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RESUMO

Neste trabalho estudou-se a reacdo de hidrolise do triéster de fosfato
dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP). As reagGes foram
acompanhadas por espectrofotometria de UV-Vis pela formacdo do
produto 2,4-dinitrofenol. Os resultados mostram que DEDNPP possui
uma constante de hidrdlise de 8,0 x 10° s (t2 ~ 24 horas), a 25°C, e
gue a reacdo procede essencialmente via ataque da agua sobre o atomo
de fdsforo, havendo quebra da ligacdo P-O e consequente substituicdo
do 2,4-dinitrofenol. O caminho reacional foi proposto com base na
caracterizacdo de produtos por espectrometria de massas (ESI-MS),
utilizada para avaliar a incorporagdo de oxigénio isotopicamente
marcado (*®0). Dados de efeito isotdpico cinético de solvente (SKIE) de
2,68 + 0,17 e parametros de ativacdo, AH* = 12,9 + 0,1 kcal/mol e
AS* = —38,7 + 0,4 cal mol™ K™, sdo consistentes com um mecanismo
associativo em duas etapas ou concertado, em que hi presenca de
catalise basica geral na etapa determinante. Calculos computacionais ao
nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d) mostram que a reacdo descrita
procede por um mecanismo concertado, em presenca de duas moléculas
de 4gua discretas com fungfes bem definidas (nucletfilo e catalisador
basico geral). A plausabilidade do mecanismo proposto é sustentada
pela boa concordancia entre os valores tedrico e experimental de energia
livre de Gibbs de ativacdo: 24,2 e 24,4 kcal/mol, respectivamente. O
mecanismo concertado é confirmado por calculos de coordenada
intrinseca de reacdo (IRC), que conectam o estado de transicdo aos
reagentes e produtos. Por fim, a hidrdlise de DEDNPP foi acompanhada
em misturas binarias de agua e dimetilsulfoxido (DMSO), e as
constantes de segunda-ordem crescem em funcdo da concentragdo do
solvente orgéanico. Os resultados sdo consistentes com o0 aumento
gradual da basicidade da dgua em presenca de DMSO, que contribui
para a maior disponibilidade dos pares de elétrons da dgua para o ataque
nucleofilico.

Palavras-chave: Triéster de fosfato. Hidrolise. Desfosforilagéo. Catalise
bésica geral. Efeito de solvente.






ABSTRACT

This work reports the hydrolysis of phosphate triester diethyl 2,4-
dinitrophenyl phosphate (DEDNPP). The reactions were followed
spectrophotometrically by the appearance of the product 2,4-
dinitrophenol. The results show that DEDNPP is hydrolyzed with a rate
constant ky of 8.0 x 10° st (ty2 ~ 24 hours), at 25°C, and the reaction is
proposed to proceed via nucleophilic attack of water on phosphorus
atom with consequent 2,4-dinitrophenol substitution. The reaction
pathway was proposed by evaluating the incorporation of 20 isotope in
the products, which were characterized by mass spectrometry (ESI-MS).
The solvent kinetic isotope effect (SKIE) of 2.68 + 0.17 and the
thermodynamic activation parameters, AH* = 12.9 + 0.1 kcal/mol and
AS* = —38.7 + 0.4 cal mol™ K™, are consistent with either concerted or
stepwise associative mechanism, with general base catalysis in the rate
limiting step. Theoretical calculations at the B3LYP/6-31+G(d) level of
theory show that the hydrolysis of DEDNPP proceeds through a
concerted mechanism in presence of two discrete water molecules with
well defined functions (nucleophile and general base catalyst). The
plausibility of the proposed mechanism is supported by the excellent
agreement between theoretical and experimental values of Gibbs free
energy of activation: 24.2 and 24.4 kcal/mol, respectively. The
concerted mechanism is further sustained by intrinsic reaction
coordinate calculations (IRC), which show that the optimized transition
state connects with reactants and products in a single step process. Also,
the hydrolysis of DEDNPP was followed in binary mixtures of water
and dimethyl sulfoxide (DMSO), and second order rate constants
increase with increasing organic solvent fraction. The results are
consistent with the gradually higher basicity of water in presence of
increasing amounts of DMSO, which turns the lone pairs of electrons of
water more available for nucleophilic attack upon the phosphate triester.

Keywords: Phosphate triester. Hydrolysis. Dephosphorylation. General
base catalysis. Solvent effect.
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1. INTRODUCAO
1.1 ESTERES DE FOSFATO

Os ésteres de fosfato englobam uma classe de compostos
derivados do é&cido fosforico, em que os grupos hidréxido séao
substituidos por grupos alcoxido ou ariléxido e, de acordo com o
numero de substituicdes, sdo classificados em mono-, di- ou triésteres de
fosfato, Esquema 1. Ressalta-se que 0s mono- e diésteres podem
apresentar-se sob diferentes espécies, descritas através dos equilibrios de
dissociacao 4cida dos grupos hidroxido em meio aquoso, Esquema 1.

(@] (@]
Monoéster 'l:l PKar ll:l’ PKaz lI:I>
HO"'| ~OR, HO"'| ~OR; ‘07| TOR;
OH o o
(@] (@]
('F?, Diéster ||=1> PKat ||:1
HO"'|"OH | HO"'|~OR 0" TOR;
OH OR, OR,
1
Triéster
——— Rr,0"T 0R,
Ry
Esquema 1

Os ésteres de fosfato compreendem uma variedade
extremamente abrangente de estruturas e ocorrem em sistemas diversos.
Por exemplo, os mono- e diésteres de fosfato constituem grupos
funcionais importantes em biomoléculas, sendo o exemplo mais
recorrente o 4cido desoxirribonucleico (DNA), responsavel pelo
armazenamento e transmissdo da informacéo genética.’ Ja os triésteres
fosféricos ndo sdo encontrados naturalmente em sistemas bioldgicos e
foram desenvolvidos para aplicagdo industrial como retardadores de
chamas, agroquimicos, entre outros. Ainda, 0s triésteres foram
empregados como armas quimicas, o que foi motivado pela elevada
toxicidade desses compostos a sistemas humanos, ja que inibem enzimas
atuantes em processos de neurotransmissao e podem levar inclusive a
um colapso do sistema nervoso central.*
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Mono- e diésteres de fosfato sdo conhecidos por serem estaveis,
ja que a presenca de cargas negativas nas espécies ibnicas inibe o ataque
de nucledéfilos no atomo de fésforo. Por exemplo, a espécie anidnica do
difenil fosfato (R;=H e R,=R3= —Cg¢Hs, Esquema 1) tem tempo de meia-
vida estimado em 180 anos, a 100°C.> * J4 os triésteres, ainda que
estaveis, apresentam reatividade substancialmente maior que os demais
ésteres.”

A reatividade dos ésteres fosforicos estda relacionada
principalmente a quebra da ligagdo P-O em reagdes de substituicdo
nucleofilica, conforme exemplifica 0 Esquema 2 para a reacdo de um
triéster, onde um nucle6filo Nu” substitui um dos grupos alcéxido ou
ariléxido do substrato. Em sistemas bioldgicos, tais reacBes ocorrem
com o envolvimento de enzimas, sistemas -cataliticos altamente
eficientes.’ No entanto, os processos bioquimicos sdo complexos, e
muitos ainda ndo foram totalmente elucidados, o que atrai interesse para
0 estudo de reacGes modelo entre fosfatos organicos e nucleé6filos em
solucdo, que podem mimetizar diversos caminhos reacionais e diferentes
particularidades dos sistemas enzimaticos. Ainda, o planejamento de
sistemas artificiais é uma ferramenta para o desenvolvimento de
farmacos mais eficientes para casos de contaminacdo por triésteres.
Nesse sentido, uma grande quantidade de estudos foi realizada nas
Gltimas décadas englobando reacGes de substituicdo nucleofilica em
mono-, di- e triésteres de fosfato em solucdo aquosa, com foco no
detalhamento dos mecanismos reacionais, visando estender as
conclusdes aos sistemas bioldgicos reais. Dentro de um conjunto de
estratégias utilizadas para o estudo mecanistico de sistemas modelo,
destacam-se: (i) investigacdo da cinética das reacfes, (ii) caracterizacdo
minuciosa dos produtos, e (iii) avaliagdo do efeito estrutural de
substratos e nucle6filos.®® Mais recentemente, houve avanco expressivo
no ambito da fisico-quimica organica com o aperfeicoamento dos
modelos tedricos e das ferramentas da quimica computacional, que
complementam os resultados experimentais. Com base em extensos
estudos iniciados nas décadas de 60 e 70 do século passado, serdo
revisados na sec¢do seguinte 0s mecanismos basicos que governam as
reacdes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato.

0 0
¥~ ""Nu I
-~ — = R3O + P~
3\0/ I\OR1 30 R,O | Nu
OR; OR;

Esquema 2
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1.2 MECANISMOS DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA EM
ESTERES FOSFORICOS

Em ésteres de fosfato, existem dois grandes grupos de reagdes
de substituicdo nucleofilica, representados no Esquema 3.* O grupo (a)
compreende as reagcGes em que o ataque nucleofilico ocorre sobre o
atomo de carbono de um dos substituintes alcoxido ou ariléxido,
havendo a substituicdo do grupo fosfato pelo nucledfilo. Ja no grupo (b),
o0 ataque nucleofilico ocorre sobre o 4tomo de fosforo e hd quebra da
ligagdo P-O, com consequente substituicdo de um dos grupos alcoxido
ou ariléxido pelo nucledfilo.

(b) ﬂ. HO”'I,DI‘O' + Nu-R
(l-)l/j)‘Nu B HO
Ho~ [ No-r<" @ 0
HO o H%}E’\N“ + OR
Esquema 3

Considerando as reacdes que procedem via ataque nucleofilico
no atomo de fdsforo, destacam-se trés principais mecanismos, Esquema
4.* O mecanismo (i) corresponde ao mecanismo associativo, em que o
ataque nucleofilico ocorre em uma primeira etapa, levando a formacéo
de um intermediario fosforano, e a eliminacdo do grupo de saida ocorre
em uma segunda etapa. O mecanismo (ii) é denominado dissociativo e
também ocorre em duas etapas, sendo que a primeira corresponde a
eliminacdo do grupo de saida, havendo a formacédo de um intermediario
metafosfato, ao qual o nucleéfilo é adicionado na segunda etapa. Por
fim, as reagcBes podem proceder ainda pelo mecanismo (iii), concertado,
em que o ataque nucleofilico e a eliminacdo do grupo de saida ocorrem
de forma simultanea, havendo a formacdo de um Unico estado de
transicao.
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(\)R
I Nu’ . wNu -"OR I
. — D —— O_P —_— - Ve ”
() RO-P~or Yo o Py TR
O O O
Fosforano
(0] i (0]
B I - OR I . Nu- I
(ii) RO-P~o — P + OR —— ‘0-P~n
/ 2 _ / u
B o O .
(0] (0]
Metafosfato
O @) ¥ O
I Nu Il I )
(lll) RO/IP ‘o e RO"}P._;/'NU 'O\\'?\Nu + OR
O 0 O O
Esquema 4

Os mecanismos descritos podem ser sumarizados em um
diagrama de More O’Ferrall-Jencks,® Figura 1, onde o Vértice superior
esquerdo representa os reagentes, o vértice inferior direito, os produtos,
e as arestas correspondem aos processos de formagdo e quebra de
ligacdo. Os intermediérios metafosfato e fosforano estdo localizados nos
demais Vvértices do diagrama. Assim, 0 mecanismo associativo é
representado pelo caminho que percorre as arestas do diagrama
passando pelo vértice em (i). O mecanismo dissociativo é descrito pelo
caminho que passa pelo vértice em (ii). O caminho diagonal (iii)
representa 0 mecanismo concertado, em que formacdo e quebra de
ligacdo sdo sincrdnicos, sem que haja formacdo de intermediarios e,
portanto, ndo alcanca nenhum vértice. O digrama ilustra ainda outros
mecanismos possiveis, (iv) e (v), que também ndo passam por
intermediarios, mas que variam no grau de sincronicidade para formacéo
do estado de transi¢do. Em (iv), a formacdo da ligagcdo com o nucledfilo
ocorre antecipadamente a quebra da ligagdo com o grupo de saida, ao
passo que (v) representa um caminho concertado onde a quebra da
ligagdo com o grupo de saida é favorecida.
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Reagentes [N\;--~ e - (i) | Intermediario
! formacéo RN Fosforano
! deligacéo N
: (iv)™,
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Figura 1. Diagrama de More O’Ferrall-Jencks para reagdes de substituicdo
nucleofilica em ésteres de fosfato.

Assim, observam-se diversas possibilidades mecanisticas em
reacdes de desfosforilagcdo. Em geral, a rota preferencial depende de
diversas varidveis, em particular da estrutura do substrato e das
habilidades do nucle6filo e do grupo de saida. Por isso, ndo é possivel
estabelecer um padrdo rigoroso de reatividade de ésteres de fosfato
frente a reacdes de substituicdo nucleofilica. Ainda assim, observa-se
uma tendéncia geral de que monoésteres de fosfato reagem via
mecanismos concertados de carater dissociativo,” '° ao passo que
diésteres de fosfato mostram uma preferéncia por caminhos concertados
de caréter associativo."" *? A reatividade dos triésteres sera discutida em
detalhes na secdo seguinte, através da revisdo dos primeiros resultados
sobre a hidrolise de triésteres, que datam de 1970, e dos avangos

recentes reportados pelo Laboratério de Catalise e Fendmenos
Interfaciais (LaCFl).

1.3 HIDROLISE DE TRIESTERES DE FOSFATO

Estudos detalhados de reacfes de substituicdo nucleofilica em
triésteres de fosfato foram inicialmente estudados sistematicamente por
Khan e Kirby. Os autores reportaram em 1970 as rea¢des de uma série
de triésteres derivados do 1,3-propanodiol com diversos nucleofilos,
incluindo a agua, Esquema 5. Os substratos diaquil arilicos foram
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convenientemente escolhidos porque a liberacdo do grupo de saida
arilico é favorecida na faixa de pH, em detrimento dos substituintes
alquilicos, e facilmente acompanhada por espectrofotometria de UV-
Vis. As reacOes de hidrolise foram estudadas com Ar = a-d (Esquema
5), e experimentos de marcacdo isotopica confirmam que as
substituicdes em (1) procedem via quebra de ligacdo P-O.

Nas reacOes de hidrélise de (1), as constantes de velocidade (ko)
aumentam a medida que os substratos tornam-se mais reativos, isto &,
com melhores grupos de saida, e a sensibilidade de ko em relacéo ao pK,
do grupo de saida foi avaliada em termos de uma correlagdo de Brgnsted
para grupo de saida, a 39°C: log ko= — 0,82 — 0,99 pK, (min™), Figura
2. Embora essa correlagdo tenha sido obtida para uma série de
triésteres diaquil arilicos, ela foi utilizada por décadas para estimar a
constante de hidrdlise de novos triésteres, independentemente da
natureza dos grupos espectadores, ja que a reatividade nas reacdes de
transferéncia do grupo fosforila era principalmente avaliada em fungéo
das habilidades do nucletfilo e do grupo de saida.

”””” 2 Adinitrofenil (OAr
. 4-acetil-2-nitrofenil: |
4

a
b
¢. 4-cloro-2nitrofenil & P— H-,O (@]
d. 4-nitrofenil 5 m// =0 MY E/O \ o + AO
e. 2-nitrofenil : o —p=
f. 3 : ‘Nu -

g . Nu

-nitrofenil 1

Esquema 5

De fato, a correlagdo de 1970 foi utilizada para estimar a
constante de velocidade de hidrolise do triéster tris-2-piridil fosfato
(TPP) em 2009, Esquema 6, considerando o pK, de 9,09 para o grupo
de saida 2-hidroxipiridina.** No entanto, o valor exgerimental obtido (ko
= 2,35 x 10° s, a 25°C) é aproximadamente 10° vezes maior que o
valor previsto. Inicialmente, a reatividade atipica do substrato foi
racionalizada através de um mecanismo eficiente de catalise basica geral
intramolecular promovida pelos grupos piridinicos espectadores, que
assistem o ataque nucleofilico da agua no atomo de fésforo (Esquema
6). O valor bastante negativo de entropia de ativacéo e resultados de
efeito isotdpico cinético de solvente, incluindo um estudo de inventario
de prétons, sustentam um mecanismo com a transferéncia de dois
prétons para a formacao de um estado de transicdo ciclico.
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Figura 2. Grafico de Brgnsted para a hidrélise dos triésteres 1a-d (Esquema 5),
a39°C." Para fins didaticos, as estruturas dos grupos de saida sio mostradas.
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No entanto, resultados complementares mostraram que a
hidrélise do TPP é sensivel a presenca de tampdes, isto &, a hidrélise do
substrato sofre catalise basica geral promovida por bases externas em
reacdes intermoleculares.”® Tais resultados contestam o mecanismo
inicialmente proposto, j& que em geral reacBes intermoleculares ndo
competem com reagBes intramoleculares altamente eficientes, que
exibem vantagens como proximidade e geometria apropriada entre
grupos funcionais reativos. De fato, considerando a baixa basicidade do
nitrogénio do grupo piridinio espectador (pK,"= -0,22), uma
contribuicdo minima do mecanismo do Esquema 6 deve ser esperada.
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Além da catalise por tampdo, outros resultados indiretos
colocaram em cheque o mecanismo de catalise intramolecular na
hidrélise do TPP. Por exemplo, obteve-se uma constante de hidrdlise de
mesma magnitude que a do TPP para o triéster tris-3-clorofenil fosfato,
cujo grupo de saida possui pK, = 9,02, proximo ao da 2-hidroxipiridina
(pK, = 9,09)." Considerando que o tris-3-clorofenil fosfato ndo dispde
de grupos funcionais cataliticos, os resultados sugeriram que as
constantes de hidrélise substancialmente maiores de tais triésteres,
comparado aos valores estimados pela correlacdo de Khan e Kirby para
triésteres com grupos de saida de pK, ~ 9, sdo consequéncia direta de
efeitos eletronicos dos substituintes espectadores arilicos.

Nesse sentido, investigou-se a hidrolise de novas séries de
triésteres fosfdricos, cujas estruturas mais representativas sdo mostradas
no Esquema 7, e comprovou-se em 2011 que as constantes de hidrolise
sdo significativamente influenciadas pela natureza dos grupos
espectadores (alquilicos ou arilicos).”> Consequentemente, concluiu-se
que o TPP ndo possui constante de hidrélise maior do que a esperada
para um triéster com grupo de saida de pK, = 9,09, isso porque o valor
de k, foi equivocadamente estimado por uma correlagdo para triésteres
diaquil arilicos, jaA que o efeito dos grupos espectadores era
desconhecido e, portanto, negligenciado até entdo.

X
Y9 7]
Z N0 ProT ™ e
o) F3CH2CO_F_OAF
| = F3CH,CO
X// OAr = 2,4-dinitrofenol (pK, 4,10)

3-fluoro-4-nitrofenol (pK, 6,10)

X = p-NO, (4-nitrofenol, pK, 7,14) 4-nitrofenol (pK; 7,14)

m-NO, (3-nitrofenol, pK, 8,36)
m-Cl (3-clorofenol, pK, 9,02)

Esquema 7

A fim de quantificar o efeito dos grupos espectadores, novas
correlagdes foram obtidas para a hidrolise de triésteres de fosfato,
considerando ambos valores de pK,: do grupo de saida e dos grupos
espectadores. A Figura 3 apresenta duas novas relagGes lineares de
energia livre para grupo de saida (arilico), juntamente com a correlacéo
de 1970 ™ Observa-se que as retas apresentam inclinacdes
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semelhantes, mas, para um dado grupo de saida, os valores de ko das
novas correlagdes sdo maiores em vérias ordens de magnitude em
comparacdo com a correlacdo dos triésteres 1. Essa observacdo €
bastante evidente para o p-nitrofenol como grupo de saida (pK; = 7,14).
Os resultados indicam que a reatividade dos triésteres frente a reacdo de
hidrélise cresce com o carater elétron-retirador dos substituintes, que
elevam o nivel de energia dos reagentes e estabilizam a densidade de
carga negativa sobre o atomo de fosforo no estado de transicdo. Em
particular, para a série de triésteres triarilicos, a inclinacéo da reta deve
ser funcdo de dois termos, a sensibilidade ao grupo de saida (B.g) € a
sensibilidade ao grupo espectador (Bnic), €, portanto, deve corresponder
a soma B + 2PN embora o coeficiente angular obtido seja
coincidentemente igual ao reportado para a série de triésteres 1.

A sensibilidade aos grupos espectadores (Bn.g) foi avaliada
através dos dados de hidrolise de uma série de triésteres de fosfato com
grupo de saida arilico constante (4-nitrofenol) e diferentes grupos
espectadores. A Figura 4 mostra que séo obtidas duas correlagdes entre
os valores de ko e 0 somatério dos pK,’s dos grupos espectadores,
indicando maior sensibilidade das constantes de hidrélise a substituintes
alquilicos (sistemas dialquil arilicos) em comparacdo aos substituintes
arilicos (sistemas triarilicos). Em outras palavras, confirma-se que
grupos espectadores exercem efeito substancial na hidrdlise de
triésteres, comparavel ao efeito do grupo de saida, e os resultados
mostram reatividade diferenciada dos substratos para a série com grupo
de saida aril6xido constante, e com grupos espectadores dialquilicos ou
diarilicos. Assim, no panorama mais recente da hidrolise de triésteres
fosféricos, os pardmetros de sensibilidade para os sistemas triarilicos séo
BLe = —0,42 e Bnis = —0,28, e para os sistemas dialquil arilicos, B = —
0,99 ¢ Pnis = —0,61.1°
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Figura 3. Gréficos de Brgnsted referentes aos grupos de saida arilicos ("OAr)
para a hidrélise de trés séries de triésteres de fosfato, obtidas a 25°C ou, para a
série de triésteres 1, normalizada a 25°C.'° As estruturas para as novas
correlagdes e os valores de pK, dos grupos de saida s&o mostrados no Esquema
7.
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Figura 4. Gréficos de Brgnsted referentes ao somatério dos pK,’s dos grupos
espectadores, para a hidrolise de triésteres de fosfato com grupo de saida 4-
nitrofenol e grupos espectadores arilicos (simbolos ndo-preenchidos) e grupos
espectadores alquilicos (simbolos preenchidos), com dados obtidos (ou
estimados) a 25°C." Para fins didaticos, sdo mostradas as estruturas dos grupos
espectadores.

Sequencialmente, as reacdes de hidrolise do TPP e de uma série
de triésteres cujo grupo de saida é o 4-nitrofenol (pK, = 7,14), Esquema
8, foram estudadas através de calculos computacionais, com a finalidade
de investigar 0 mecanismo de hidrdlise e detalhar o efeito dos grupos
espectadores.” Os autores utilizaram a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT), ao nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d), e avaliaram a
Superficie de Energia Potencial a fim de localizar reagentes, estados de
transicdo, intermediarios e produtos, e obter valores tedricos de
pardmetros de ativagdo, que foram comparados com dados
experimentais previamente obtidos. Para todos o0s triésteres
investigados, os autores propuseram um mecanismo associativo de duas
etapas, passando por um intermediario fosforano, conforme
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exemplificado no Esquema 9 para um ftriéster triarilico, e observa-se
excelente concordancia entre os valores tedricos e experimentais de
energia livre de Gibbs de ativacdo quando sdo consideradas trés
moléculas de agua discretas com papéis bem definidos. Na primeira
etapa, determinante da velocidade de reacdo, ocorre o ataque
nucleofilico de uma molécula de agua sobre o atomo de fdsforo,
assistido por uma segunda molécula de agua, que permite a transferéncia
simultdnea de dois prétons para a formacdo de um intermediario
fosforano neutro através de um estado de transi¢do ciclico de seis
membros. Através de uma ligacdo de hidrogénio intermolecular, uma
terceira molécula de &gua estabiliza a densidade de carga negativa
desenvolvida no oxigénio fosforilico para formacdo do estado de
transicdo. Na segunda etapa, ocorre a quebra do intermediario fosforano,
novamente assistida por uma molécula de agua via um estado de
transic&o ciclico, Esquema 9. O mecanismo do Esquema 9 é coerente
com dados experimentais previamente reportados (entropias de ativacao
bastante negativas e expressivos valores de efeito isotopico cinético de
solvente).
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Ainda, a investigacdo tedrica da hidrolise dos triésteres
forneceu informagBes detalhadas dos efeitos dos substituintes
espectadores sobre 0 mecanismo do Esquema 9. Dentro de um grupo de
quatro triésteres representativos derivados do 4-nitrofenol, foram
observados no estado de transicdo da etapa determinante, para cada
substrato, valores quase idénticos de comprimentos de ligacdo entre o
fosforo e os atomos de oxigénio do nucledfilo e do grupo de saida
(ligagBes em posi¢do axial, P1—0O, e P1—05, Figura 5). Verificou-se que
tais comprimentos de ligacdo diminuem gradualmente com a diminuicao
do pK, do grupo espectador, isto é, o aumento do carater elétron-
retirador dos grupos espectadores promove um encurtamento gradual
das ligagcbes P—O, o que contribui para a estabilizacdo do estado de
transicdo. Naturalmente, a diminuicdo dos comprimentos de ligacdo das
posi¢cdes axiais é acompanhada de um alongamento das ligacGes em
posicdo equatorial (P;—Og, Figura 5), com excecdo da ligacdo com o
oxigénio fosforilico, que possui certo carater de dupla ligacdo. A anélise
de distribuicdo de cargas, além de comprovar que a eletrofilicidade do
fésforo aumenta com a diminuicdo do pK, dos substituintes, mostra que
o0 catalisador basico geral e o solvente sdo os principais responsaveis
pela dispersdo da carga desenvolvida para formacdo do estado de
transigao."’
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Figura 5. Estrutura geral do estado de transicdo da etapa determinante na
hidrélise dos triésteres do Esquema 8, exemplificada com um triéster triarilico.

Assim, observa-se que a descricio dos mecanismos de
substituicdo nucleofilica em triésteres de fosfato sofreu significativa
evolugdo recentemente, complementado os estudos cléssicos realizados
nas décadas de 60 e 70 do século passado. Nesse sentido, destaca-se a
importdncia e o aprimoramento gradual das metodologias
computacionais, que contribuem sobremaneira para a discussao
detalhada dos dados experimentais, conforme antecipado por Breslow
ao descrever as perspectivas da comunidade académica sobre o campo
da fisico-quimica orgéanica no século XXI.*® De fato, in(imeros estudos
recentes tém mostrado aspectos extremamente relevantes sobre
mecanismos de transferéncia do grupo fosforila, que indicam um campo
amplo e ainda ndo totalmente conhecido. Por exemplo, Tarrat reportou
recentemente um estudo tedrico da hidrdlise alcalina de uma série de
triésteres de fosfato onde foram mantidos constantes 0s grupos
espectadores (-OCHs) e variou-se o grupo de saida, Esquema 10."° Os
resultados mostraram que 0 mecanismo associativo de duas etapas
alterna-se para um mecanismo concertado com melhores grupos de
saida (pK, < 8). Tais resultados, aliados ao progresso recente do LaCFl e
de outros grupos de pesquisa, mostram um avango expressivo no
entendimento em detalhes dos mecanismos das rea¢des de transferéncia
do grupo fosforila, cujas nuances representam objetos de investigacéo
atual e de perspectivas futuras.’® 2?* Certamente, sera possivel alcancar
no futuro um nivel de sofisticacdo elevado na descricdo de reacdes
organicas de interesse bioldgico e industrial.
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1.4 REACOES DE TRIESTERES DE FOSFATO COM
NUCLEOFILOS

Conforme mencionado anteriormente, o entendimento de
processos hioldgicos de transferéncia do grupo fosforila é amparado
pelo estudo de reacdes modelo, que buscam efeitos cataliticos elevados
e 0 detalhamento mecanistico das reacdes. Nesse sentido, parte dos
esforcos do LaCFl compreende o estudo de reacfes entre ésteres de
fosfato e nucleéfilos em solucdo aquosa. Por exemplo, foram reportadas
recentemente as reagbes de nucledfilos com uma série de mono-, di- e
triésteres de fosfato derivados do 2,4-dinitrofenol.”* Tais substratos
tem sido utilizados por possuirem um bom grupo de saida (2,4-
dinitrofenol, pK, = 4,07), o que torna o acompanhamento cinético das
reacOes experimentalmente conveniente, em particular com triésteres, os
substratos geralmente mais reativos da série.

Investigou-se, por exemplo, as reacdes em meio aquoso do
imidazol (Im) com di- e tri-ésteres derivados do 2,4-dinitrofenol,
conforme exemplificado no Esquema 11 com o triéster dietil 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP).* Os resultados mostram que o imidazol
promove incrementos de até 7500 vezes na desfosforilagdo dos
substratos, em comparacdo com as reacOes de hidrdlise espontanea. As
reacdes, de natureza nucleofilica, ocorrem via ataque do imidazol
exclusivamente sobre o dtomo de fdsforo, resultando na formagdo de
diferentes espécies derivadas do fosforilimidazol, estaveis o suficiente
em meio aquoso para deteccdo direta no meio reacional por métodos
espectroscopicos. Observou-se ainda que o0s derivados do
fosforilimidazol séo hidrolisados e regeneram o imidazol, caracterizando
o ciclo do Esquema 11 como catalise nucleofilica.
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Diferentemente das reaces do imidazol, as reacdes do acido
benzohidroxamico (BHA) com os mesmos substratos ndo podem ser
classificadas como catélise, ja que diversos produtos sdo formados a
partir do ataque da forma anibnica do nucledfilo (BHA"), sem que haja
regeneracdo do nucleéfilo original.®® Ainda, ressalta-se que dois
caminhos reacionais paralelos sdo observados, havendo ataque sobre
ambos os atomos de fosforo e carbono aromético, conforme
exemplificado no Esquema 12 com o triéster DEDNPP. No caminho
(A), o ataque sobre o carbono aromatico leva a formacdo do diéster
dietil fosfato e do intermediario aromatico 1. Ja no caminho (B), o
ataque sobre o 4tomo de fosforo desloca o 2,4-dinitrofenolato (DNP) e
gera o intermediario de benzohidroximato fosforilado 2, que sofre um
rapido rearranjo de Lossen e produz isocianato de fenila (3),
sequencialmente hidrolisado a anilina (4). Ainda, observa-se a formacéo
de difenil uréia (5) e do derivado carbamilico 6, a partir das respectivas
reacOes do isocianato de fenila com a anilina gerada e BHA™ (este, em
excesso no meio reacional). Os caminhos do Esquema 12 foram
propostos com base em uma andlise detalhada de produtos por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e *P) e
espectrometria de massas.

Os exemplos acima contemplam diversos aspectos relevantes
para o entendimento de reacGes de substituicdo nucleofilica em ésteres
de fosfato. Por exemplo, a reacdo de DEDNPP com imidazol mostra ser
uma catalise nucleofilica com ataque exclusivo do nucleéfilo sobre o
fosforo,®® ao passo que o DEDNPP sofre atague em dois centros
eletrofilicos na reacdo com BHA, o qual se comporta como um
nucleéfilo auto-destrutivo e, portanto, ndo se comporta como um
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catalisador, ainda que a desfosforilacdo por BHA™ seja cerca de 10°
vezes mais rapida que a hidrélise espontanea do substrato.*
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Conforme exposto acima, o triéster DEDNPP tem sido utilizado
em nosso grupo de pesquisa como um substrato representativo para a
investigacdo de mecanismos de reacGes de transferéncia do grupo
fosforila, e também para a avaliagdo da potencialidade de nucledfilos na
busca de prototipos mais eficientes para detoxificacdo quimica. No
entanto, a hidrélise do DEDNPP ndo foi investigada em detalhes, e a
elucidacdo desse mecanismo reacional é de interesse, pois pode
contribuir para um maior entendimento das reagGes-modelos
investigadas, ja& que a reatividade depende de ambos: substratos e
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nucledfilos. Ainda, tal estudo pode complementar o conhecimento sobre
os padrdes de reatividade de triésteres de fosfato e os mecanismos de
substituicdo nucleofilica nessa classe de compostos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo cinético e
mecanistico da hidrélise do triéster fosférico dietil 2,4-dinitrofenil
fosfato (DEDNPP), conforme mostrado abaixo.

o

O,N
0 H,0 NO. EtO. O
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Para alcancar o objetivo geral, foram adotadas as seguintes
estratégias:

. Acompanhamento da hidrolise do DEDNPP  por
espectrofotometria de UV-Vis, através da formacdo do produto
2,4-dinitrofenolato, e avaliacdo do efeito de diferentes
pardmetros sobre as constantes de velocidade: pH, temperatura
e meio deuterado;

Il.  Caracterizagdo dos produtos da reacdo por espectrometria de
massas (ESI-MS);

I1l.  Realizacdo de calculos computacionais da hidrolise de
DEDNPP;

IV.  Avaliacdo do efeito de solvente organico (dimetilsulféxido) na
reagao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

O triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi
sintetizado de acordo com procedimentos descritos na literatura, atraves
da reacéo entre dietil cloro fosfato e 2,4-dinitrofenol, Esquema 13.% %
A caracterizacdo de DEDNPP foi realizada por RMN 'H (CDCls,
referéncia interna TMS): 1.40 (t, 6H, CH3), 4.31 (m, 4H, CH,), 7.87 (dd,
1H, Ar), 8.47 (dd, 1H, Ar), 8.81 (dd, 1H, Ar).

OH

O,N
NO (0]
2 . Q (EDN I
EtolFl)\Cl Benzeno o . _OEt
OEt NO OEt
2
DEDNPP

NO,
Esquema 13

Os demais reagentes utilizados foram  adquiridos
comercialmente, provenientes da Aldrich, Carlo Erba, Acros e Vetec, e
foram utilizados sem prévia purificagdo. Os solventes e reagentes
deuterados (D,O, DCI e NaOD), bem como &gua com oxigénio
isotopicamente marcado (95% *°O) foram provenientes da Aldrich ou
Cambridge Isotopes Laboratories.

3.2 MEDIDAS CINETICAS

As cinéticas foram acompanhadas por espectrofotometria de
UV-Vis, utilizando um espectrofotdmetro Varian Cary 50, que contém
software préprio para aquisicdo e tratamento de dados, Cary WinUV v.
3.00. As reagbes foram realizadas em cubetas de quartzo, com
capacidade para 3,5 mL e caminho éptico de 1,0 cm. A temperatura foi
mantida constante durante as reacdes utilizando um banho termostatico
acoplado ao espectrofotdmetro. O pH das solugdes foi ajustado através
de pHmetro digital Hanna, e no caso de solvente aquoso deuterado
(DZO),MO valor de pD foi corrigido pela relacdo pD=pH+0,4 (a
25°C).

Para 0 acompanhamento cinético das reagdes, foram preparadas
solugcbes aquosas nas condicbes experimentais desejadas (pH,
temperatura e forca idnica, por exemplo), que foram transferidas para
cubetas onde as reacBes foram iniciadas pela adicdo de pequenas
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aliquotas de solucdo estoque de DEDNPP em CHsCN, mantida em
freezer, resultando na concentracdo final de 2,2x10°M de DEDNPP no
meio reacional. As rea¢Ges foram acompanhadas por espectrofotometria
de UV-Vis através da formacdo do produto 2,4-dinitrofenol, e as
constantes de velocidade observadas (kops) foram calculadas pelo ajuste
iterativo das curvas de absorbancia em funcdo do tempo por equagdes
que descrevem cinéticas de primeira ordem,*” conforme exemplificado
na Figura 6.

Absorbancia
° o
o w

o

0,6

2000 4000 6000

0,4+ Tempo (minutos)

0,2-|

Absorbancia

0,0

T T T T =
250 300 350 400 450 500
Comprimentode onda (nm)

Figura 6. Conjunto de espectros sucessivos da hidrélise de DEDNPP 2,2x10°
M, em pH 7,0 (BISTRIS 0,01M), 1=1M (KCI), a 25°C. No detalhe, perfil de
absorbancia em funcéo do tempo para dados em 360 nm.

Foram avaliados diversos parametros na reacdo de hidrdlise de
DEDNPP: pH, temperatura, efeito isotopico cinético de solvente, e
efeito do solvente organico dimetilsulféxido (DMSO). O pH das
solugbes foi mantido fixo utilizando 0,01M dos tampdes:
CH3COOH/CH,COO™ (pH 4,0-5,0), BISTRIS (pH 6,0-7,0), TRIS (pH
8,0-9,0) e HCO3/CO3;” (pH 9,5-11,0). Manteve-se a forca ibnica
constante em 1M com a adicdo de KCI. Para a obtencdo do efeito
isotépico cinético de solvente (SKIE), a reacdo de hidrélise foi
acompanhada em meio deuterado (D,O) e a constante de velocidade
obtida foi comparada ao valor em agua (Kno/kpzo), €M mesmas
condicdes experimentais. Avaliou-se o efeito de solvente acompanhando
as reacGes de hidrolise em dimetilsulfoxido (DMSO) aquoso. As
misturas binarias foram preparadas a 25°C, considerando os valores de
massa dos solventes e o0 volume total da mistura. Utilizou-se solvente de
grau espectroscopico, e a quantidade de &gua presente no DMSO foi
determinada por titulacdo Karl Fischer e corrigida para a definicdo da
composi¢do das misturas.
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3.3 CARACTERIZAGCAO DE PRODUTOS

Baseado em experimento reportado por Fersht e Kirby,” a
hidrélise de DEDNPP foi realizada em presenca de agua enriquecida
com o isétopo O, e os produtos foram caracterizados por
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray, ESI-
MS(/MS). Realizou-se a reacdo de hidrolise em meio aquoso com 22,2%
(v:v) de H,0™ (95% 20, Cambridge Isotope Laboratories), em presenca
de 10% (v:v) de CH5CN, em pH 5 (tampéo acetato 6,6 x 10° M), a
25°C. Apos cinco tempos de meia-vida, os produtos foram identificados
por ESI(-)-MS e sequencialmente caracterizados por ESI(-)-MS/MS,
através de dissociacao induzida por colisdo (CID) com nitrogénio.

Utilizou-se o espectrdmetro de massas com fonte de ionizagdo
por electrospray 3200 Qtrap (Applied Biosystems/MDS Sciex), operado
no modo negativo, utilizando os seguintes parametros da fonte:
voltagem do ion-spray de —4500 V; cortina de gas de dessolvatacdo
(Curtain Gas™) a 10 psi; gas nebulizante (GS1) a 16 psi; gas secante
(GS2) a 40 psi, e gas de colisio (CAD Gas™) médio. Ar sintético foi
utilizado como GS1 e GS2 e nitrogénio foi empregado como gas de
colisdo. A aquisicdo e tratamento de dados foram realizados através do
software Analyst (versdo 1.5.1; Applied Biosystems).

3.4 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Célculos computacionais foram realizados para modelar a
reacdo de hidrélise do DEDNPP. Os calculos foram realizados
utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) ao nivel de teoria
B3LYP/6-31+G(d) utilizando o programa Gaussian 09, implementado
para sistema operacional Linux.* Avaliou-se a superficie de energia
potencial a fim de localizar reagentes, estados de transicdo,
intermediarios e produtos, que foram identificados e caracterizados por
calculos de frequéncia a 1 atm a 25°C. Os caminhos reacionais foram
confirmados através de calculos de coordenada intrinseca de reacdo
(IRC, do inglés, Intrinsic Reaction Coordinate). O ambiente aquoso foi
considerado através dos modelos implicitos de solvatacdo PCM (do
inglés, Polarizable Continuum Model) e SMD (do inglés, Solvation
Model Density).**" Moléculas de agua discretas foram incluidas nos
céalculos, a fim de avaliar as fungbes especificas de nucledfilo e
catalisador acido/basico geral, por exemplo. A distribuicdo de cargas ao
longo da reacdo foi avaliada através de calculos de cargas NBO e de
Hirshfeld em cada estagio da reacdo.”**® A quebra e formacéo de
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ligagdes foram avaliadas em termos de indices de ligacdo de Wiberg
(B), estimados a partir de anélise de populacdo natural (NPA)**™* e,
ainda, quantificou-se o parametro de sincronicidade (Sy), proposto por
Moyano et al.> e descrito pela Equagéo 1.
n €
Sy =1-[D | 6Bi— 5 Bav| [d Bav]/20 - 2
i=1
onde n é o numero de ligacOes diretamente envolvidas na formacdo do
estado de transicdo da etapa determinante, 6B; corresponde a variacao
relativa de B; para uma dada ligacdo ao longo da reagdo, e 6B, é a
média de JB;, conforme descrito pelas Equacbes 2 e 3. Os sobrescritos
R, TS e P referem-se aos reagentes, estado de transi¢do e produtos da
determinantes, respectivamente.
B =[B" -B"]/[ B - B (2)
n @)
Bav=1/ nZéBi
i=1

A evolucdo da formacdo/quebra de uma dada ligagdo ao longo
da coordenada de reacdo € explicitada em termos da porcentagem da
variacdo relativa de B;, ou seja, %Ev= 6B; x100.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 RESULTADOS CINETICOS E CARACTERIZACAO DE
PRODUTOS

A hidrdlise de DEDNPP foi acompanhada
espectrofotometricamente, através da formacdo do produto 2,4-
dinitrofenolato, e as constantes de velocidade observadas (ko) foram
calculadas pelo ajuste iterativo dos perfis de absorbancia em funcdo do
tempo em 360 ou 400 nm, de acordo com uma cinética de primeira
ordem. A hidrélise do DEDNPP foi acompanhada na faixa de pH 5-11,
a 25°C, e a Figura 7 apresenta os valores de ko, em fungdo do pH.
Observa-se a presenca de um patamar na regido de pH neutro e
levemente &cido, indicativa da reacdo do triéster com a agua, e o
aumento de kqps em pHs alcalinos mostra a presenga de catélise bésica
especifica, isto é, a reacdo do triéster com o hidrdéxido. Ressalta-se que
os valores de kos €m pHs alcalinos foram corrigidos, subtraindo as
contribuicBes da catélise por tampdo exercida pelas espécies bicarbonato
e carbonato de potassio (os dados completos sdo mostrados no Apéndice
A). Os demais tampdes utilizados ndo demonstraram efeito significativo
sobre Kops.

1E-41

-1
kobs’ S

1E-54

3 4 5 6 7 8
pH

10 11 12

O

Figura 7. Perfil de pH da reacdo de hidrolise de DEDNPP, a 25°C e I=1M
(KCI).
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A linha sélida da Figura 7 representa o ajuste ndo-linear
segundo a Equacdo 4, que considera a reacdo do substrato com a agua
(ko) € com o ion hidroxido (kon). O ajuste forneceu as constantes ko =
8,0 x 10° s e koy = 0,25 + 0,02 M™ s, 0 que indica que a hidrélise de
DEDNPP tem um tempo de meia-vida de aproximadamente 24 horas.
Tais dados sdo consistentes com resultados cinéticos preliminares para a
hidrélise do substrato.®

Kobs = Ko + kon[OH] (4)

Procedeu-se & caracterizacdo detalhada dos produtos, a fim de
avaliar se a liberacdo de 2,4-dinitrofenolato é proveniente do ataque
nucleofilico da agua no fésforo ou no carbono eletrofilico aromatico.
Tal procedimento € particularmente importante porque o ataque
nucleofilico no anel aroméatico de DEDNPP ja foi anteriormente
constatado em reagcdes com alfa-nucledfilos. A utilizacdo de
espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN *H e 3'P) ndo se
mostrou conveniente, porque ambos caminhos citados levam aos
mesmos produtos. Por isso, a reacdo de hidrdlise foi realizada em
solvente aquoso com oxigénio isotopicamente marcado (H,0), ja que a
andlise dos produtos da reagdo por espectrometria de massas permite
verificar a que centro eletrofilico o oxigénio **0 ¢ incorporado, Figura
8(A). Utilizou-se a espectrometria de massas com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS), em que espécies idnicas solvatadas s&o
diretamente transferidas para a fase gasosa, de modo que o experimento
fornece uma descrigdo instantdnea da configuracdo ibnica da solugéo.
As espécies identificadas podem ser caracterizadas por ESI-MS/MS, na
gual os ions detectados sdo submetidos a dissociacdo por colisdo
induzida (CID).

Assim, a hidrolise de DEDNPP foi realizada em meio aquoso
com aproximadamente 22,2% (v:v) de agua enriquecida com o is6topo
80, em pH 5, e os produtos foram analisados por ESI-MS(/MS) no
modo negativo apds cinco tempos de meia-vida, a 25°C. A Figura 8(B)
representa graficamente os picos normalizados que identificam a espécie
anionica do dietil fosfato (m/z 153) e o 2,4-dinitrofenolato (m/z 183), e
as abundancias relativas dos picos M+1 e M+2 de cada espécie. O painel
a esquerda da Figura 8(B) mostra que o pico M+2 do anion do dietil
fosfato apresenta intensidade significativa (28,1%) em relacdo ao pico
de m/z 153, o que corresponde a um enriquecimento isotopico de 21,9%.
Este valor é consistente com o ataque nucleofilico da 4gua no atomo de
fésforo e consequente incorporagdo do isétopo 20 no dietil fosfato.
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Figura 8. (A) Principais possibilidades de caminhos reacionais na hidrélise de
DEDNPP e incorporacdo esperada de '°0 aos centros eletrofilicos em cada
caso: fosforo e carbono aromatico. (B) Representagdo grafica dos picos
normalizados correspondentes aos anions do dietil fosfato e 2,4-dinitrofenol, e
abundéancia relativa dos picos M+1 e M+2. Os dados foram obtidos do espectro
de ESI(-)-MS dos produtos da hidrélise de DEDNPP, em pH 5, em presenca
de 22,2% (v:v) de agua isotopicamente marcada (H,0™).

Por sua vez, o painel a direita da Figura 8(B) mostra uma
intensidade reduzida do pico M+2 em relacdo ao m/z 183. De fato, a
intensidade relativa de tal pico ndo é significativamente diferente aquela
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observada a partir do espectro de massas de uma solucdo de 2,4-
dinitrofenol puro em agua normal, nas mesmas condicfes experimentais
da reacdo de hidrélise. Em outras palavras, a intensidade relativa do pico
M+2 do 2,4-dinitrofenolato ndo é significativamente maior que o
observado considerando a abundancia isotopica natural, indicando uma
contribuicdo negligencidavel do mecanismo que procede via ataque da
agua no atomo de carbono aromatico. Assim, os resultados mostram que
DEDNPP ¢ hidrolisado essencialmente via ataque da agua no atomo de
fosforo. Os espectros completos de ESI(-)-MS(/MS) dos produtos da
reacdo e o espectro de ESI(-)-MS do 2,4-dinitrofenol em &gua normal
sdo apresentados no Apéndice B.

Em resumo, os primeiros resultados cinéticos mostram que
DEDNPP apresenta uma constante de hidrolise (ko) de 8,0 x 10° s™ (ty,
de 24 horas), consistente com resultados preliminares da literatura, e a
caracterizacdo de produtos indica que a reagdo ocorre essencialmente
via ataque nucleofilico da agua no atomo de fésforo, havendo liberacdo
de 2,4-dinitrofenolato.

4.2 EFEITO ISOTOPICO E PARAMETROS DE ATIVACAO

A fim de detalhar o mecanismo de hidrdlise do DEDNPP,
avaliou-se o efeito da temperatura e o efeito isotopico cinético de
solvente (SKIE), na regido de patamar do perfil de pH (Figura 7).
Assim, é possivel obter informacgdes acerca da estrutura do estado de
transicdo da etapa determinante.

As reacOes de hidrélise foram acompanhadas em diferentes
temperaturas (entre 25 e 55°C), e os valores de ko, foram langados em
grafico de acordo com a Equacéo de Eyring,® *® Figura 9 e Equag&o 5,
respectivamente. Na Figura 9, obteve-se uma relagdo linear entre
In(kops/T) € 1/T, indicativa de um mecanismo constante na faixa de
temperatura avaliada. Através do coeficiente angular obtido pelo ajuste
linear da Figura 9 e da Equacéo 5, obteve-se o valor de entalpia de
ativacdo, AH* = 12,9 + 0,1 kcal/mol.
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Figura 9. Gréfico de Eyring da hidrolise de DEDNPP, em pH 6,5, a 25°C e
I=1M (KCI).
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onde kg ¢é a constant de Boltzmann (1,38 x 10%* J - K™), h, a constant de Planck
(6,63 x 10* Js), e R, a constante dos gases (8,31 J K™ mol™).

O valor da energia livre de Gibbs de ativacdo foi calculado
através da Equacao 6 a partir do valor de ko, a 25°C, e obteve-se AG* =
24,4 kcal/mol. Uma vez conhecidos entalpia e energia livre de Gibbs de
ativacdo, a Equacéo 7 permite obter a entropia de ativacéo, e obteve-se

AS* =-38,7 + 0,4 cal mol™ K™ para a hidrélise de DEDNPP.

(6)
AGY=—RTIn Kopsh
kgT
AG' =AH* — TAS? (7)

onde o0s termos possuem 0s mesmos significados da Equacéo 5.

O valor de entropia de ativagdo é bastante elevado e negativo, o
que indica a formacdo de um estado de transicdo com menores graus de
liberdade em comparacdo com os reagentes.” Tais situacdes s&o
comumente verificadas em reacGes bimoleculares com mecanismos
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associativos ou concertados de carater associativo.”® Consideraces
acerca da entalpia de ativagdo sdo mais complexas, j& que refletem
custos energéticos de rompimento e formacao de ligacGes de naturezas
diferentes. Todavia, o valor de AH* é de magnitude préxima a de
reacdes cujos mecanismos tém sido propostos como associativos ou
concertados,™® * 3 em que a energia necesséria para rompimento de
ligacdo é parcialmente compensada pela energia liberada na formacdo
de novas ligacdes.”® De fato, reacdes que procedem via mecanismos
com etapa determinante dissociativa mostram valores de entalpia de
ativacdo consideravelmente maiores. Além disso, propde-se a formacéao
de um estado de transi¢do hidratado, onde as interagcdes favoraveis com
0 solvente podem contribuir para a diminuicdo da entalpia de ativacao.
Assim, no diagrama de More O’Ferrall-Jencks (Figura 1), 0 mecanismo
de hidrdlise de DEDNPP deve estar entre os caminhos (i) e (iii).

Por fim, a hidrélise de DEDNPP foi acompanhada em meio
aquoso deuterado (D,O) em pD 7, para a obten¢do do efeito isotdpico
cinético de solvente (SKIE), que corresponde a razdo entre as constantes
de velocidade em meios de H,O e D,0 (kn20/kp20). Obteve-se um SKIE
de 2,68+0,17, o que indica a presenca de transferéncia de préton na
etapa determinante da velocidade de reacdo, sugerindo a participacéo de
pelo menos uma segunda molécula de agua que atua como catalisador
basico geral,® *® assistindo ao ataque nucleofilico da primeira molécula
de agua.

Assim, baseados nos pardmetros de ativagdo e no valor de
SKIE, dois mecanismos podem ser delineados para a hidrdlise de
DEDNPP, Esquema 14: (i) mecanismo classico Sy2(P) concertado,
onde o ataque nucleofilico e a eliminagdo do grupo de saida ocorrem
simultaneamente, e ha catalise basica geral exercida por uma segunda
molécula de agua; (ii) mecanismo associativo em duas etapas, tal
proposto recentemente para uma série de triésteres de fosfato,’ em que
ocorre 0 ataque da agua assistido por catalise basica geral em uma
primeira etapa, determinante da velocidade de reacdo, seguida pela
quebra do intermediario fosforano.
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4.3 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Conforme apresentado na secédo anterior, 0s resultados cinéticos
sugerem que a hidrolise do DEDNPP envolve catélise basica geral da
agua, e deve proceder por um mecanismo concertado ou por um
caminho associativo em duas etapas. A fim de detalhar o0 mecanismo da
reacdo, foram realizados célculos teéricos ao nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d). A superficie de energia potencial foi investigada a fim de
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localizar pontos que caracterizam reagentes, estados de transicéo,
intermediarios e produtos, e os caminhos reacionais foram confirmados
através de cdalculos de coordenada intrinseca de reacdo. O ambiente
aquoso foi considerado através dos modelos implicitos de solvatacao
PCM e SMD, e moléculas de &gua discretas foram incluidas como
reagentes para avaliar as fungfes especificas de nucledfilo e base-geral,
por exemplo. A plausabilidade dos mecanismos testados foi avaliada
comparando-se 0s valores tedricos de energia livre de Gibbs de ativacao
ao valor experimental (Tabela 1).

Os primeiros calculos realizados consideraram a reagdo entre
DEDNPP e somente uma molécula de dgua (como nucledéfilo) em um
mecanismo Sy2(P) cléssico, e obteve-se o valor teérico de AG* = 29,9
kcal/mol. Sequencialmente, considerou-se uma segunda molécula de
4gua como catalisador basico geral, e o valor tedrico obtido de AG* é
24,2 kcal/mol, em boa concordancia com o valor experimental de 24,4
kcal/mol. Assim, os resultados sugerem que duas moléculas de agua
com papéis bem definidos sdo suficientes para promover a
desfosforilagio de DEDNPP através de um mecanismo Sy2(P),
Esquema 15. Célculos adicionais testaram ainda a estabilizagdo do
estado de transicdo por uma terceira molécula de dgua através de ligacéo
de hidrogénio intermolecular ao oxigénio fosforilico, mas nenhuma
estabilizacdo adicional foi observada (Tabela 1). Ressalta-se que as
tentativas de modelar um mecanismo associativo em duas etapas nao
foram bem sucedidas, e convergiram em estados de transicdo tipicos de
reacles Sn2.

Tabela 1. Valores tetricos de energia livre de Gibbs de ativacdo para
hidrélise de DEDNPP em fungdo do nimero de moléculas de agua,
calculados ao nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d).

AG* (kcal/mol)
1H,0 29,9
2 H,0O 24,2
3 H,0O 24,2
Experimental® 24,4

* Valor experimental calculado a partir do valor de ko, a
25°C (k,=8,0x10° s™).
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O mecanismo com duas moléculas de agua foi investigado em
detalhes. A Figura 10(A) apresenta 0 estado de transicdo para esse
mecanismo e a numeracgdo atdbmica que sera utilizada na discussdo, € a
Figura 10(B) mostra a estrutura otimizada. O mecanismo concertado é
corroborado por célculos de IRC, Figura 11, que mostram que o estado
de transicdo se conecta aos reagentes e produtos em uma Unica etapa. As
coordenadas cartesianas das estruturas otimizadas de reagentes, estado
de transicéo e produtos sdo apresentadas no Apéndice C.

(A)

(B)

Figura 10. (A) Estado de transicdo para a hidrolise de DEDNPP com duas
moléculas de &gua discretas, acompanhada da numeragdo atdbmica, e (B)
respectiva estrutura otimizada.
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Figura 11. Coordenada de reacdo intrinseca (IRC) para a hidrélise de DEDNPP
com duas moléculas de agua.

A Tabela 2 apresenta os principais parametros geométricos dos
reagentes, estado de transicdo e produtos para 0 mecanismo com duas
moléculas de adgua. Os dados mostram a formacéo da ligacdo P;-O,, que
avanca de 1,87 A no estado de transicio para 1,63 A no produto dietil
fosfato, e a quebra da ligagdo P;-O10, que alonga de 1,64 A no triéster
para 2,22 A no estado de transicdo. O angulo O,-P;-O44 de 170,74° no
estado de transicdo esta de acordo com o esperado para um mecanismo
Sn2(P). Observa-se também a transferéncia de préton de O, para Oy, que
evidencia a catalise basica geral. Ainda que a ligagdo O,-Hs; ndo
apresente grande evolucdo para formagdo do estado de transigdo, em
comparagdo com o comprimento da ligagdo nos reagentes, observa-se
que a tal ligagdo avanca para 1,60 A nos produtos, valor plausivel para
uma ligacdo de hidrogénio intermolecular entre um ion hidrénio e um
substituinte hidréxido. Além disso, observa-se que 0 comprimento de
ligagio H,-O4 diminui de 1,85 A nos reagentes (valor caracteristico de
ligacdo intermolecular de hidrogénio entre duas moléculas de agua) para
1,02 A nos produtos, valor esperado para ligagdo O—H no ifon hidrdnio.
O comprimento de ligacdo P;-Og ndo apresenta variagao significativa ao
longo da coordenada de reacdo, assim como 0s comprimentos das
ligacdes nos substituintes espectadores alquilicos e no anel aromatico do
grupo de saida.
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Tabela 2. Parametros estruturais para reagentes (R), estado de transicao
(TS) e produtos (P) na hidrdlise de DEDNPP, calculados ao nivel de
teoria B3LYP/6-31+G(d).

Distancias interatdmicas (A)

P1-O¢ P1-O2 Oy-Hs H3-O,4 P1-O1
R 1,49 4,01 0,99 1,85 1,64
TS 1,49 1,87 1,04 1,54 2,22
P 1,49 1,63 1,60 1,02 4,42
Angulos diedrais em TS (graus)
Pl-OZ-H3-04 02-H3'O4'H5 H3'O4'H5'Oe
-162,89 144,71 7,01
O4'H5'05'P1 H5'05-P1-02 Oe-Pl-Oz-Hg
2,09 -12,53 17,49
Angulo O,-P;-O;5 em TS (graus)
170,74
Frequéncia imaginaria (cm™)
163,54i

A distribuicdo das cargas atdmicas ao longo da reacdo foi
avaliada através dos célculos de cargas NBO e Hirshfeld, que sédo
apresentados na Tabela 3 para os trés estagios: reagentes, estado de
transicdo e produtos. Os calculos de NBO mostram que o fosforo possui
uma carga positiva que € reduzida em aproximadamente 2% para
formagdo do estado de transicdo, e que o oxigénio nucleofilico O,
apresenta uma carga negativa reduzida em quase 9,5% para formacéo do
estado de transicdo. Observa-se ainda um decréscimo aproximado de
4,3% da carga negativa do oxigénio O, da base-geral, acompanhado do
aumento gradual da densidade de carga positiva do prdéton Hz ao longo
da coordenada de reacdo, comportamento esperado para formacdo do
hidrénio. No entanto, as mudancas de carga em Og € O19 Nd0 sdo bem
descritas pelos célculos de NBO, ja que o carater negativo desses
atomos deve crescer ao longo da reacdo, em especial no oxigénio
anibnico O,y do grupo de saida 2,4-dinitrofenolato. De fato, tal
comportamento é observado nos calculos de cargas de Hirshfeld, que
descrevem de forma mais acurada as mudancas de carga em reacdes de
transferéncia do grupo fosforila.'” Nesse sentido, considerando as cargas
de Hirshfeld (Tabela 3), a carga positiva do fosforo decresce em
aproximadamente 3,5% para formacdo do estado de transicdo, ao passo
que a carga negativa de O, diminui cerca de 72%. Significativamente, a
carga negativa do oxigénio bésico geral O4 diminui em torno de 30,7%
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no estado de transigdo, comparado aos reagentes, e a carga positiva de
Hs cresce correspondentemente, em pouco mais de 56%. Por fim,
conforme mencionado anteriormente, espera-se que as cargas negativas
de Og € Oy9 aumentem ao longo da reacdo e as cargas de Hirshfeld
descrevem tal comportamento: as cargas de Og e Oy Crescem cerca de
14% e 73%, respectivamente, para formacdo do estado de transigdo. As
mudancas percentuais das cargas de Hirshfeld no estado de transicéo,
comparadas aos reagentes, estdo resumidas na Figura 12 para os a&tomos
diretamente envolvidos na reacéo.

Tabela 3. Cargas NBO e Hirshfeld para reagentes (R), estado de
transi¢do (TS) e produtos (P) para hidrdlise de DEDNPP, calculadas ao
nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d).

| Pi | O | O | Hy | 04 | Ox

Cargas NBO

R 2,676 -1,145 | -1,087 0,522 -1,059 | -0,789

TS 2,619 -1,136 | -0,985 0,575 -1,013 | -0,713

P 2,656 -1,158 | -1,069 0,593 -0,874 | -0,727

Cargas Hirshfeld

R 0,626 -0,405 | -0,412 0,101 -0,306 | -0,155

TS 0,604 -0,463 | -0,114 0,158 -0,212 | -0,269

P 0,602 -0,493 -0,170 0,201 0,008 -0,419
H, Hs

ol g g,

. 5
3H, 5 |l 10 NO: 3 +564
OB 4. +307
TH = 6 -143
EtO OEt O:N 10. -73,6

8

Figura 12. Alteracfes percentuais nas cargas de Hirshfeld no estado de
transicdo, em relagdo aos reagentes, na hidrélise de DEDNPP com duas
moléculas de dgua, para os atomos diretamente envolvidos na reagéo.

Célculos de ordem de ligagdo foram realizados, a fim de obter
indices de ligacdo de Wiberg (B;). A Tabela 4 apresenta os dados para
as ligacBes formadas e quebradas na hidrolise do DEDNPP, bem como
as evolugdes das ordens de ligacdo, calculadas como porcentagens da
variagdo relativa de B;. Os dados da evolugdo de ordem de ligacao
mostram que a quebra da ligacdo P;-O;p é a mais avancada na
coordenada de reacdo (%Ev = 65,9), seguida da formacdo da ligagdo P;-
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O, (%Ev = 59,6). Interessantemente, as ligacGes relacionadas a
transferéncia de préton (O,-Hz and Hz-O,4) apresentam as menores
evolucdes, sendo ambas %Ev menores que 30%. Consequentemente, a
evolugdo média nas ordens de ligacdo é de 43,4%, indicativa de um
estado de transicdo estruturalmente analogo aos reagentes, apesar da
contribuicdo significativa da eliminacdo do grupo de saida. Assim,
acompanhado dos dados de distribuicdo de cargas (acima), os dados
sugerem que a maior contribuicdo da catélise basica geral na reacdo
refere-se & estabilizacdo da carga em desenvolvimento no estado de
transi¢do, em detrimento da promocao do ataque nucleofilico. De fato, a
boa habilidade do 2,4-dinitrofenol como grupo de saida (em termos de
pK,) torna DEDNPP ativado frente & reacfes de substituicdo
nucleofilica, aumentando a eletrofilicidade do fésforo e facilitando o
deslocamento do grupo de saida quando da aproximacdo de nucleofilos.
Por fim, baseado nos dados de ordem de ligacdo, calculou-se o
pardmetro de sincronicidade (Sy), que varia entre zero e a unidade,
referindo-se a processos assincrénico no primeiro caso, e a processos
concertados sincronicos no segundo. Na hidrélise do DEDNPP com
duas moléculas de agua, obteve-se Sy = 0,703 (Tabela 4), indicativo de
mecanismo sincrénico com modesto carater assincronico.

Tabela 4. indices de ligagio de Wiberg (B;) para reagentes (R), estado
de transicdo (TS) e produtos (P) na hidrolise de DEDNPP, ao nivel de
teoria B3LYP/6-31+G(d).

P1-O, O,-Hs Hs-O4 P1-O1o
BR 0,0013 0,6723 0,0563 0,6161
]
BTS 0,3999 0,5108 0,1533 0,2104
1
BP 0,6697 0,1015 0,5440 0,0007
1
%EV 59,6 28,3 19,9 65,9
%0Bay 434
Sy 0,703

Os resultados podem ser comparados com o mecanismo de
hidrélise previamente reportado para uma série de triésteres de fosfato,
em particular o dimetil 4-nitrofenol (DMPNPP),"" conforme descrito na
secdo 1.3. Célculos tedricos mostraram que DMPNPP é hidrolisado por
um mecanismo em duas etapas na presenca de trés moléculas de agua
com funcbes bem definidas. Além das moléculas de agua que atuam
como nucledfilo e base-geral, 0 mecanismo considera uma terceira



56

molécula de &gua que estabiliza o estado de transicdo da etapa
determinante através de uma ligacdo de hidrogénio intermolecular com
0 oxigénio fosforilico. Ainda que os substituintes espectadores -OCHj; e
—OCH,CH; exercam efeitos estereoeletronicos ligeiramente diferentes, a
maior diferenca entre DMPNPP e DEDNPP é certamente o grupo de
saida, muito melhor no caso do DEDNPP (pK;’s do 4-nitrofenol e 2,4-
dinitrofenol sdo 7,14 e 4,07, respectivamente). Nesse sentido, observa-se
gue 0s substratos, estruturalmente analogos, sdo hidrolisados por
mecanismos distintos, de acordo com a habilidade do grupo de saida.
Em outras palavras, melhores grupos de saida podem eventualmente ser
responsaveis por diminuir o nimero de etapas necessarias para a
hidrolise de triésteres de fosfato, alternando o mecanismo de associativo
para concertado. Ainda, ressalta-se que o nimero de moléculas de agua
diminui para DEDNPP, em relagdo ao DMPNPP, ja que ndo existe a
formagdo de um intermediario pentacoordenado e, portanto, o oxigénio
fosforilico ndo demanda fonte adicional para estabilizacdo de carga
negativa em desenvolvimento. Ressalta-se, no entanto, que a postulacéo
de uma alternancia de mecanismos em reacdes de hidrélise exige um
estudo detalhado e comparativo de uma série de triésteres com grupos
espectadores iguais, 0 que esta além do escopo deste trabalho.

4.4 EFEITO DE SOLVENTE

A avaliacdo de diferentes meios reacionais sobre as constantes
de velocidade é uma estratégia recorrente para o estudo mecanistico de
reacdes em solucéo.® *** Por exemplo, diversas reacdes de hidrélise de
derivados de &cidos carboxilicos foram estudadas em misturas binérias
de agua e solventes organicos aprdticos a fim de investigar a
dependéncia da constante de velocidade em funcdo da quantidade de
agua no meio reacional, 0 que consiste em uma evidéncia experimental
indireta do nimero de moléculas de &gua envolvidas na formagdo do
estado de transicdo.”® Solventes organicos apréticos sdo comumente
utilizados como alternativa para disponibilizacdo de uma fracdo do meio
reacional inerte, mas capaz de alterar decisivamente as constantes de
velocidade como consequéncia de efeitos de solvatacdo e alteracdo de
equilibrios.*? >

Nesse sentido, a reagdo de hidrdlise de DEDNPP foi
acompanhada em misturas binarias de 4gua e DMSQ, solvente organico
aprético e forte aceptor de ligacfes intermoleculares de hidrogénio. As
reacdes foram acompanhadas for espectrofotometria de UV-Vis, e a
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Figura 13(A) apresenta os valores de ks obtidos para diferentes
misturas, a 25°C.

2.8
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Figura 13. (A) Valores de kq,s em fungéo da y,0 para as reagdes de hidrélise de
DEDNPP em misturas binarias H,0-DMSO, a 25°C, e (B) dados expressos
como constantes de segunda ordem (i.e., Kqs/[H2O]) em funcdo da concentracéo
de 4gua. Por motivos didaticos, o eixo x é expresso em ordem decrescente. Em
ambos os gréficos, as linhas ndo representam ajustes tedricos.
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Na Figura 13(A), a propor¢do entre os solventes esta expressa
em termos de fracdo molar. Com o aumento gradual da fracdo de
DMSO, isto ¢, com a diminuigdo da y20, Observa-se que os valores de
Kops crescem até um maximo em aproximadamente 0,4 de yuo0, @ partir
de quando os valores de kops decrescem. O aumento das constantes de
velocidade que acompanha a diminuicdo da concentracdo do nucledfilo
mostra um efeito substancial exercido pelo DMSO na hidrdlise de
DEDNPP, devendo alterar a solvatacdo dos reagentes e estado de
transicdo de tal forma que a barreira de ativagdo nos meios com maior
cardter organico seja menor que em meio aquoso puro. Em meio
estritamente aquoso, uma molécula de dgua organiza-se estruturalmente
de modo que exerce quatro ligagdes intermoleculares de hidrogénio,
duas doadoras e duas aceptoras. Em presenca de DMSO, é possivel que
as ligagdes de hidrogénio doadoras de uma molécula de agua ocorram
com o solvente orgénico, mas as ligacGes aceptoras ndo podem ser
substituidas, uma vez que DMSO ndo é doador de ligacdes de
hidrogénio. De fato, DMSO tem uma capacidade reduzida de estabilizar
pares de elétrons isolados (de moléculas neutras e anibnicas), o que
altera decisivamente o equilibrio de auto-protolise da agua e diminui
drasticamente a constante de equlibrio (pK,, alcanca valores maiores que
20).%° Nesse sentido, & medida que a quantidade de DMSO aumenta nas
misturas bindrias, as quatro ligacGes de hidrogénio de uma molécula de
agua sdo gradualmente substituidas por somente duas ligacBes de
hidrogénio com o solvente organico e, cineticamente, esse panorama
implica uma maior disponibilidade dos pares de elétrons da dgua para o
ataque nucleofilico. Assim, a presenca de DMSO favorece a hidrélise de
DEDNPP na medida em que aumenta expressivamente a basicidade da
agua nas misturas binarias. O Esquema 16 ilustra a transicdo das
interacdes intermoleculares em um meio estritamente aquoso para um
meio de DMSO aquoso e as implicacdes na hidrélise de DEDNPP.

Naturalmente, apesar do efeito positivo de DMSO sobre a
reacdo, a diminuicdo de kops para ym0 < 0,4 na Figura 13(A) ocorre
devido a reducdo da concentracdo do nucleéfilo. Ainda assim, nota-se
gue os valores de Kqps permanecem maiores que os valores em elevadas
fracBes de &gua, o que é coerente com o aumento gradual dos valores de
pK,, em funcdo do aumento da fracdo molar de DMSO, chegando a
20,54 para ypmso = 0,8, por exemplo (a 25°C).*® Assim, o aumento
expressivo da basicidade da &gua parece compensar a diminuicdo da
concentracdo de agua, tornando o decréscimo de kqps mais suave do que
0 esperado. O aumento do poder nucleofilico da agua é didaticamente
visualizado quando séo langados em gréafico os valores das constantes de
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segunda-ordem em funcdo da concentracdo de agua, Figura 13(B).
Nesse caso, observa-se que as constantes de velocidade crescem
gradualmente com a concentracdo de DMSO: 0s maiores incrementos de
velocidade sdo verificados em misturas de carater fortemente organico e
chegam a cerca de 900 vezes. Ainda, os dados da Figura 13(B) mostram
indiretamente que o aumento de k, em funcdo da concentragdo de
DMSO ndo é linear, o que implica o envolvimento de multiplas
moléculas de DMSO na substituicdo das ligacdes de hidrogénio entre
moléculas de agua, conforme delineado no Esquema 16. No entanto, o
tratamento quantitativo dos graficos da Figura 13 é dificultado, ja que
as constantes de equilibrio de auto-protolise e a atividade da agua
diferem significativamente entre os pontos experimentais. Ainda, a
habilidade do grupo de saida também varia entre 0s pontos
experimentais, j& que a ionizacdo do 24-dinitrofenol também ¢
influenciada pelo carater organico do meio, embora a alteracdo do pK,
do 2,4-dinitrofenol seja notavelmente menor que a variagdo do pK,, da
agua (por exemplo, pK, aumenta em ~0,6 unidades quando ypmso =
0,73, a 25°C),** configurando a solvatacdo dos reagentes e estado de
transicdo e 0 aumento da basicidade da agua como fatores majoritarios
para explicar o aumento observado da reatividade.

H.O OH
H,O % -
2 5 H\ H
H — O o] NO,
o H TN
Ho 1 Eto”/‘QO
Ho0 H EtO NO,
+ -
+ - MEQS_C):
Me,S—0O =
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+ - H EtO” /\O
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Em resumo, observa-se que 0 meio organico exerce efeito
significativo sobre a constante de hidrélise de DEDNPP. A presenca de
uma espécie inerte capaz de influenciar a reatividade de um nucleéfilo
esclarece a importancia do meio reacional e certamente constitui um
aspecto relevante para o planejamento de sistemas artificiais que
mimetizam reag¢fes bioldgicas fundamentais. Assim, considerando a
importancia da estrutura do substrato frente a uma reacdo de hidrdlise,
0s resultados sdo importantes porque ajudam a compreender a
reatividade de DEDNPP. Ainda, fornecem meios para uma
compreensao aprofundada de reagcBes modelo ja investigadas, bem como
para o futuro desenvolvimento de sistemas mais eficientes e com
mecanismos de atuacdo melhor projetados.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, estudou-se a cinética e 0 mecanismo de hidrélise do

triéster de fosfato DEDNPP. Os resultados mostram que:

DEDNPP possui uma constante de velocidade para reagédo de
hidrélise (ko) de 8,0 x 10° s consistente com dados
preliminares da literatura, 0 que corresponde a um tempo de
meia-vida de 24 horas;

a reacdo ocorre essencialmente via ataque da agua no fosforo,
com quebra da ligagdo P-O e substituicio do 2,4-
dinitrofenolato;

a reacdo conta com a assisténcia de uma molécula de agua
como catalisador basico geral, consistente com dados de efeito
isotopico de solvente e parametros de ativagao;

a reacdo procede por um mecanismo classico do tipo Sy2(P),
onde o ataque nucleofilico é concomitante a eliminacdo do
grupo de saida, conforme demonstrado por calculos
computacionais, que mostram ainda que duas moléculas de
agua com funcdes bem definidas, i.e., nucledfilo e catalisador
bésico geral, sdo suficientes para promover a desfosforilacéo de
DEDNPP;

a hidrdlise de DEDNPP é favorecida em presenca de DMSO,
havendo aumento gradual das constantes de segunda-ordem de
hidrélise em funcdo da concentracdo do solvente orgénico,
consistente com o respectivo aumento da basicidade da agua.

Assim, este trabalho apresenta uma descricdo detalhada do

mecanismo de hidrdlise de um triéster de fosfato e mostra ainda a
influéncia significativa exercida por meios de carater organico sobre as
constantes de velocidade. Considerando o DEDNPP como substrato
para avaliacdo do potencial catalitico de diversos nucleo6filos em reacdes
de desfosforilacdo, é fundamental conhecer os mecanismos das reacoes
envolvidas. Esse tipo de conhecimento permite o planejamento de
sistemas mais eficientes, que combinem reacdes nucleofilicas e meios de
carater organico e hidrofébico.
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APENDICES
APENDICE A
Efeitos de tampéo e forca idnica

Avaliou-se a contribuicdo de catélise basica geral exercida por
tampdes na hidrdlise de DEDNPP, e efeito considerdvel foi observado
com o0 tampdo HCO3/CO3%, em particular com a espécie carbonato. As
demais espécies (acetato, BIS-TRIS e TRIS) demonstraram efeito
menos pronunciado e negligenciavel nas condicbes experimentais das
cinéticas (ja que os tampdes foram utilizados em 0,01M). Abaixo séo
mostrados os perfis de concentracdo das espécies basicas dos tampdes
para obtencdo das constantes de segunda ordem. Nas cinéticas em que
foi utilizado o sistema tampéao HCO5/COz* (em pHs alcalinos), kqs foi
corrigida subtraindo a contribuicdo das reacdes de ambas as bases.
Buscou-se avaliar também eventual efeito de forca idnica na reacéo de
hidrélise de DEDNPP (em pH neutro), mas ndo foi observada diferenca
significativa entre os valores de Kq,s Na presenca de 1M de KCI (I=1M) e
na presenca de forga idnica oriunda unicamente do tampéo utilizado (a
0,01M). Os dados sdo mostrados abaixo.

1- Acetato
Condicoes experimentais: pH 6,9, I=1M (KCI), 25°C.
k, = 1,45x10* M s

1.6

1.2
F"U)
2 0.8

<]

10k

0.4+

0.0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[CH,COONa], M
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2- BIS-TRIS
Condicoes eerrimentais: pH 7,0, 1I=1M (KCI), 25°C.
k, = 3,42x10° M s

8.2

8.0

"0 7.81

bs’

7.6

10°k

7.4+

0.1 0.2 0.3 0.4
[BIS-TRIS], M

3- TRIS
Condigdes exEJerimentais: pH 10,2, I=1M (KCI), 25°C.
k,=1,81x10" M*s?

2.4

2.0+

T

00 02 04 06 08 10
[TRIS], M




4- Bicarbonato
Condicdes experimentais: pH 9,1, I=1M (KCI), 25°C.
k, = 2,18x10" M* s

1.4

1.2

01 02 03 04 05 06
[KHCO,], M

5- Carbonato
Condicoes exgerimentais: pH 11,7, 1I=1M (KCI), 25°C.
k, = 2,63x10° M s

1.4

1.2

0.1 0.2 0.3 0.4
[NaHCO,], M

6- Efeito de forca idnica

73

Condigdes experimentais: DEDNPP 2,2 x 10° M, pH 7, BIS-TRIS

0,01M, 25°C.

e Cinética realizada na presenca de 1M de KCI (I = 1M):

Kobs = 6,93 x 10° s

e Cinética realizada sem adicdo de KCI (1 = 2,4 x 10° M, forca

ibnica originada unicamente pelo tampé&o):
Kobs = 6,70 x 10° s



74

APENDICE B

A Figura B1 apresenta o espectro de ESI(-)-MS dos produtos
da hidrélise de DEDNPP. Os picos de m/z 153 e m/z 183 identificam as
formas anibnicas do dietil fosfato e 2,4-dinitrofenol, respectivamente.
Os ions foram caracterizados via dissociacdo induzida por colisdo
(CID).

183
1004

153
50+

%

125

184
155

137
) E— e - .
100 120 140 160 180 200

m/z
Figura Bl. ESI(-)-MS do meio reacional da hidrélise de DEDNPP em
presenca de aproximadamente 22,2% (v:v) de H,0'", apés cinco tempos de
meia-vida, em pH 5, a 25°C.

185

A Figura B2 apresenta o espectro de ESI(-)-MS/MS do ion de
m/z 153, que mostra que o anion do dietil fosfato dissocia-se ao ion de
m/z 125 (perda de CH,=CHy,) e ao ion de m/z 79 (PO3). O espectro de
ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 155 (Figura B3) mostra que o anion do
dietil fosfato com 0 incorporado apresenta o mesmo padrio de
fragmentacdo e dissocia-se as mesmas espécies do ion de m/z 153,
correspondentemente marcadas com *°0.
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100+ 70
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%
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153

0 T . L - . .
40 60 80 100 120 140 160

m/z
Figura B2. ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 153, detectado entre os produtos de
hidrélise de DEDNPP, em pH 5, a 25°C.

81

100 -
50
=X
127 155
0 . ; . . . .
40 60 80 100 120 140 160

m/z
Figura B3. ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 155, detectado entre os produtos de

hidrélise de DEDNPP, em presenca de aproximadamente 22,2% H,0', em pH
5, 25°C.

A Figura B4 apresenta o espectro de ESI(-)-MS/MS do ion de
m/z 183, e confirma a atribuicdo estrutural do 2,4-dinitrofenolato.
Significativamente, os dados mostram a dissociagdo do 2,4-
dinitrofenolato pela perda sequencial de dois radicais NO para formar os
respectivos fons de m/z 153 e m/z 123. Ainda, observa-se que o ion de
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m/z 183 gera o ion de m/z 137 pela perda de NO,, e a eliminagéo dos
fragmentos NO; e CO leva a formacdo do ion de m/z 109. A Figura B5
apresenta o espectro de ESI(-)-MS de uma solugéo de 2,4-dinitrofenol
em agua normal, nas mesmas condi¢des experimentais da hidrdlise de
DEDNPP.

1
100+ 09

183

50

%

123
137
153

95
51
79
0 N : : . . .
40 60 80 100 120 140 160 180 200
m/z

Figura B4. ESI(-)-MS/MS do ion de m/z 183, detectado entre os produtos de
hidrélise de DEDNPP, em pH 5, a 25°C.
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Figura B5. ESI(-)-MS do 2,4-dinitrofenol, obtido a partir de uma solucéo em
agua normal, em pH 5, a 25°C.



APENDICE C

Abaixo séo apresentadas as coordenadas cartesianas para as estruturas
otimizadas em cada estagio da reacdo (reagentes, estado de transicdo e
produtos), ao nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d), para 0 mecanismo
concertado Sn2(P) com duas moléculas de &gua discretas. Em cada
tabela, a primeira coluna descreve o tipo de atomo, e as demais colunas

apresentam as respectivas coordenadas (X,y,z).
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