos sao formados nessas reagdes,



22

dependendo do nucledfilo, mas em todos os casos, a reatividade & extremamente
superior a observada para os nucledfilos ndo detentores do efeito a.

Domingos e colaboradores? estudaram a desfosforilagdo do BDNPP por
diferentes hidroxilaminas metiladas (MeHNOH, Me;NOH e NH,OMe). A hidrdlise do
BDNPP ¢é extremamente lenta, com um tempo de meia-vida (t12) de
aproximadamente 43 dias em pH 7, mas na presenga de hidroxilamina a clivagem
tem um incremento na velocidade em aproximadamente 10° vezes, apresentando
um ty» de aproximadamente 1 hora. '’

Segundo os autores, a N-metilagdo da hidroxilamina causa um pequeno efeito
na etapa inicial da reacdo. Nesse caso, apenas as reacbes secundarias sao
afetadas, devido a estabilidade dos intermediarios formados na primeira etapa. No
entanto, quando o atomo de oxigénio € metilado, o ataque inicial sobre o fosfato é
fortemente inibido, e entdo o ataque nucleofilico sobre o anel aromatico passa a

contribuir significativamente (Esquema 10).

NO,

O,N
?
0" + RRNO-P-O NO, R,R'=H,Me
< i
RR'NOH NO,
/(SN(Ar ||
O,N NR'OH *

O,N

@@

e

NO,

0}
Il
NHOMe + OZNOO F|>—O'

o)

OyN
®
BDNPP O2N o + MeOHN—FI’—O NO,
SN O-
HoNOMe
Sn(Ar

OoN

@

Esquema 10

Estudos para a reagdo do BDNPP com acido benzohidroxamico (BHA)
também foram realizados pelo grupo LaCFI*, evidenciou-se um ataque nucleofilico
simultdneo do BHA no anel aromatico e no fosforo, tal como apresentado no
Esquema 11. Resultados de ESI-MS e CG-MS permitiram detectar os produtos 4, 5

e 6. Além disso, os resultados mostraram que o intermediario 3, que se forma pelo
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ataque no fésforo, sofreu um rearranjo de Lossen formando produtos como
isocianato, uréia, amina e acido carbamico, que também foram detectados. Essas
reacdes de substituicdo nucleofilica mostraram-se aproximadamente 100 vezes mais

rapidas que as respectivas reagdes em agua. 1

I
“NHC-R

e

Esquema 11

Dentre esses nucledfilos de reatividade inusitada destacam-se os estudos que
envolvem o mecanismo de ataque nucleofilico da hidroxilamina, principalmente
porque a seletividade por um de seus centros nucleofilicos (N vs O) é dependente
do tipo de substrato. As reagdes de alquilagdo ocorrem via atomo de nitrogénio,

0. 41 o fosforila'” o ataque

enquanto que, em reagdes envolvendo ésteres de acila
nucleofilico acontece preferencialmente pelo atomo de oxigénio, mesmo o atomo de
nitrogénio sendo consideravelmente mais basico.

Segundo Jencks*?, a extraordinaria reatividade da hidroxilamina mostra que o
oxigénio anibnico da hidroxilamina é a verdadeira espécie nucleofilica reativa. E
ainda, de acordo com o autor, essa reatividade excepcional deve-se a uma catalise
intramolecular (acida ou basica), em que a hidroxilamina reage pelo atomo de
oxigénio com assisténcia de transferéncia intramolecular do préton para substrato,
como por exemplo, nas estruturas representadas no Esquema 12. Provavelmente,
por esse motivo, a O-alquilagdo ndo é observada, ja que a catalise ndo é possivel

nesse Caso.
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Esquema 12

Recentemente foram publicados resultados determinantes nessa discussao,
que mostraram através de estudos computacionais e cristalograficos, que a forma
zwiteridnica 7z é preferida no cristal de (NH,OH),.HCI (Esquema 13). Apesar de 7z
nao ser um alfa nucledfilo como usualmente definido, ele é preferido em algumas
reagdes devido a transferéncia de proton do grupo HsN* para uma carga negativa no
substrato, por exemplo, o atomo de oxigénio em ésteres de acila e fosforila,

confirmando a proposta de Jencks. *?

Esquema 13

O grupo LaCFl tem estudado uma proposta a respeito da verdadeira espécie
reativa da hidroxilamina, as reagdes de substituicdo nucleofilica de diferentes
esteres de fosfato ja foram estudadas na presenca de hidroxilamina. E ainda neste
trabalho, estdo mostrados os esforcos de se provar que a sua forma zwiteribnica é a

verdadeira espécie reativa na clivagem de fosfatos organicos.



25
1.3 Relagdes lineares de energia livre

A mudanca na velocidade de uma reacéo devido a alteracédo de substituintes
em um reagente, por exemplo, com a substituicdo de um hidrogénio por um grupo
nitro em um anel aromatico, € facilmente avaliada de forma qualitativa. Ja as
relacdes lineares de energia livre permitem a compreensao quantitativa dos efeitos
de substituintes sobre um centro reacional, constituindo uma ferramenta
extremamente informativa no estudo de mecanismos de reagdes quimicas.*

Dentre essas relacdes**®

estdo a equacdo de Hammett e a equacéao
estendida de Bronsted, que correlacionam, respectivamente, o efeito de diferentes
grupos de saida e nucledfilos em uma reagdo, permitindo uma compreenséo

aproximada do estado de transigéo.

1.3.1 A Equagao de Hammett

A equacado de Hammett faz a correlagdo entre velocidades das reagdes de
derivados de fenila para e meta substituidos e os valores de o, em que p é o
parametro de similaridade (Equacéo 1). Os valores de o sdo definidos em relagao
as constantes de acidez de acidos benzodicos substituidos (Esquema 14), sendo
uma medida da habilidade que o substituinte tem de modificar a acidez do acido
benzoico, conforme a Equacéo 2.*” Um valor positivo de o indica que o substituinte
tem efeito retirador de elétrons, enquanto que, um valor negativo indica efeito doador

de elétrons.
logk™ = p o +logk" (1)

onde, kX refere-se a constante de velocidade para reacdes dos compostos para e

meta substituidos e k! ao composto nao substituido.

X COOH H,0 | N COO
+ H,0*
. f M0 [ 3

X 25°C X

Esquema 14
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o=pK,"-pK,”" (2)

a

onde, K." e K. referem-se as constantes de dissociagao acida do acido benzadico; e

dos seus derivados substituidos em posi¢des para ou meta, respectivamente.

O efeito provocado na energia padrdo de dissociagdo do acido benzdico
devido a substituicdo do hidrogénio por um substituinte elétron-retirador pode ser
explicado com a Figura 2. A relagédo entre a constante de dissociagéo e a energia
livre padrdao de uma reacéo é dada pela Equacéao 3. A introdugdo de um substituinte
elétron-retirador provoca efeitos sobre o acido ndo dissociado e também sobre seu
anion. No entanto, o efeito sobre o anion deve ser maior, € como consequéncia a
energia livre padrdo de dissociagdo do acido benzoico substituido deve ser menos
positiva, ou seja, a dissociagdo deve ser mais favoravel. Por exemplo, o K, do acido
benzdico passa de 6,3x10° para um valor de 3,2x10*, na presenca de um
substituinte 3-NO,.*°

CeHsCO, + H3O*

AGy°
XCgH4COy™ + H30*

HZO + C6H4C02H AGXO

H,O + XCgH4CO2H

Figura 2 — Diagrama de energia livre padrao para o efeito de um substituinte elétron-
retirador na dissociagc&o do acido benzoico em agua.

~AG° =RTInK, (3)

A aplicacao da relagdo de Hammett pode ser exemplificada com a reacgao de
metanolise de cloretos de aroila substituidos (Esquema 15). O valor positivo de
p(1,42), obtido para essas reagdes, mostra que a presenga de substituintes
retiradores de elétrons no anel aromatico provoca um aumento na velocidade da
reacao, descartando o mecanismo dissociativo. Ou seja, o valor positivo de p é

compativel com um estado de transicdo em que ha um aumento da densidade
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eletrénica no carbono ligado ao anel, o que € consistente com um mecanismo de
adicao-eliminagdo, com formacado ou decomposi¢cao do intermediario tetraédrico

como etapa determinante da velocidade da reagao.*’

X7 >l MeOH X~ “OMe
| + HCI
[ = 0°C [

Esquema 15

E importante lembrar que nas relagbes de Hammett deve haver similaridade,
em ressonancia e em indutividade, com relacdo ao equilibrio padrao definido em
relacdo aos acidos benzdicos. Assim, nos casos que envolvem conjugagao
eletrénica direta, tais como fendis, a descricdo deve ser realizada em funcéo de o ',

o qual é definido em relagao as constantes de acidez de fendis substituidos.

1.3.2 Equacéao de Bronsted

A equacéo de Bronsted é conceitualmente similar a de Hammett, no entanto,
aborda o equilibrio de forma diferente, relacionando as constantes de velocidade
com o pKa do nucledfilo, em que pKa refere-se a constante de dissociagcao acida do
nucledfilo. Por exemplo, na reacdo de monoésteres de fosfato, no Esquema 16, os

parentes sdo os respectivos alcoois ou fendis substituidos.

0]
R-O" + 'O’Ig\ @ F e ﬁ + @O_
/ (@) ~R~0-
-0 Big RO \O'

R = alquil ou aril

Esquema 16

De acordo com o Esquema 16, nas relagbes de Bronsted a coordenada que
vai da esquerda para a direita é descrita pela Equacdo 4, em que S € 0
coeficiente de similaridade. Enquanto que, a reacdo no sentido contrario € descrita

pela Equacéo 5, em que o coeficiente de similaridade € /4.
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|ngnUC = BHUC pKa (4)

|ng|g = Blg pKa (5)

Uma aplicagcado bastante interessante para a equacédo de Bronsted pode ser
mostrada pelo exemplo a seguir. No Esquema 17 esta apresentada uma familia de

reagdes em que fenolatos substituidos reagem com um derivado de acila.

O 0 \O R
D N I G
Z// X R Z// O

Esquema 17

Essas reagbes podem envolver um mecanismo concertado, em que a
substituicido de X pelo fenolato ocorre via uma estrutura de transicdo “a”, ou ainda,
um mecanismo em etapas com a formagdo de um intermediario tetraédrico “b”

(Esquema 18).

0] E:
X 0
. e
SAr Ar0” 'R
a b
Esquema 18

Entdo, se 0 mecanismo € do tipo concertado, os substituintes Z terdo efeitos
paralelos sobre a afinidade dos fenolatos pelo centro eletrofilico do derivado de
acila. Consequentemente, espera-se um grafico de Bronsted linear, como
apresentado na Figura 3A. Caso contrario, ou seja, se 0 mecanismo da reagao
envolver a formagao de um intermediario tetraédrico, a etapa determinante depende
da natureza do substituinte e pode ser a formagdo ou a decomposicdo do
intermediario. Nesse caso, o grafico de Bronsted apresenta a forma geral
representada pela Figura 3B.

E necessario destacar que a auséncia de uma inflexdo no grafico de Bronsted

somente exclui 0 mecanismo por etapas, caso o estudo seja feito em uma faixa
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representativa de nucledfilos, ou seja, abranja o ponto em que deve ocorrer a

mudanca de coeficiente angular.’*>

nuc
nuc

logk
logk

pK_ do ArOH pK, do ArOH
A B

Figura 3 — Grafico de Bronsted para (A) mecanismo concertado e (B) mecanismo
via intermediario tetraédrico.

1.3.3 Carga efetiva

As mudangas de cargas eletrbnicas estdao profundamente relacionadas as
ordens de ligagbes das espécies envolvidas em uma reagado, consistindo em um
parametro extremamente importante na descricdo de mecanismos. O conceito de
carga efetiva simplifica a interpretacdo dos coeficientes angulares das relagdes
lineares de energia livre, os quais estdo relacionados as mudangas de carga ou
dipolo quando os reagentes seguem através de estados de transi¢do para produtos.
Em alguns casos, um mapa de carga efetiva pode ser construido, mostrando as
mudancas das ligagdes mais relevantes, no qual o conceito de carga efetiva permite
estabelecer conectividade entre reagentes e produtos e a indicagdo da posigcéo
aproximada do estado de transicdo na coordenada de reagao. ** %

A carga efetiva é definida como a carga hipotética requerida para dar o efeito
do substituinte observado no equilibrio padrao, onde a carga esta definida. Ela pode
ser definida nos estados reagente, transicdo e produto (Equacédo 6). Através dos
valores de S, por exemplo, pode ser obtida a carga efetiva no estado de transigcéo

de uma dada reagao.
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foa = ——— (6)

onde, &s € &s S80, respectivamente, as cargas efetivas para reagente e produto do

equilibrio padréao.

Na reagao apresentada no Esquema 19, por exemplo, as cargas no atomo de
oxigénio arilico no estado inicial e final sdo conhecidas e iguais a -1 e +0,8,
respectivamente. Entdo, a mudanca total na carga efetiva (f.q) dos reagentes até os
produtos deve ser -1,8. Em relagdo ao estado de transigdo dessa reagao, em que o
atomo de oxigénio arilico sofre mudancgas eletrénicas consideraveis em relagao aos
substituintes polares, a carga efetiva pode ser interpretada de forma relativamente
simples. Sendo que a reagdo exibe um /. de +0,81, e similarmente a Equagao 6,
utilizando a relagéo fhc=(geT - &)/(&s - &s), € possivel calcular o valor de carga

efetiva sobre o oxigénio arilico no estado de transicdo, que deve ser de -0,19.%°

(-0,19)
+
LOAr
502+ opar —» @(}s% — @E\SOz—OAr
@) O’ o
(-1,00) (+0,80)

5 Pruc=+081 Bg = - 0,99 :

E dnye = 0,45 E

: Beq =- 1.8 |

Esquema 19



31

E importante salientar que a carga efetiva ndo corresponde ao valor real da
densidade eletrénica sobre um determinado atomo, sendo apenas uma medida da
sensibilidade de uma reacdo desconhecida as mudancgas eletrénicas em relagcéo a
uma reacgao padrado. Por exemplo, na hidrolise do acetato de fenila, apresentado no
Esquema 20, a sensibilidade as mudancgas eletrdbnicas em relagdo aos substituintes
polares deve ser comparada a dissociagao do fenol. Ou seja, ndo se comparam

cargas, mas sim mudangas relativas de carga em relagdo a uma reagao padrao.

prm— Ka prm—
OH ; O +  H.O* Reacéao
X@ x<_/ 3 Padrdo

Esquema 20
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

De acordo com o interesse geral do grupo de pesquisa LaCFl em

mecanismos de reagdes organicas, principalmente naquelas que envolvem a

quimica dos ésteres de fosfato, foi selecionado o triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato

(DEDNPP) com o objetivo de fazer um estudo mecanistico detalhado do ataque

nucleofilico da hidroxilamina em ésteres de fosfato (Esquema 21).

‘e, 2
5°~ nNO, DEDNPP

Esquema 21

Dentro de um conjunto de estratégias especificas para atingir o objetivo geral

deste trabalho, destacam-se:

Sintetizar e caracterizar o dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP);

Determinar as constantes de velocidade da reacdo entre DEDNPP e
hidroxilamina utilizando a técnica de espectroscopia UV-Vis;

Determinar as constantes de velocidade da reacdo entre DEDNPP e
hidroxilaminas metiladas utilizando a técnica de espectroscopia no UV-Vis, a
fim de comparar reatividades;

Aplicar os conceitos de correlagdes lineares de energia livre, bem como de
carga efetiva no estudo do mecanismo da reagcdo, com a finalidade de
conhecer a estrutura aproximada do estado de transicao;

Identificar produtos e possiveis intermediarios da reagao utilizando técnicas
de espectroscopia UV-Vis, RMN 'H, RMN *'P e CG-MS.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

Os espectros de UV-Vis e as medidas cinéticas foram realizados em um
espectrofotometro HP 8453. J& as medidas cinéticas mais lentas, foram realizadas
em um aparelho Cary 50. Ambos equipamentos foram acoplados a banhos
termostaticos da Microquimica, modelo MQBTC99-20, e a microcomputadores,
contendo sistemas de aquisicdo e tratamento de dados HP ChemStation versao
A.02.05 e Cary WinUV 3.00, respectivamente. Em todas as medidas foram utilizadas
cubetas de quartzo com capacidade de 3,5 ml e 1,0 cm de caminho a6tico.

As regressodes lineares e nao-lineares para ajustes de dados cinéticos foram
realizadas com o programa de computa¢cdo ORIGIN versao 7.5 (OriginLab, 2003).

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado
a 25°C com solugdes padrdes pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). Em experimentos
acima de 25°C, as medidas foram realizadas com compensacao de temperatura, em
cela acoplada a um banho termostatico da Microquimica. Para as medidas em D,O

a 25°C, os valores de pD foram corrigidos considerando a Equacéo 7.%°

pD=pH+0,4 (7)

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *'P foram realizadas
a 25,0 °C, em D,0O a 400 e 162 MHz, respectivamente, em um espectrémetro Varian
Mercury Plus 400-MHz. Utilizou-se 3-(trimetilsil) propionato de sédio (TSP) como
referéncia interna para RMN 'H e acido fosférico 85% como referéncia externa para
RMN *'P.

Os espectros de massa foram obtidos em um espectrometro de massas
Shimadzu GCMS-5050A, acoplado a um espectréometro gasoso Shimadzu GC-17A,
operando com uma coluna DB-5 (Agilent) e He como gas de arraste. A temperatura
do injetor e interface foram 280 e 300 °C, respectivamente. A rampa de aquecimento
do forno foi mantida a 80 °C por 5 min e, em seguida a temperatura foi elevada, com

uma taxa constante de 10 °C/min, a 300 °C e mantida por 5 min.
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3.2 Reagentes

A agua deuterada (D,0O) foi adquirida da Cambridge Isotope Laboratories,
com grau de pureza rotulado em 99,9%. O NaOD (40%) e o DCI (37%) foram
adquiridos da Aldrich, sendo utilizados como recebidos. Os demais reagentes eram
de qualidade P.A. (procedentes da Aldrich, Carlo Erba, Acros e Vetec) e foram

tratados com técnicas adequadas quando necessario.

3.3 Sintese do dietil 2,4-dinitrofenil fosfato - DEDNPP

O dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi preparado de acordo com a
metodologia descrita por Moss e lhara, como segue.>” Em 25 ml de benzeno foram
dissolvidos 2,4-dinitrofenol (5 mmol), dietilclorofosfato (5 mmol) e trietilamina (5,5
mmol). Com excecdo do dietilclorofosfato, todos os demais reagentes foram
previamente purificados. A mistura foi deixada sob refluxo por aproximadamente 10
horas, a 70-80°C. Apds esse tempo, a solugao foi filtrada e o filtrado extraido 6
vezes com aproximadamente 50 ml de agua. A fase organica foi seca com MgSOQOa,

fitrada e evaporada rotatoriamente até a obtencdo de um O6leo amarelo

(Esquema 22).
EtO, ,O
NO, EtO, ,O Trietilami /P\/ NO
OH N /,'P// retiamina EtO ')
7\
EtO Benzeno
O,N NO,
DEDNPP

Esquema 22

A caracterizagdo do produto foi realizada por RMN 'H (400 MHz, CDCl; e
referéncia interna TMS): 6 1,40 (t, 6H, J = 6,96 Hz, CH3); 6 4,31 (“quinteto”, 4H, J =
6,96 Hz, CH,); 6 7,86 (dd, 1H, Jpc= 9,16 Hz e Jac= 1,10 Hz, Ar); & 8,46 (dd, 1H, Jyc=
9,16 Hz e Jxp= 2,93 Hz, Ar), 6 8,81 (dd, 1H, Jap= 2,93 Hz e Joc= 1,10 Hz, Ar),

conforme as Figuras 4 e 5.
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Figura 4 — Espectro de RMN "H para DEDNPP em CDClz a 400 MHz.
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Figura 5 — Espectro de RMN "H ampliado da regi&o 7,80 — 8,80 para DEDNPP.
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3.4 Identificacdo de produtos e intermediarios

3.4.1 Identificacdo de hidrazina

A hidrazina foi identificada através da reagdo com p-dimetilaminobenzaldeido,
conforme descrito por Watt e Chrisp.*® O procedimento foi realizado como segue: 50
ul de uma solugao 0,01 M de DEDNPP em acetonitrila foram adicionados a 1 ml de
uma solucado de hidroxilamina 0,05 M, em pH 8,50 (0,01 M de TRIS). Ao fim da
reagao, a 25°C, uma aliquota de 100 pul da mistura reacional foi adicionada em 2 ml
da solugao de p-dimetilaminobenzaldeido (0,05 M em HCI 1M). O produto, hidrazona
de p-dimetilaminobenzaldeido, foi identificado por espectroscopia UV-Vis
(Amax=454m, £=59000%). Um controle experimental foi realizado utilizando uma
solucao preparada pelo processo descrito acima, na auséncia de DEDNPP, e nao foi

detectada absorvancia significativa em 454 nm.

3.4.2 Identificacéo de diimina

A identificacao de diimina foi realizada em condi¢des similares a identificagcao
de hidrazina: 50 ul de uma solugdo 0,01 M de DEDNPP em acetonitrila foram
adicionados a 1 ml de uma solugéo de hidroxilamina 0,05 M, em pH 8,50 (0,01 M de
TRIS), contendo 0,2 M de acido fumarico. Ao fim da reacédo, a 25°C, uma aliquota de
100 ul da mistura reacional foi adicionada em 2 ml da solugdo de p-
dimetilaminobenzaldeido: espectros de UV-Vis nao apresentaram absorvancia

significativa em 454 nm.

3.4.3 Identificacéo de acido succinico

A identificagdo de acido succinico, produto da reagdao da diimina e acido
fumarico, foi realizada através RMN 'He espectrometria de massas, como descrito

abaixo.
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3.4.3.1 Experimento de RMN *H

Com pequenas aliquotas de NaOD, 5 ml de uma solu¢gado de D,O contendo
0,1 M de hidroxilamina e 0,2 M de acido fumarico foi levada a pD=7,25. Uma
aliquota de 1 ml dessa solucéo foi adicionada a 3,6 mg de DEDNPP. Depois de 16
horas sob agitacdo e atmosfera de argénio, o espectro de RMN "H foi obtido.

Foi obtido ainda, para fins comparativos, um espectro de RMN 'H de uma
solucado contendo: 0,05 M de hidroxilamina, 0,2 M de acido fumarico e 0,01 M de

acido succinico, em 1 ml de D50O.

3.4.3.2 Experimento de espectrometria de massas

A solucdo utilizada no experimento de RMN 'H foi extraida com 13 ml de
acetato de etila, com o objetivo de remover o excesso de fenol. Apds a separacéo de
fases, foi adicionado 1 ml de HCI 1 M a fase aquosa e entdo novamente foram
adicionados 10 ml de acetato de etila para extrair os acidos succinico e fumarico. O
solvente organico foi removido sob fluxo de argbnio e derivatizada com 30 ul de N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoracetamida, a fim de aumentar a volatiidade e diminuir a
polaridade dos acidos. Depois de 1 hora a 80°C, a mistura foi seca sob fluxo de
argbnio, dissolvida em 2 ml de cloroférmio e analisada por espectrometria de
massas.

Uma amostra padrao, contendo 2,8 mg de acido succinico e 2,6 mg de acido

fumarico, foi preparada e analisada sob as mesmas condi¢des descritas acima.



38

3.5 Medidas cinéticas

As reagbes foram iniciadas pela adi¢do de uma aliquota de 20 pL da solugao
estoque 0,01 M de DEDNPP em acetonitrila (estocada em freezer) a 3 ml da solugéo
tamponada contendo um largo excesso do nucledfilo (0,01 M - 0,06 M) em uma cela
de quartzo, as quais foram deixadas termostatizar na temperatura desejada. Dessa
forma, a concentragédo inicial do substrato nas reagdes foi igual a 66,7 uM,
assegurando condi¢cdes de pseudo-primeira ordem. Os pHs das medidas cinéticas
foram mantidos com os seguintes tampdes: CICH,COOH (pH 2,00-3,00); CH;COOH
(pH 4,00-5,00); NH,OH (pH 6,00-7,00); e TRIS (pH 8,00-9,00). A forca idnica foi
mantida em 1,0 M em todas as medidas cinéticas pela adicdo de quantidades
adequadas de solugao de KCI.

As reagdes entre DEDNPP e hidroxilaminas foram acompanhadas pelo
aparecimento do 2,4-dinitrofenolato (DNP) em 360nm. Em todos os casos, foram
registrados espectros de UV-Vis durante aproximadamente cinco tempos de meia-
vida (t12). A partir dos graficos de absorvéncia em fungdo do tempo, foram

determinadas as constantes de velocidade observadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reacdo do DEDNPP com hidroxilamina

As reacgbes entre DEDNPP e hidroxilamina foram acompanhadas pelo
aparecimento do produto DNP (Esquema 23), conforme indicado pela seta em
360 nm na Figura 6, a qual representa um conjunto tipico de espectros de UV-Vis

para essas reagoes.

Eto, O o NO,
(P\ NO, NH,OH N WOEt -0
EtO > P§ +
© HN-O OEt
NO,
NO,
DEDNPP DNP

Esquema 23

0,0-

300 400 500
Wavelength {(nm)
Figura 6 — Espectros sucessivos de UV-Vis da reagdo entre DEDNPP e

hidroxilamina (0,03 M) a 25°C, u = 1,0 M (KClI) e pH = 8,50.
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Em todas as reagdes observou-se apenas um tipo de comportamento
cinético, ou seja, as cinéticas foram sempre tipicas de primeira ordem em relagao a
concentragdo de substrato organico. A figura inserida no canto superior direito da
Figura 6 representa o aumento de absorvancia em fungdo do tempo, tipico de
cinéticas de primeira ordem, devido a formacdo de DNP que absorve no
comprimento de onda de 360 nm.

Na Figura 7 estao apresentados os efeitos da concentragcdo de hidroxilamina
sobre as constantes de velocidade observadas (kobs) para as reacbées com DEDNPP.
Como se pode observar, a reacdo é linearmente dependente da concentragcdo de
nucleofilo. Os valores de kops correspondem basicamente a reagao do DEDNPP com

hidroxilamina, que depende da concentracado de hidroxilamina.

1,8
164
1,4-
12 |
104

0,8

10% k

0,6
04

0,24

[NH,OH], M

Figura 7 — Constantes de velocidade observadas (kobs) em fungdo da concentragao
de hidroxilamina nas reacées com o DEDNPP a 25°C, u = 1,0 M (KCI) e pH = 8,50.

Na Figura 8 esta apresentado a curva de perfil de pH para as reagdes entre
DEDNPP e hidroxilamina, 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 (pK, = 6,06)*°, Esquema 24: (i) entre pH 7,0 e 9,0,
regido de patamar, em que a concentracdo da espécie neutra da hidroxilamina é
maxima; e (ii) entre 2,0 e 7,0, em que a concentragdo da espécie neutra da

hidroxilamina diminui e a reagao passa a exibir o perfil da reagdo somente em agua.
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A curva solida tragada na Figura 8 foi obtida do ajuste nao-linear utilizando a
Equacdo 8, que descreve os dados experimentais em termos de constantes de
velocidade e da fracdo molar de hidroxilamina neutra. A equacdo leva em
consideragao a hidrolise espontanea do DEDNPP (ko) e a reagcdo com a forma

neutra hidroxilamina (kz), de acordo com Esquema 25.

2,0
2,54
-3,0
3,5

4,0

log(k,,.. s
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Figura 8 — Logaritmo da constante de velocidade observada (kops) em fungao do pH,
para a reacédo entre DEDNPP e [NH,OH]p = 0,03 M, a 25,0°C e u = 1,0 M (KCI). A
linha corresponde ao ajuste tedrico de acordo com a Equacéao 8.

Kops = ko + kz[NHon]oZNHZOH (8)

onde, ko e k; correspondem, respectivamente, a reagcdo do DEDNPP com &agua e
com hidroxilamina neutra, e y nH2on CcOrresponde a fragdo molar da forma neutra da

hidroxilamina.
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Esquema 25

Na Tabela 2 estdo mostrados os melhores valores obtidos no ajuste nao

linear dos dados experimentais da Figura 8, através da Equacéao 8. O valor de pKa

para o acido conjugado da hidroxilamina ("NH3;OH), Esquema 24, foi obtido da

literatura e, portanto, foi mantido invariavel no ajuste da curva.

Tabela 2 — Valores de K, ko € k» utilizados do ajuste nao linear dos dados cinéticos
da Figura 8, através da Equacéo 8.

Constantes
ko 6,962 x 10°, s™
ko 2,650 x 107", M's™
Kz? 8,710 x 107

2 Valor obtido da literatura.”

O elevado valor obtido para a constante de velocidade de segunda ordem
(k2), em relagdo a constante de velocidade da reacao de hidrolise espontanea (ko)
mostra que a reagao promovida pela agua tem uma contribuicdo muito pequena. Tal
fato € esperado devido a reatividade excepcional exibida por nucledfilos detentores
de efeito alfa.

O perfil de pH para o DEDNPP, na faixa de pH estudada, € idéntico aquele
para a reacao entre hidroxilamina e etil 2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP), estudada
recentemente no grupo LaCFI. No entanto, o valor de k; para a o diéster € menor por
um fator de aproximadamente 10° vezes.*® Os resultados estdo de acordo com a
ordem de reatividade frequente observada para ésteres de fosfato, ou seja,

triésteres sdao normalmente mais reativos que diésteres de fosfato.
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4.1.1 Efeitos termodinamicos da temperatura

A fim de obter os parametros de ativacdo da reacdo entre DEDNPP e
hidroxilamina, as constantes de velocidade foram determinadas na regido do
patamar no grafico de perfil de pH (pH 8,50) em diferentes temperaturas (Tabela 3).

Tabela 3 — Constantes de velocidade observada em fungédo da temperatura para a
reacdo entre DEDNPP e hidroxilamina (0,01 M), pH 8,50 e u = 1,0 (KCI).

Temperatura 10% Kops, S2
20°C 2,202
30 °C 3,362
40 °C 4,894
50 °C 6,905

@ Média de trés medidas experimentais.

Os valores de entropia e entalpia da reacédo foram calculados utilizando-se a
equacdo de Eyring,?° que relaciona temperatura com as constantes de velocidade.

(Equacao 9 e Figura 9).

PR

onde, k, , # € R referem-se as constantes de Boltzmann (1,38 x 102° J.K™"), de

Planck (6,63 x10%J.s) e universal dos gases (8,314 J.mol".K™) , respectivamente. ®’
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Figura 9 — Grafico de In(Kops/T) vs T para reacéo entre DEDNPP e hidroxilamina
(0,01M) em pH 8,50 e u=1,0 (KClI).

A energia livre de ativacdo AG*foi calculado através da Equacdo 10.
AG” =AH” —TAS” (10)

Os parametros de ativacdo calculados para a reacdo entre DEDNPP e
hidroxilamina (AG* = 21,0 kcal/mol, AH*=6,56 kcal/mol e AS* = -48 eu) correspondem
a uma reagao onde no estado de transicdo ha um elevado grau de organizagédo em
relacdo ao estado reagente, provavelmente refletindo um estado de transigao
altamente hidratado. Valores de entropia de ativagdo bastante negativos também
foram encontrados nas reagdes de hidrdlise dos triésteres p-nitrofenil difenil fosfato
(AS*= -39 eu)®? e trifenil fosfato (AS*= -45 eu)®>.
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4.2 Reagcdo de DEDNPP com hidroxilaminas metiladas

Foram estudadas ainda reacées do DEDNPP com diferentes derivados
metilados da hidroxilamina (MeNHOH, Me;NOH e NH,OMe), com a finalidade de
comparar o efeito da metilagdo em ambos centros nucleofilicos sobre a reatividade
na reacao com o DEDNPP. Assim como nas reagdes com hidroxilamina, as reacdes
com os derivados metilados foram acompanhadas pelo aparecimento do produto
DNP em 360nm a 25°C, u = 1,0 M (KCIl) e pH=8,50. Na Figura 10 estado
apresentados o efeito do aumento da concentragdo das hidroxilaminas metiladas
nas constantes de velocidade observadas das reagdes com o DEDNPP. Os
coeficientes angulares referentes aos ajustes lineares dos dados experimentais da
Figura 10 fornecem as constantes de segunda ordem das reacdes entre DEDNPP e

as hidroxilaminas, que estdo mostradas na Tabela 4.

25
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416
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S 104
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—
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. T . T .
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
[Nucledfilo], M

Figura 10 — Constantes de velocidade observadas, kops, em fungéo da concentragao
de nucledfilo para as reagbes com o DEDNPP, (m)NH,OMe, ()MeNHOH, e (A)
Me,NOH a 25°C, pH = 8,50 e u=1,0 M (KClI).
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Tabela 4 — Constantes de velocidade de segunda ordem para as reagdes entre
DEDNPP e hidroxilaminas a 25°C, pH = 8,50 e u=1,0 M (KCI).

Nucleéfilo koM1s?
NH,OH 2 2,928 x10™
MeNHOH 4,435 x 107"
NMe,OH 5,997 x 102
NH,OMe 2,108 x10™

& Valor referente a Figura 7.

Os dados na Tabela 4 mostram que a reatividade das hidroxilaminas N-
metiladas é o reflexo do aumento na basicidade, efeito geralmente observado para
aminas (secundaria > primaria > terciaria)*’, e também semelhante a ordem de
reatividade reportada para o diéster EDNPP. No entanto, o nucledfilo que ndo pode
reagir via atomo de oxigénio (NH,OMe), apresenta uma diminuigdo significativa na
velocidade da reacdo com o DEDNPP em relagdo as outras hidroxilaminas. A
reatividade da hidroxilamina diminui por um fator de 5 vezes quando € dimetilada no
nitrogénio, mas a diferenga € muito maior quando a hidroxilamina é metilada no
oxigénio. Em relagdo a hidroxilamina, o derivado O-metilado é aproximadamente 10°
vezes menos reativo.

No caso do triéster 8-(dimetilamino)-1-naftil-dietilfosfato (TANEP) a constante
de velocidade de segunda-ordem para a reacdo com NMe,OH é igual a 0,352 M's™,
enquanto que a reacdo com o derivado O-metilado é tdo lenta que nao pode ser
medida.®*

Os resultados sado coerentes com o proposto recentemente para fosfatos
organicos, ou seja, provavelmente o atomo de oxigénio da forma zwitteribnica da
hidroxilamina € responsavel pelo ataque nucleofilico nesses compostos. O
Esquema 26 mostra o0 mecanismo sugerido para o ataque nucleofilico da
hidroxilamina em diésteres de fosfato.** Essa proposta mecanistica se tornou ainda
mais soélida com os resultados de identificacdo de intermediarios deste trabalho,

como segue a discussao mais adiante.



Esquema 26

4.2.1 Relacéo linear de energia livre e carga efetiva

47

Os valores de constantes de segunda ordem das reagdes do DEDNPP com

hidroxilaminas foram correlacionados com a equacdo de Bronsted. Conforme

descrito na introducdo, essa equacado faz a correlagdo entre a constante de

velocidade e o pK, dos nucledfilos (Figura 11). Os valores de pKa, referem-se ao

equilibrio representado no Esquema 24, e foram obtidos da literatura.
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4,5 4,8 51 54 57 6,0 6,3
PK,

Figura 11 - Grafico de Bronsted para a reacdo do DEDNPP com hidroxilamina e

derivados metilados.
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A sensitividade da velocidade em relagdo a basicidade do nucledfilo, medida
pelo coeficiente de Bronsted, £, € igual a 1,127. Esse é praticamente o mesmo valor
daquele observado nas reagdes com o triéster TANEP e hidroxilaminas N-metiladas
(Bue=1,123).% O coeficiente de Bronsted obtido para o DEDNPP pode ser
comparado com os valor obtido para as reagcdes com TANEP. Este possui
reatividade similar ao DEDNPP, pois é ativado em virtude da catélise acida geral
intramolecular promovida pelo grupamento dimetilaménio que envolve transferéncia
de préton para o atomo de oxigénio do grupo abandonador, o qual € inicialmente

pouco reativo (Esquema 27). ®°

Nu™ O\ o Me
EtO-PsHH/™
Eto O N~

Esquema 27

O valor de f,,c deve aumentar no sentido de mono- < di- < triéster, como pode
ser observado na Tabela 5, que mostra os coeficientes de Bronsted para as reacdes
dos derivados de 8-dimetilamino-1-naftol com oxianions. De fato, o f.c para o
DEDNPP é substancialmente maior que aquele observado para o diéster EDNPP

(Suc=0,41)% refletindo em um estado de transigdo bem mais associativo.

Tabela 5 — Coeficientes de Bronsted para as reagdes entre oxianions e derivados
dos ésteres de 8-dimetilamino-1-naftol.*% 2!

Ester Lhuc
ArO-POs* 0,19
ArO-PO,OR’ 0,29
ArO-PO(OR); 0,49

Conforme mostrado na introdugao, a interpretagao dos coeficientes angulares
das relacgdes lineares de energia livre pode ser simplificada pelo conceito de carga
efetiva. Dessa forma, através de valores de carga efetiva, que se encontram
disponiveis na literatura para uma vasta série de compostos, e o valor de [, obtido

experimentalmente, pode ser construido um mapa de carga efetiva, mostrando as
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mudancgas de carga mais relevantes na reacdo. O coeficiente angular da reta
apresentada na Figura 11, isto é, o coeficiente de Bronsted (fn.c) € igual a 1,12.
Desde que a reacdo exibe um feq igual a 1,87 (obtido a partir da mudanca total na
carga efetiva dos reagentes até os produtos), é possivel calcular o valor de By que é

igual a 0,75 (Esquema 28).

0
+ -/—T-‘IlDI NOZ O\ OEt NOZ

RoHN™O" EtO"" ™\ NI )
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; B = 1,12 B, = 0,75 :
- i 9 1
: Onye = 0,60 oyg= 0,40 !
: Beq =187 :

Esquema 28

Os valores de Bnuc € Beq permitem a construgcao do diagrama de More O’Ferral-
Jencks. Sendo anue = Bruc/Beq € Onuc + aig = 1, entéo para a reacdo estudada tem-se
anuc = 0,60 e aig = 0,40, que representam os valores nas coordenadas de formacéo e

quebra de ligagao no diagrama, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12 - Diagrama de More O’Ferral-Jencks para a reagdo do DEDNPP com
hidroxilaminas.

O diagrama de More O’Ferral-Jencks (Figura 12) mostra que a ligagao entre
0 oxigénio e o atomo de fésforo estd aproximadamente 60% formada no estado de
transicdo (anu), sugerindo um caminho reacional concertado de caracteristica
associativa, com consideravel formagao de ligagao entre o nucledfilo e o atomo de
fésforo. No estado de transigdo deve ainda ocorrer transferéncia de préton do grupo
HsN™ ao atomo de oxigénio do substrato, que segundo Kirby e colaboradores, faz
com que 7z seja a espeécie que se complementa de forma ideal para o ataque

nucleofilico ao atomo de fésforo nas reagdes de substituicio em ésteres de fosfato*®

(Esquema 29).
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Esquema 29



51

4.3 Identificacéo de intermediéarios e produtos da reacao

O grupo de pesquisa LaCFl tem um grande interesse no estudo de nucledfilos
detentores de efeito alfa, em especial a hidroxilamina, em reagdées que envolvem
quebra de fosfatos organicos. Em linhas gerais, tem-se observado que a reatividade
dos derivados N-metilados da hidroxilamina segue o aumento da basicidade,
enquanto que o derivado O-metilado é consideravelmente menos reativo nessas

reagoes.’”

Nas reagbes com bis(2,4-dinitrofenil)fosfato, por exemplo, a
hidroxilamina reage 100 vezes mais lentamente que NH,O", tdo reativa quanto o ion
hidroxido e 150 vezes mais rapidamente que NH,OMe. Sendo que o derivado O-
metilado (NH,OMe) reage necessariamente pelo atomo de nitrogénio e nas
condigdes experimentais é apenas uma unidade de pK, menos basico.? Isso sugere
fortemente que o ataque da hidroxilamina sobre esses compostos deve proceder via
atomo de oxigénio da forma zwiteribnica 7z. Além disso, conforme enfatizado na
introdugéo, dados de cristalografia e métodos computacionais mostram que a forma
zwiteridnica da hidroxilamina é preferida no cristal de (NH,OH),.HCI .

Quando as reagbes de mono- e diésteres de fosfato sdo acompanhadas por
RMN 3'P, os resultados mostram claramente que a hidroxilamina é fosforilada. No
entanto, ndo é possivel distinguir se a fosforilagdo ocorre no atomo de oxigénio ou
nitrogénio.' 3% Entdo, com base em argumentos de reatividade e calculos
computacionais, durante bastante tempo considerou-se que a fosforilagdo da
hidroxilamina aconteceria no atomo de oxigénio nas reagdes com mono- e diésteres,
levando a formacdo dos intermediarios O-fosforilados 10 e 9, respectivamente

(Esquema 30).
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Recentemente estudos realizados no grupo LaCFI® mostraram, através de
experimentos de RMN °'P, que dois produtos fosforados da reacdo entre
hidroxilamina e o diéster EDNPP sao observados em quantidades consideraveis: etil
fosfato (5,47 ppm) e EtO-PO,-ONH, (3,68 ppm), Figura 13. Sendo este, um
deslocamento consistente com o valor de -2,04 ppm descrito no caso do 2,4-
dinitrofenil-O-PO,—ONH,, obtido através de uma reacgao similar da hidroxilamina
com o BDNPP."

Ainda, diferentemente da reagdo do DEDNPP com hidroxilamina, que n&o
apresenta contribuicdo significativa de ataque no anel aromatico, os sinais de RMN
de 'H para a reac&o do diéster EDNPP revelaram a presenca de produtos derivados
da substituicdo nucleofilica aromatica. Os resultados mostraram que a hidroxilamina
e seus respectivos derivados N-metilados (MeNHOH e NH,OMe) produzem
quantidades comparaveis de produtos de ataque no anel aromatico. Os rendimentos
para esses produtos foram de 40, 50 e 60% para a NH,OH, NH,OMe e MeNHOH,
respectivamente. Ja para a reagdo com Me,NOH, ocorre exclusivamente a quebra
da ligacdo P-O indicando que o atomo de N é o responsavel pelo ataque no anel

aromatico. 3
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Figura 13 — Espectro de RMN *'P dos produtos da reacdo entre hidroxilamina e o
diéster EDNPP. A numeracéo esta de acordo com o Esquema 31.

OZNQNHOH + EtO-PO,
\__/'O

2 NO

BN 2 12
EtO 04§j>7No2 NH20H

Esquema 31

Uma vez que, as reagdes de hidroxilamina com mono- e diésteres de fosfato
levam a formacdo dos produtos fosforilados 10 e 9 respectivamente, esperar-se-ia
que a reacgao do triéster levasse a formacado do intermediario correspondente 8
(Esquema 30). No entanto, o acompanhamento da reagao entre hidroxilamina e
DEDNPP por RMN 3'P permitiu apenas a identificacdo do dietil fosfato (DEP), em
0,7 ppm, como produto da reagdo. Esse mesmo produto foi observado na hidrélise
em meio basico e, ainda, na hidrolise em meio acido, que mostra também presenca
do reagente de partida DEDNPP (Figura 14). Nem mesmo a temperatura baixa
(5,0°C) foi possivel detectar a presenga do intermediario. Esses resultados
apontaram a necessidade da busca de outros métodos para a detecgao de possiveis

intermediarios na reacao.
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Figura 14 — Espectro de RMN *'P para DEDNPP na (A) hidrélise em meio acido,
pH=2,6; (B) hidrélise em meio basico, pH=13 e (C) reagdo com hidroxilamina, pH=7.

4.3.1 Identificacdo de hidrazina

Utilizando o procedimento descrito por Watt e Chrisp®®, identificou-se
hidrazina (NH2NH2) como um dos produtos da reacdo entre DEDNPP e
hidroxilamina. Nesse experimento, a hidrazina formada durante a reagcéo reage com
p-dimetilaminobenzaldeido, levando a formagao da hidrazona, que absorve em

aproximadamente 454 nm.®® O espectro obtido esta apresentado na Figura 15.
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Figura 15 — Espectro de UV-Vis da hidrazona formada pela reacdo entre
p-dimetilaminobenzaldeido e os produtos da reagao entre hidroxilamina e DEDNPP.
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De acordo com o descrito na literatura, hidrazina e nitrogénio sao produtos de
reacao entre duas diiminas, as quais sao produzidas a partir de um intermediario
instavel (HONHNH,) presente em reagdes de hidrélise basica de Ho,NOSO3.%” Dessa
maneira, a detec¢cdo de hidrazina nas reacées com o triéster DEDNPP é um forte
indicativo de um mecanismo no qual o ataque nucleofilico da hidroxilamina ocorre
via atomo de oxigénio fornecendo o intermediario O-fosforilado (8). Este é
rapidamente convertido em diimina (13), a qual reage com uma segunda molécula

de diimina, gerando Ny e hidrazina (14), Esquema 32.

H
0
HoN £\ ) OH OHNH—NH O\ .OFEt
BN N - + - P~
HNTO™ YoEt > 2 o~ NOEt
8
-H,0
_N2
HN=NH —> HyN—NH,
13 14

Esquema 32

Evidentemente, a alta reatividade do intermediario NH,OPO(OEt), comparada
com as reatividades de NH,OPO3* e NH,OPO,(OEt), provenientes das reagdes dos
mono- e diésteres, respectivamente, € consequéncia da habilidade do grupo de
saida. Esta, € medida pelo pKa do acido conjugado do grupo de saida, e aumenta
na seguinte ordem: 10 < 9 < 8 (Esquema 30). Consequentemente, a alta reatividade
do intermediario formado na reagao entre DEDNPP e hidroxilamina faz com que ele
reaja rapidamente com o excesso de hidroxilamina, levando a formacg&o de diimina;
e portanto, ndo permitindo a sua identificacdo em experimentos classicos como
RMN *'P.
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4.3.2 |dentificagao da diimina

Conforme exposto acima, a presenga de hidrazina como um dos produtos da
reacao € um forte indicativo da presenca de um intemediario HN=NH na reacao.
Assim como descrito previamente por Steinmetz e colaboradores®’, a presenca
dessa espécie no meio reacional pode ser caracterizada pela reducdo do acido
fumarico a succinico, devido ao seu forte carater redutor.®® Ou seja, se realmente a
diimina esta presente na reagdo entre DEDNPP e hidroxilamina, quando a reagao é
realizada na presencga de acido fumarico, a diimina atua como agente redutor e leva
a producao de acido succinico, e consequentemente, a supressao da formacao de
hidrazina (Esquema 33).

EtO,, O
K NO, NO,
EO o NH,OH Oy,.CBt O
HoN-G OBt ¥

N02 NOZ

NH,OH
/ -H,O
0
o)
I 0 . HO)WOH
Et0” P~o- * NoHz + HOJ\/\H/ "

OEt e} o
15 16 17

NoHy4

Esquema 33

De fato, quando a reagdo entre DEDNPP e hidroxilamina foi realizada na
presenca de acido fumarico, nenhuma banda em 454nm foi identificada (Figura 16),
caracterizando o desaparecimento da diimina e da hidrazina, confirmando a

presenca do intermediario O-fosforilado.
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Figura 16 - Espectro de UV-Vis dos produtos da reacdo entre hidroxilamina e
DEDNPP, na presencga de acido fumarico.

4.3.3 Identificacdo do &cido succinico

Experimentos de RMN "H e espectrometria de massas foram realizados a fim
de confirmar a presencga de acido succinico (17), produto da reagao entre diimina e
acido fumarico (16), Esquema 33.

Na Figura 17A, esta apresentado o espectro de RMN 'H dos produtos da
reagcao entre hidroxilamina (0,1 M) e DEDNPP, na presenca de 0,2 M de acido
fumarico, a 25°C e pD=7,25. O espectro de RMN 'H obtido mostra claramente a
presenga de acido succinico (2,40 ppm), como produto da reagédo. Além disso, 0s
picos referentes as estruturas do produto fendlico (4) e do dietil fosfato (15) também
foram observadas, confirmando o mecanismo proposto para a reacdo (Esquema
32). Para fins comparativos, um espectro de RMN "H padrao contendo hidroxilamina,
acido fumarico e acido succinico também foi obtido e esta apresentado na Figura
17B. Os deslocamentos observados e suas atribuigdes estdo apresentados na
Tabela 6.
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hidroxilamina e DEDNPP, 0,2 M de acido fumarico e 0,1 M de hidroxilamina em

pD=7,25; (B) Espectro de RMN 'H contendo hidroxilamina, acido fumarico e acido

succinico. Os deslocamentos quimicos e suas respectivas atribuicbes estdo na

Tabela 6 e numerados de acordo com o Esquema 33.

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos e suas respectivas atribuicbes para o
experimento de identificagdo do acido succinico na reagdo entre hidroxilamina e
DEDNPP, na presencga de acido fumarico.

Composto® RMN "H 3 (ppm)
4 6,74 (d, 1H, Jap= 9,43 Hz, Ar), 8,11 (dd, 1H, Jpa= 9,43 Hz e
Joc= 3,10 Hz, Ar), 8,89 (d, 1H, Jx= 3,10 Hz, Ar)
15 01,27 (t, 6H, J = 7,02 Hz), 3,94 (quinteto, 4H, J = 7,33 Hz)
16 56,53 (s, 2H)
17 52,40 (s, 4H)

®Numeracgao de acordo com o Esquema 33.
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Através dos experimentos CG-MS também foi possivel caracterizar a
presenga de acido succinico, como mostra o cromatograma dos produtos da reacao
entre hidroxilamina e o triéster de fosfato na presenca de acido fumarico, na Figura
18. E ainda, como pode ser observado na Figura 19, que mostra a ampliacdo da
Figura 18, dietil fosfato (DEP) foi também identificado como produto da reagéo.

O acido succinico (SA) foi identificado através do cromatograma padrao
obtido a partir de uma mistura equimolar de acido succinico e acido fumarico em
D,0, a qual foi derivatizada e analisada da mesma maneira, como esta mostrado na

Figura 20.
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Figura 18 — Cromatograma dos produtos da reacdo entre hidroxilamina e o triéster
de fosfato na presenca de acido fumarico. Os acidos succinico (SA) e fumarico (FA)
silanizados foram identificados através do padrédo de fragmentagdo obtido,
representado na Figura 20.



60

£310,000,000)
{mic

4.0
3.5—5
3.0—5
2.5—3
2.0—5

5] SA FA
- DEP

1.0

0.5

0.0

85 ap a5 100 105 110 15 120 135 130 135

Figura 19 — Cromatograma ampliado dos produtos da reagao entre hidroxilamina e o
triéster de fosfato na presenca de éacido fumarico. Acido succinico (SA), acido
fumarico (FA) e dietil fosfato (DEP) silanizados foram identificados através do padréao
de fragmentagao obtido.
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Figura 20 — Cromatograma da solugdo padrdo: acido fumarico (FA) e acido
succinico (SA) silanizados.
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Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentados, respectivamente, o0s
fragmentogramas para os acidos succinico e fumarico silanizados, com as estruturas
moleculares dos picos mais relevantes. Na Figura 21, podem-se observar como
principais picos: (i) ion molecular de m/z 264, (i) pico base de m/z 147 e (iii) Me3Si*
de m/z 73. O valor em m/z 147 é consistente com a quebra heterolitica do acido
silanizado. Enquanto que, para o acido fumarico silanizado (Figura 22) os picos
foram caracterizados como (i) ion molecular de m/z 259, (ii) pico base de m/z 245 e
(i) Me3Si* de m/z 73. E ainda, duas fragmentagdes importantes para o acido
fumarico silanizado estao ilustradas na Figura 22, referentes aos picos de m/z 147 e
m/z 217.

E importante destacar que os fragmentos de acido succinico silanizado sdo 2
unidades m/z maiores que o esperado para o padrdao. O resultado torna o
mecanismo proposto no Esquema 33 ainda mais consistente, ja que em solugao de
D,0, a hidroxilamina tem seus prétons rapidamente substituidos por deutério. Logo,
quando a reagao é realizada em D,0, o acido succinico (resultado da reducdo do
acido fumarico pela espécie NyD;) deve ser produzido na forma
HO,C-CHD-CHD-CO,H. Ja que, de acordo com o0 mecanismo proposto neste
trabalho, a diimina N2;D, é produzida pela reacdo de ND,OD com o intermediario

O-fosforilado.
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Os resultados obtidos por experimentos de RMN 'H e RMN *'P, UV-Vis e CG-
MS fornecem uma evidéncia importantissima e principalmente, de forma
substancialmente concreta, que a hidroxilamina é fosforilada no atomo de oxigénio
na reagao com DEDNPP, levando a formacgao de intermediarios instaveis.

Nao obstante, a formagao do intermediario O-fosforilado ainda poderia ser
questionada como resultado do rearranjo a partir do intermediario N-fosforilado,
caminho “c” no Esquema 34. Assim como o rearranjo observado para O,S-dimetil e
0,0-dimetil fosforoamidatos, por Mahajna e Casida.®® Todavia, esse mecanismo
seria pouco provavel, pois certamente nao seria tdo rapido, uma vez que a
caracterizagdo de hidrazina foi feita imediatamente apds o fim da reacdo.”® Além
disso, ndo ha nenhuma evidéncia concreta para o caminho “b”, sendo que o ataque
da forma 7z sobre o DEDNPP é a explicacdo mais coerente para o desvio

significativo da O-metilhidroxilamina no grafico de Bronsted.

7 7z
HO-NH; NHs— O
b a
EtO,, 0O
Eto/ P\O NO»
NO,

VN

O, .OEt c O, .OEt
P~ PN
HO—I\\I OEt H,N-O OEt

H

Esquema 34



64
5 CONCLUSOES

A partir do estudo do mecanismo da reacao entre hidroxilamina e dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP), pode-se concluir:

i. A reagdo segue um mecanismo concertado com carater associativo, com a
estrutura de transicdo situada entre o canto Q e estado de transicao
sincrénico ANDy, no diagrama de More O’Ferral-Jencks, onde a ligagao entre
o oxigénio da hidroxilamina e o atomo de fésforo esta aproximadamente 60%
formada no estado de transigao;

ii. O derivado O-metilado, nucledfilo que néo pode reagir via atomo de oxigénio,
apresenta um desvio significativo de velocidade em relagdo as outras
hidroxilaminas (NH,OH, MeNHOH e Me;NOH), no grafico de Bronsted;

ii. O ataque nucleofilico da hidroxilamina ocorre via atomo de oxigénio
fornecendo o produto O-fosforilado, e devido a sua elevada instabilidade, &
rapidamente convertido em diimina. Esta reage com outra diimina, gerando

N2 € hidrazina.

Et0, 0O
K NO NO

EtO O\@\ NH,OH O\\P‘\\OEt _O\©\
e VY +
_ OEt
NO, HN-0 NO,
NH,OH
/ -Hzo

N
Pg- + NaHy  ——»  HN—NH;
Ot

Os resultados deste trabalho adicionam uma evidéncia quimica de
caracterizagao de produtos ao que tem sido proposto na literatura para reagdes de
hidroxilamina com ésteres de fosfato, fortalecendo a hipétese de que o atomo de
oxigénio da forma zwitteribnica da hidroxilamina €& responsavel pelo ataque

nucleofilico nesses compostos.
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Anexo 1 — Constantes de velocidade observada em fungdo da concentragdo de
hidroxilamina na reagdo com DEDNPP a 25,0°C, pH=8,50 e u=1,0 M (KCI).

[NH,OH], mol/L * Kobs, S
0,01 2,872 x 107
0,015 4,495 x 107
0,025 7,527 x 1073
0,03 8,432 x 103
0,035 1,021 x 107
0,04 1,156 x 1072
0,045 1,306 x 1072
0,05 1,499 x 1072
0,055 1,618 x 107
0,06 1,740 x 1072

* Kk obs € uma média de duas medidas experimentais.
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Anexo 2 — Constantes de velocidade observada em fungdo da concentragdo de
N-metilhidroxilamina na reagdo com DEDNPP a 25,0°C, pH=8,50 e u=1,0 M (KCI).

[CH3sNHOH], mol/L * Kobs, S
0,01 5,067 x 10
0,015 7,435x10°
0,02 9,608 x 107
0,025 1,208 x 107
0,03 1,452 x 1072
0,035 1,644 x 10
0,04 1,842 x 102
0,045 2,071 x 10
0,05 2,288 x 10

* K obs € uUma média de duas medidas experimentais.
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Anexo 3 — Constantes de velocidade observada em fungdo da concentragdo de
NN-dimetilhidroxilamina na reacdo com DEDNPP a 25,0°C, pH=8,50 e u=1,0 M

(KCI).
[(CH3)2NOH], mol/L *Kops, S
0,01 7,016 x 10"
0,015 9,388 x 10™
0,02 1,260 x 10
0,025 1,585 x 107
0,03 1,860 x 107
0,035 2,177 x 107
0,04 2,462 x 107
0,045 2,749 x 107
0,05 3,093 x 10

* K obs € uma média de duas medidas experimentais.
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Anexo 4 — Constantes de velocidade observada em fungdo da concentragdo de

O-metilhidroxilamina na reagcdo com DEDNPP a 25,0°C, pH=8,50 e u=1,0 M (KCI).

[NH,OCHjs], mol/L Kobs, ™
0,01 1,046 x 10
0,02 1,243 x 10
0,03 1,463 x 10
0,04 1,665 x 10
0,05 1,889 x 10
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Anexo 5 — Constantes de velocidade observada para as reagbées do DEDNPP com
hidroxilamina em fung¢ao do pH, ([NH2OH] + [NH3+OH]) = 0,03 M, 25,0°C e u=1,0 M

(KCI).
pH * ** Kobs, S-l
2,14 7,740 x 10°
2,50 1,002 x 10
3,09 1,515 x 10
3,57 2,892 x 10°
4,05 7,558 x 10
4,63 2,157 x 10™
5,02 3,913 x 10™
5,52 1,233 x 10
5,94 2,346 x 10°°
6,52 4,817 x 10°
7,02 7,120 x 107
7,76 7,416 x 107
8,20 8,070 x 10
8,96 8,078 x 10

*Tampbes utilizados: CICH,COOH (pH 2,14-3,57), CH3;COOH (pH 4,63-5,10),
NH,OH (pH 5,68-7,02) e TRIS (pH 7,76-8,96). ~ kobs € uma média de duas medidas

experimentais.
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