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RESUMO

Este trabalho aborda dois assuntos que, apesar de nao se relacionarem, sao
relevantes para o entendimento de catalise e processos bioldgicos chave:

i. 0o estudo da transferéncia do grupo fosforila do diéster 2,4-dinitrofenil etil fosfato
(2,4DNFEF) para nucledfilos com efeito alfa, compreendendo analises de
reatividade, correlagdes lineares de energia livre e caracterizagdes de intermediarios
e produtos das reagdes. Os resultados cinéticos mostraram que as espécies neutra
e anidnica da hidroxilamina sdo 10° e 10? vezes mais reativas que a agua e o ion
hidroxido, respectivamente. O desvio significativo na reatividade da O-
metilhidroxilamina em relagdo as demais hidroxilaminas, sugere que o ataque dos
nucledfilos ocorrem preferencialmente pelo atomo de oxigénio da espécie dipolar
ibnica, o que € consistente com os resultados obtidos a partir da identificacdo de
alguns intermediarios formados durante a reagdo. Os sinais apresentados nos
espectros de RMN, indicaram a formag¢ao de 100, 60, 50, e 40% de produtos
decorrentes da reacao de substituicdo nucleofilica bimolecular no atomo de fésforo
para Me,NOH, NH,OH, NH,OMe, e MeNHOH, respectivamente, o que corrobora as
sugestbes mecanisticas apresentadas. O valor do coeficiente de Bronsted, para a
reagcao com diferentes a-nucledfilos (4.,.=0,40), indica que no estado de transi¢ao a
ligagdo entre o nucledfilo e o atomo de fosforo estda 23,3% formada, valor
consistente com um mecanismo mais dissociativo para esta reacéo e;

ii. 0 estudo da incorporagao especifica de ions na superficie de micelas zwiteridnicas
de sulfobetainas, utilizando técnicas de potenciometria, eletroforese capilar,
fluorescéncia, e UV/Vis. Os valores de potencial zeta calculados a partir dos dados
de eletroforese capilar, mostraram uma diminuigdo significativa no potencial de
superficie da micela de SB3-14 quando em presencga de sais, na seguinte ordem:
NaPFs>NaClOs>NaSCN>NaC;H;SOs>NaBFs>Nal>NaNOs;>NaBr>NaCI>NaC,H30,>
NaOH>NaF, sendo um resultado consistente com a série de Hofmeister. Esta
mesma sequéncia foi obtida estudando o aumento da constante de velocidade de
hidrolise acida do HFD e a variagdo da constante de equilibrio acido-base do CDP
em solugdes contendo SB3-14, HCI (1,0 mM) a 25 °C. Estes resultados sugerem que
a incorporacdo de anions na superficie micelar a torna mais anibnica e,
consequentemente, atrai os ions H3O" da solugéo para a pseudofase micelar, o que
diminui o pH local e catalisa a reagao de hidrdlise acida. Esta diferente afinidade dos
anions pela micela é considerada ion-especifica, sendo dependente da energia livre
de hidratagdo de cada anion e de sua energia livre de transferéncia da fase aquosa
para a micelar.

Palavras Chave: Diéster de fosfato, nucledfilos alfa, mecanismo de reagao, micelas
zwiteridnicas, SB3-14, e incorporacao ion especifica.



ABSTRACT

This work focus on two subjects that, while different from one another, are both
relevant for catalysis and understanding of key biological processes:

i. the first study is a careful evaluation of the dephosphorylation of the diester 2,4-
dinitrophenyl ethyl phosphate (2,4DNFEF) by nucleophiles with alpha-effect. A
thorough study involving characterization of key intermediates and products and
analyses of reactivity and linear free-energy correlations was carried out. The kinetic
results showed that cleavage of 2,4DNFEF by neutral and anionic forms of
hydroxylamine are 10° and 10°-fold faster than water and hydroxide ion, respectively.
Comparison of reactivities of hydroxylamine and its O-methyl derivatives revealed
that reactions occur primarily by nucleophilic attack of the oxygen atom of a dipolar
ionic hydroxylamine species. This observation was consistent with NMR studies by
identification of key intermediates and products. Reaction with Me;NOH, NH,OH,
NH,OMe and MeNHOH resulted in formation of 100, 60, 50, and 40% of the O-
phosphorylated hydroxylamine derivatives, respectively. The Bronsted value of S =
0.40 for reactions with different a-nucleophiles indicates that the bond between the
nucleophile and the phosphorus atom is 23% formed in the transition-state,
suggesting a “loose” dissociative mechanism.

ii. the other study concerns comprehension of ion-specific incorporation of anions on
the surface of zwitterionic micelles of sulfobetaines, using techniques of
potentiometry, capillary electrophoresis, fluorescence and UV/Vis spectroscopies.
Values of zeta potential for micelles of SB3-14 obtained by capillary electrophoresis
and in the presence of different salts showed a significant decrease of the surface
potential following the order: NaPFg>NaClO,>NaSCN>NaC;H;SO3;>NaBF,>
Nal>NaNO3;>NaBr>NaCI>NaC,H3;0,>NaOH>NaF. This sequence is consistent with
the Hoffmeister series and was also observed for the acid hydrolysis of HFD and in
the acid-base equilibrium of CDP, both in solutions containing SB3-14, 1.0 mM HCI
and 25 °C. Results from these studies suggested that the micellar surface becomes
more negatively charged with anion incorporation attracting H3O" ions from solution.
Therefore, the local pH of the micellar pseudophase is decreased favoring acid
catalyzed reactions. The order for anion binding to the micelle is ion-specific and
depends on the free-energies of hydration of each anion and its transference from
aqueous to micellar phase.

Keywords: Phosphate diester, alpha nucleophiles, reaction mechanism, zwitterionic
micelles, SB3-14 and incorporation ion-specific.
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1. INTRODUCAO

1.1. JUSTIFICATIVA

O crescente interesse na compreensao dos detalhes mecanisticos de reacdes
quimicas, especialmente de cunho bioldgico, tem promovido o desenvolvimento de
uma grande variedade de técnicas, entre elas, pode-se citar as que envolvem
ressonancia magnética nuclear, difracdo de raios-X, eletroforese, e modificagao
estrutural. Todas desenvolvidas com o objetivo de auxiliar a modelagem do sitio
ativo e o entendimento da natureza dos estados de transicdo nas reacdes
catalisadas por enzimas.’

Acredita-se que a base fisico-quimica para o aumento na velocidade de uma
reacao catalisada por enzimas esta ancorada em fatores eletrostaticos e estruturais,
0s quais aceleram a conversado dos reagentes a produtos por diminuir a energia do
estado de transicdo ou aumentar a energia do estado reagente. Algo pratico e muito
importante é o fato que analogos do estado de transigcdo podem ser inibidores
potentes de reagdes enzimaticas, o que tem sido considerado uma meta crucial para
a sintese de novos farmacos. Isto, contudo, é limitado pelos poucos aspectos
conhecidos e compreendidos da quimica das enzimas, despertando assim, um
grande interesse crescente no estudo destes sistemas.’

As reacbes de transferéncia do grupo fosforila sdo vitais para os sistemas
vivos, pois os diésteres de fosfato estdo presentes em diversas coenzimas e nas
estruturas do DNA e do RNA, os quais sao responsaveis pela transmissdo da
informacdo genética.” > Monoésteres de fosfato derivados de tirosina, serina e
treonina estdo presentes em diversos processos de sinalizagdo e regulacdo da
atividade biolégica.* E ainda, ésteres fosféricos sdo utilizados como pesticidas e
inseticidas, reagentes para polimeros organofosforados, plastificantes, complexantes
de metais pesados, e também como armas quimicas.>°

Muitos pesquisadores tém estudado meétodos para destruir uma grande
quantidade de ésteres de fosfato que sdo nocivos para o0 meio ambiente e para os
seres vivos, principalmente aqueles que envolvem pesticidas e gases de guerra

como Tabun, Sarin, VX, Paraoxon, entre outros. A eliminacido destes compostos
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deve ocorrer a partir de reagdes rapidas, simples e com baixo custo, levando em
consideracao a toxidez dos produtos e intermediarios formados. Neste sentido, o
estudo de reagdes de substituicdo nucleofilica utilizando a-nucledfilos representam
uma alternativa promissora para a degradacao dessas estruturas, além de auxiliar
numa melhor compreensdo do mecanismo de transferéncia do grupo fosforila em
sistemas biolégicos.

Outro aspecto importante relacionado a sistemas biologicos, sdo os
surfactantes naturais, que também desempenham fungdes vitais nos organismos
vivos, como é o caso dos lipidios, fosfolipidios, esfingolipidios, acidos biliares,
derivados de colesterol, lecitinas e acidos colicos.” Outros exemplos sdo os
surfactantes zwiteribnicos, como as fosfocolinas e esfingomielinas, que fazem parte
da dupla camada lipidica de membranas biolégicas.8

Uma das caracteristicas mais importantes destas estruturas é a sua
capacidade de solubilizar substancias em agua, além de diminuir a tensao superficial
e interfacial de solucdes.” '° Estas propriedades permitem que os surfactantes
tenham muitas aplicagbes industriais, principalmente envolvendo lubrificagao,
emulsificacdo, detergéncia, capacidade espumante, molhabilidade, dispersdo de
fases e solubilizacdo. Desta forma, podemos encontra-los em diversos produtos do
nosso cotidiano, como por exemplo, em materiais de higiene e limpeza, tintas,
corantes, fibras, plasticos, semicondutores, alimentos, produtos farmacéuticos,
pesticidas, agentes de flotacdo de minérios, entre outros produtos de origem
petroquimica.’® "’

Além da aplicacao industrial, os surfactantes sao utilizados em varios estudos
de reatividade quimica, velocidade e equilibrio de uma ampla variedade de reacgdes.
Este interesse da comunidade académica pelos estudos envolvendo surfactantes
aumentou muito, principalmente depois que agregados micelares foram utilizados na
modelagem de sistemas bioldgicos, mimetizando a catalise enzimatica.'" '?

Desde entdo, muitos modelos surgiram para explicar o comportamento das
micelas e de ions na superficie, mas apesar dos estudos na area de eletroquimica,
fendmenos de superficies, e na quimica de coldides e interfaces, a quantificagao das
concentragbes ibnicas em interfaces zwiteribnicas e as forgas que regem sua
afinidade continuam sendo uma incégnita. Assim, o estudo da incorporacao de ions
em micelas de sulfobetainas se faz necessario, principalmente no que diz respeito a

compreensao de fendmenos interfaciais relacionados a membranas biologicas.
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1.2. ESTERES DE FOSFATO

Esteres fosféricos podem ser classificados em trés categorias de acordo com
o numero de radicais alquilas e/ou arilas presentes: (i) monoésteres (1); (ii) diésteres
(2) e; (iii) triesteres (3), apresentando um, dois e trés substituintes organicos,

respectivamente.

“11oH RO~ ""OH RO~ "MOR

H

RO—

- O=T—0
N OeT—O0O
W OpT—0

Os monoésteres e diésteres também podem ser classificados como acidos
monoproéticos ou diproticos dependendo do numero de hidroxilas presentes na
estrutura. Assim, em determinado pH pode haver varias espécies, com diferentes
reatividades, envolvidas na reacéo de hidrolise destes ésteres.

Em muitos casos, as ligagdes RO-P sao muito estaveis e o tempo de meia
vida (t12) para a hidrdlise de alguns ésteres de fosfato pode ultrapassar milhares de
anos. Citamos como exemplo, a hidrélise espontdanea do DNA em solugdo neutra,
que é extremamente lenta."”® Entretanto, essa reacdo de hidrolise pode ter sua
constante de velocidade aumentada em aproximadamente 10" vezes com a
utilizagdo de catalisadores eficientes.” Em sistemas bioldgicos, esta catalise é
realizada pelas cinases e fosfatases que sintetizam e clivam a ligagdo P-O,
respectivamente.?> Um exemplo, é o aumento de velocidade de reacdo de 10"
vezes, para a hidrolise da forma dianidnica do metil fosfato na presenca da fosfatase
alcalina de Escherichia coli."®

Para melhor entender o aumento na velocidade de reacdo produzida pelas

enzimas, veremos na sequéncia aspectos do mecanismo enzimatico.
1.2.1. CATALISE ENZIMATICA

A velocidade de uma reagao quimica pode ser aumentada na presenca de

uma substancia, comumente conhecida como catalisador, a qual deve possuir
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algumas caracteristicas essenciais, tais como: (i) aumentar a velocidade da reacao
quando presente em pequenas quantidades; (ii) deve ser regenerado no final da
reagcdo, mantendo-se quimicamente inalterado e por fim; (iii) ndo pode alterar as
variagbes de entalpia e de energia livre de equilibrio, ou seja, o valor da constante
de equilibrio da reacdo deve manter-se inalterado. Em geral, um catalisador atua na
etapa determinante da velocidade, diminuindo a energia livre de ativagdo em relagao
a etapa determinante de uma reac&o néo-catalisada.®

O aumento na constante de velocidade de uma reacdo € obtido com muita
eficiéncia por enzimas em sistemas bioldgicos, que podem acelerar uma reagao por
fatores que variam entre 10° e 10%® vezes."” Na Tabela 1 apresenta-se alguns
exemplos de constantes de velocidade de reagbes em presenga (kcat) € auséncia
(knon) de enzimas.'® E importante notar que uma reacdo que levaria 10" anos para
ocorrer em condi¢gdes normais, na presenca da enzima frutose-1,6-difosfatase, leva

apenas 0,033 segundos.

Tabela 1. Constantes de velocidade para as reagdes ndo catalisadas (knon) €
catalisadas (keat) por diversas enzimas.®

Enzima Knon, 3-1 Kcat, 5-1 kcat | Knon
frutose-1,6-difosfatase 2.0 x107% 21,0 1,0 x10?
nuclease 7,0 x107 95,0 1,4 x10"
beta-amilase 1,9 x10™"° 1400,0 7,4 x10"7
fumarase 3,5x10™ 880,0 2,5x10'°
jurease 1,2 x10™" 36000,0 3,0 x10™
cloroacrilato dehalogenase 2,2 x107"2 3,8 1,7 x10™
carboxipeptidase 4,4 x10™" 240,0 5,4 x10"
citidina deaminase 2,7 x101° 300,0 1,1 x10"
fosfotriesterase 2,0 x10 2100,0 1,0 x10"
diidroorotato desidrogenase 3,2x10™" 1,2 3,7 x10"°

Embora as enzimas e os catalisadores quimicos sejam governados pelas
mesmas leis naturais, as enzimas apresentam diferengas em varios aspectos, entre
elas, uma excepcional especificidade para com certos substratos, o que proporciona

reacdbes com uma minima formag¢ao de subprodutos. E ainda, as condi¢des 6timas
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para uma reagao enzimatica sao geralmente mais brandas, em baixas temperaturas,
pH neutro e em pressdo atmosférica, diferente da catalise quimica que
frequentemente exige condigdes mais drasticas. No entanto, estudos in vitro tém
descrito algumas enzimas, cujas condi¢bes otimas de agdo ocorrem em meios
acidos ou basicos e em temperaturas mais elevadas que as observadas nos
organismos vivos. Isso tem despertado um grande interesse no estudo e na
aplicagdo destas enzimas em diferentes processos industriais.'®

Um grupo importante de enzimas biolégicas, que mediam a transferéncia do
grupo fosforila, sdo as fosfatases. Um exemplo de transferéncia de grupo fosforila
com importante participacdo de residuos de histidina ocorrem na familia das
fosfatases acidas®, nas quais estudos de cristalografia de raios-X?', mutagénese e
Relacdes Lineares de Energia Livre??, indicam que o grupo fosfato do
fosfomonoéster é ancorado no sitio ativo por ligagdes de hidrogénio com residuos de
aminoacidos carregados positivamente e o estado de transicdo é formado pela

interagdo com uma histidina neutra e um acido aspartico (Figura 1).

2
NH
) @)C Arg-79
N5+

_-HoN

His-1

-7

His-257 0O
~. NH----O—P\ CHAN
HNJ 5 O "2 ’C/Arg 15
. \\ H2N
o) ‘
N 4 H2N
Asp-258—/ HaN™C~arg-11

Figura 1. Modelo esquematico das interacdes de estruturas cristalinas do estado
de transicéo de uma reacdo catalisada pela fosfatase acida.?’

O modelo mais antigo que visa explicar catalise enzimatica e talvez o mais
familiar € o da “chave-fechadura” que propde que a ligagdo entre o substrato e o
sitio ativo da enzima resulta em uma conformacéo reativa do substrato.® 2 Qutra
proposta seria a da desestabilizagdo do estado fundamental, ou seja, o catalisador
deve estabilizar mais o estado de transigdo do que o estado fundamental 1" 24 %
como pode ser visualizado na Figura 2." O diagrama de coordenada de reacéo

para uma reagao qualquer, cujo substrato (S) transforma-se em produto (P), ocorre
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com uma barreira de ativacdo de AG,* e uma constante de velocidade de k, (Figura
2A). Na Figura 2B, a enzima 1 (E+) estabiliza igualmente o estado fundamental (GS)
e o estado de transicdo (TS), sendo entdo que AGy* = AG.* e ky = ks, € a enzima nao
funciona como um catalisador. No caso da Figura 2C, a enzima 2 (E,) estabiliza
mais o estado de transicdo do que o estado fundamental de forma que AG.F < AGF,

e ks > ka, € a enzima atua como um catalisador."”

TS Stab. TS Stab.

¥
a

AG

"E.+P E+S°
k 1
s—pP GS Stab.
E,S—E,*P
E,*S— E,*P
(A) (B) (C)

Figura 2. Diagramas de coordenada de reac&o, onde em (C) o estado de transigcéo
é mais estabilizado do que no estado fundamental (A)."

Esta estabilizacdo pode ocorrer através de forgas especificas entre o
substrato e a enzima, como interagdes eletrostaticas, e/ou estéricas, ligacdo de
hidrogénio ou efeitos de solventes.?® O fato é que devido as diferentes interacdes, o
estado de transicdo (E.T.) fica mais estabilizado, provavelmente devido ao
catalisador ser mais complementar a estrutura do E.T. do que ao estado
fundamental.?®

Mas a questdo é, porque que a enzima é capaz de acelerar uma reacgao e
como imita-la? Podemos atribuir as altas velocidades das enzimas a trés fatores
primordiais: (i) as intera¢cdes que a enzima faz com o substrato, onde podem ocorrer
ligacbes de hidrogénio e/ou atragao eletrostatica, entre outras, estabelecendo assim
uma adequada aproximagao e orientagdo com 0s grupos responsaveis pela catalise
no sitio ativo; (ii) @ mudanga de conformagdo que a enzima adquire apds a

complexagcdo com o substrato, a qual obriga o substrato a atingir uma conformacéao
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parecida com o estado de transi¢do, diminuindo assim a energia de ativacdo da
reacao e; (iii) ao aumento da nucleofilicidade de algumas espécies presentes no sitio
ativo, ja que em muitos casos o centro apolar da enzima faz com que o nucledfilo
perca sua camada de solvatacéo e torne-se mais reativo.

De fato, muitas técnicas vem sendo empregadas, como a cristalografia de
raios-X, a ressonancia magnetica nuclear, e o dicroismo circular, na busca de
desvendar a estrutura tridimensional das enzimas e entender melhor o seu
funcionamento,?’ facilitando assim a criagdo de modelos que possam imitar as
caracteristicas das enzimas. Dentro dos muitos modelos existentes, pode-se citar os
miméticos que tentam imitar o sitio ativo das enzimas como um todo, e 0s nao-
miméticos que tentam caracterizar determinada acdo enzimatica.’ ?® Os estudos
dos modelos ndo-miméticos seguem duas linhas de pesquisa: uma voltada para os
estudos dos complexos de inclusd0®®, que modelam as interagdes enzima-substrato,

30, 31

como por exemplo os calixarenos, éteres de coroa e ciclodextrinas , € 0 outro

voltado para os principios fisico-quimicos que governam as reag¢des no sitio ativo.
1.2.2. MODELOS DE TRANSFERENCIA DO GRUPO FOSFORILA

As transferéncias do grupo fosforila sdo reagbdes de substituicdo nucleofilica,
cujos mecanismos sédo conhecidos e podem ocorrer: (i) com o ataque do nucledfilo
ao atomo de carbono da ligagédo P-O-C e com a quebra da ligacdo C-O, o grupo
fosfato é substituido pelo nucledfilo e; (i) com o ataque do nucledfilo sobre o atomo
de fésforo central, deslocando o alcool ou alcéxido via quebra da ligagdo P-O

(Esquema 1).

( 3 / HO P\OH + RN
\\ 9
R = Alquil, Aril Ny oo T ROH

OH

Esquema 1
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O mecanismo via quebra da ligacdo C-O ocorre preferencialmente em pHs
mais baixos, em que o grupo de saida formado € o acido fosférico neutro. Ja em pHs
mais altos, quando o grupo fosfato do substrato possui pelo menos uma carga
negativa, a hidrolise ocorre com quebra da ligacdo P-O, podendo seguir trés
caminhos: dissociativo, associativo e concertado.> ** O mecanismo dissociativo
também conhecido como Sy1 para a quimica do carbono, acontece em duas etapas:
a formacdo do ion metafosfato e o ataque do nucledfilo sobre o ion formado na

etapa anterior (Esquema 2).

(@] _ O
I - Ox,20 Nu [l -
pP—~. —> RO + P —_— P—~. + RO
rRo” \. O - Nu” N0
o} 0 o}
Esquema 2

O mecanismo associativo, conhecido como S\2 para a quimica do carbono,
apresenta-se em duas etapas, adigcao e eliminacdo. Inicialmente, ocorre entdo o
ataque do nucledfilo sobre o atomo de fésforo tetraédrico levando a formagao de um

intermediario ou estado de transicdo pentacoordenado, conforme mostrado no

Esquema 3.
o t
5 nn o
RO- -P; -Nu
© O \ 0
N ||=|>
RO” 4 I/O Nu _O\"‘ ~Nu * RO
_ (OR / 0
_61F|"‘\Nu
| o
Esquema 3

Uma maneira muito util para visualizar os mecanismos € através do diagrama
simplificado de coordenada de reagao de More O Ferrall-dencks, conforme mostrado
na Figura 3. Neste diagrama, observa-se uma coordenada na qual o progresso do
ataque do nucleofilico é representado pelo eixo “distdncia P-X”, e uma segunda
coordenada, referente a saida do nucleéfugo, representada pelo eixo “distancia P-
Y”.



23

Observa-se que os mecanismos com mais de uma etapa de reagao seguem
os caminhos que acompanham as bordas do diagrama, enquanto que os
mecanismos concertados seguem caminhos no interior do diagrama. Assim, o0s
intermediarios das reagdes que seguem os caminhos pelas bordas do diagrama
correspondem ao atomo de fésforo pentacoordenado, com geometria tipo bipiramide
trigonal (ii) e a espécie trigonal (iii) que € o ion metafosfato.

A separagdo entre esses mecanismos € somente instrucional, pois
normalmente as reacdes sao concertadas. Geralmente, os estados de transicao
envolvidos nas reacodes de triésteres e diésteres fosféricos estdo localizados entre o
mecanismo associativo e concertado, e os envolvidos nas reagdes de monoésteres

estao entre o mecanismo dissociativo e concertado.

ﬁ X
] e o _ 1.0
X+ o—Pupy distancia P-X o— Q—
- é_ (i) associagio (ii) \l( O
concertado
distancia P-Y
o (0]
_ || _ | (iii) dissociagdo (iv) |I:I," - LY
X PAY +Y X/A "o
0~ o o

Figura 3. Diagrama simplificado de coordenada de reagao para a transferéncia do
grupo fosforila.*

Inicialmente acreditava-se que o mecanismo de hidrélise de monoésteres de
fosfato em pHs neutros ou alcalinos era puramente dissociativo, semelhante ao tipo
Sn1 para a quimica do carbono, onde a etapa determinante da velocidade de reagao
era a formagao do anion instavel metafosfato (Esquema 2).>**° O anion metafosfato

s6 existe como espécie estavel na fase gasosa onde é surpreendentemente pouco

*A nomenclatura IUPAC para os mecanismos associativo, dissociativo e concertado sdo Ay+Dy,
Dn+Aw, € AxDy, respectivamente.®
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reativo®’ e, como nunca foi identificado em meio aquoso, ha forte discordancia em
relagdo a ocorréncia do mecanismo puramente dissociativo, principalmente depois
que foi observada uma certa dependéncia entre a constante de velocidade de
reacdo com a basicidade dos nucledfilos, o qual indica um estado de transicao
levemente associado.*®

Além disso, a observacao da inversao da configuracdo de um éster quiral
como 4, em vez da racemizagao esperada para um mecanismo do tipo Sy1, tem
apontado um mecanismo parcialmente associativo como candidato mais provavel

em meio aquoso.*

Outros estudos confirmam o mecanismo dissociativo, principalmente quando a
reacao de transferéncia do grupo fosforila é realizada em solventes ndo aquosos,
onde o ion metafosfato passa a ser beneficiado, devido a pequena interagao que ele
e o grupo fosfato dianidnico tem com o solvente.*> *! Ainda, existe a hipdtese de um
pré-equilibrio inicial, onde o préton de uma molécula de agua é transferido para a
forma dianibnica e, posteriormente, aconteceria o ataque nucleofilico do ion

hidréxido formado (Esquema 4).4%**

2 i
[l
_/P'l[
OH, OT,""'OR

o)

—Pu
D‘ ‘OR ———= ROH + HPO,"

HO ©-

Esquema 4

Este mecanismo envolve a transferéncia intramolecular de um préton para o
grupo de saida como mostrado no Esquema 5.3 % %> 4 No estado de transicdo, a
transferéncia intramolecular do préton € pouco importante em substratos com pKgs
mais baixos, onde a quebra da ligacdo P-O parece estar mais avangada. A medida
que o0 pKyg aumenta, o comprimento da ligagdo P-O se torna mais curto e a

transferéncia do proton € antecipada até a formacédo de um intermediario dipolar, no
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qual a decomposicéo a produtos passa a ser a etapa determinante da velocidade da
reacdo.*® Em geral, a possibilidade de formagdo de um intermediario metafosfato
nao €& descartada, pois a hidrolise do monoanion de fenil fosfato procede com
inversdo da estereoquimica, o qual indica que ha um mecanismo concertado ou pré-

associativo que passa por um intermediario metafosfato discreto e pouco formado.*’

pK, ROH i o T¥
~4 Il
RO====Py_
\“ E:; -
i H™ |
0 i o 1*
n 7 il N
rRO~F~0" "o o L
s H--=-0
0
~12 +
— R?—F;."‘O'
H O
Esquema 5

Os mecanismos de transferéncia do grupo fosforila em triésteres e diésteres de
fosfatos s&o mais associativos que em monoésteres, de forma que tanto os
nucledfilos quanto os grupos de saida ocupam as posi¢des apicais, visto que estas

ligacbes sdo mais longas e labeis (Esquema 6).

i i ]
. N ~ ! woH I
(l) Ro/i "IIOH + Nu e O—P*\ —_— HO/P"II/NU
| Yon A
OH Nu OH
(i) Nu E RO (: w\OH 6’\tc|)R\\\\OH . ||:|,
u + — Py —— —P8 _— —P — Py
RO i ely |‘0H | Nu HO i IN
OH Nu OH OH
Esquema 6

)2, 48

Assim, dois mecanismos de ataque s&o conhecidos: (i o ataque “‘em

linha”, que ocorre quando a espécie pentacoordenada apresenta o nucledfilo e o
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grupo de saida nas posicdes apicais e; (i) *®

o ataque “adjacente”, em que o
nucleodfilo ataca pela face do grupo de saida e o intermediario formado deve rotar
para deslocar o nucledfilo para a posicdo equatorial e deixar o grupo de saida na
posic&o apical, na qual pode sair com maior facilidade.*® *°

Portanto, os mecanismos de transferéncia do grupo fosforila dificiimente
seguem um caminho puramente associativo ou dissociativo, mas um deles é
favorecido dependendo de fatores como nucleofilicidade do grupo atacante,
impedimentos eletrostaticos e estéreos, pK, do grupo de saida, pH do meio, entre
outros. De modo geral, di- e triésteres apresentam um mecanismo mais associativo
gue monoésteres de fosfato, cujo mecanismo tem caracteristicas mais dissociativas.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais
(LaCFl) tem um grande interesse pela quimica dos ésteres de fosfato,
principalmente no que se refere a compreensao dos mecanismos, da identificacao
dos intermediarios formados, e da modelagem da estrutura do estado de transicéao
(E.T.). Também busca desenvolver novos catalisadores com o intuito de auxiliar na
detoxificagdo de pesticidas estaveis no meio ambiente e gases de guerra. Neste
sentido, tem-se estudado a reagao de substituicao nucleofilica em ésteres de fosfato
utilizando nucledfilos detentores de efeito alfa, cujos efeitos serdo abordados na

sequéncia.

1.2.3. NUCLEOFILOS COM EFEITO ALFA

O efeito alfa (a) é definido como uma reatividade especial em decorréncia de
um par de elétrons livre no atomo vizinho ao centro reativo. Esta reatividade é
padronizada comparando um o-nucleéfilo em relagdo a um nucledfilo simples

(desprovido de efeito alfa) com o mesmo pK,. Segundo Jencks e Edwards®" *2

, um
nucledfilo é considerado um nucledfilo com efeito alfa quando: (i) o atomo do centro
reativo pertence ao segundo periodo da tabela peridodica e contém densidade de
carga negativa; (ii) ndo existem substituintes no atomo vizinho ao centro reativo; (iii)
a molécula contém um grupo reativo que pode estabilizar o estado de transigao e;
(iv) um atomo vizinho ao centro reativo com um par de elétrons desemparelhado,

que permite estabilizar o E.T. e desestabilizar o estado reagente.®" >
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Dentre os nucleodfilos com estas caracteristicas pode-se citar: hidroxilaminas,
acidos hidroxamicos, hidrazinas, hidroperdxidos, hipocloritos, nitritos, sulfitos e

oximas, Figura 4.

RO—NR, 0—=N—0"  RO—O" Q o
_ O—=—S:

H2N_NH2 R2C:N_O - C-.I_O R R O_

R = H, Aril, Alqui

Figura 4. Alguns nucledfilos detentores de efeito alfa.

O aumento na velocidade de uma reagao nucleofilica atribuida ao efeito alfa
pode ter diferentes explicagdes: (i) os pares de elétrons desemparelhados do atomo
vizinho aumentam a densidade eletrbnica no centro reativo e assim, a sua
nucleofilicidade; (ii) a deficiéncia de elétrons do atomo Y no estado de transigao
(Esquema 7), em decorréncia da formagédo da ligagdo com o centro eletrofilico, é
compensada e estabilizada por ressonancia®; e (iii) o orbital molecular ocupado do
atomo vizinho desestabiliza o estado fundamental da molécula por aumentar a
energia do orbital reativo (HOMO). Em consequéncia desta repulsdo entre orbitais
pr, @ molécula é mais reativa que um nucledfilo simples ja que a doagdo de um dos

pares de elétrons é facilitada para diminuir a repuls&o.>*

Esquema 7

Um exemplo da magnitude do efeito alfa pode ser visualizado na variacéo da
constante de velocidade de primeira ordem em fung¢ao do pH do meio, para a reagao
do bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (B2,4DNFF) com a hidroxilamina (Figura 5).>°
Observa-se entre o pH = 4,0 a 6,5, um aumento na constante de velocidade (kobs)
em funcdo do pH, devido a formagédo da espécie neutra da hidroxilamina, segundo
equilibrio do Esquema 8. Na regido entre pH = 6,5 e 10,5, a reacdo independe do
pH e apresenta uma constante de velocidade 1000 vezes maior que aquela para a

reacao de hidrélise em agua. Ou seja, o tempo que a agua leva para hidrolisar a
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metade da concentracao inicial do B2,4DNFF a 25 °C e a pH neutro é de 43 dias
(t12), mas na presenca de hidroxilamina esta mesma quantidade é clivada em 1

hora.

25

=354 n A= =

\i\_

-4.0 4

log k. (s

L

=
=]

pH

Figura 5. Grafico de log kons versus pH para o ataque nucleofilico da NH,OH no
B2,4DNFF (m) e da hidrélise espontanea do B2,4DNFF a 25°C (¢ ).%°
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Esquema 8

A reacdao de substituicdo nucleofilica no B2,4DNFF por hidroxilaminas
metiladas e outros o-nucledfilos foi descrita recentemente na literatura.”>®" Os
resultados de RMN, CG/EM, e UV/Vis mostraram a presenca de duas reacdes, uma
reagcao Sn2(P) com ataque do nucledfilo sobre o atomo de fésforo e outra sobre o
carbono do anel aromatico, via SyAr, conforme mostrado no Esquema 9. O estudo
mecanistico desta reagdo mostrou que a hidroxilamina e os seus derivados N-
metilados reagem preferencialmente via Sy2(P), pelo atomo de oxigénio. Quando
este encontra-se impedido, como € o caso da NH,OMe, a reagdo SyAr chega a ser

competitiva e o centro reativo do nucledfilo passa a ser o atomo de nitrogénio.>*®’
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Esquema 9

A seletividade do ataque pelo oxigénio ou nitrogénio dos alfa nucledfilos
derivados de hidroxilamina & dependente do tipo de substrato. Por exemplo, em
reagdes de alquilagdo, o centro reativo € o nitrogénio e na clivagem de ésteres de
acila®® e fosforila®, a reacdo é via atomo de oxigénio, conforme observado na
reacdo entre a hidroxilamina e o triéster de fosfato, 8-N,N-dimetilamino-1-
naftilfosfato.>®

Estudos cristalograficos publicados recentemente pelo nosso grupo de
pesquisa®®, mostram a existéncia da espécie dipolar idnica na estrutura cristalina da
hidroxilamina (Esquema 8). Desta forma, pode-se pensar que a espécie reativa da
hidroxilamina pode ser a espécie dipolar idnica, cujo mecanismo ocorre com O
ataque do atomo de oxigénio ao centro eletrofilico e com assisténcia de uma
transferéncia de proton do grupo H3N™ para o substrato, um mecanismo semelhante

daquele defendido por Jencks®® (Esquema 10).

Esquema 10
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O Grupo de Catalise e Fenébmenos Interfaciais (LaCFl) vem estudando ao
longo dos anos, uma gama de reacgdes de transferéncia de grupos fosforila de mono,
di, e triésteres, em reacdes envolvendo a participacdo de nucledfilos com efeito alfa,
como a hidroxilamina. No entanto, ainda é duvidoso o mecanismo destas reacdes
devido a dificuldade em determinar experimentalmente os intermediarios e produtos
formados. Neste sentido, este trabalho vem contribuir com os esforgos para verificar,
se a forma dipolar idnica da hidroxilamina & a verdadeira espécie reativa na clivagem

de fosfatos organicos.

1.2.4. RELAGOES LINEARES DE ENERGIA LIVRE E METODOS DE ANALISE
DE MECANISMOS

A compreensao dos efeitos provocados pelos substituintes e da variagao
eletrénica que ocorre num atomo durante o percurso de uma reagao quimica, podem
ser importantes para auxiliar na determinagdo do mecanismo de uma reacao.
Qualitativamente, podemos dizer que grupos retiradores de elétrons aumentam a
eletrofilicidade de uma carbonila, assim como um grupo que doa elétrons pode
aumentar a nucleofilicidade de uma base de Lewis. Os estudos de Brénsted61,

Hammett®? e outros®® 6

, possibilitaram a quantificagdo do efeito dos substituintes
sobre os diferentes centros reacionais, e a partir de entdo, tem-se aplicado com
frequéncia este conhecimento na deducdo de mecanismos, na descricdo de
parametros fisico-quimicos e no desenvolvimento de novas rotas sintéticas de

farmacos.®> %

1.2.4.1. Relagoes de Hammett

Hammett estudou as constantes de equilibrio (K;) para acidos benzdicos
substituidos e definiu um coeficiente (o) para cada substituinte X, conforme descrito
na Eq. 1. Valores negativos de o indicam a presenca de substituintes doadores de
elétrons, valores positivos correspondem a grupos que retiram elétrons e zero é

atribuido para o hidrogénio como padr&o.%?

o=pK," —pK* (1)

a
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Utilizando a Eq. 1, Hammett correlacionou a constante de velocidade de

varias reagdes com o efeito dos substituintes em diferentes posi¢des (Eq. 2),

logk™ = po +logk" (2)

onde, p € o parametro caracteristico da reacdo e indica a sensibilidade de um
sistema aos efeitos dos substituintes, os quais afetam a formacédo de carga no
estado inicial e no estado de transicdo. Em geral, as constantes de velocidade s&o
sempre comparadas com as mudancas no equilibrio padréo e, portanto, kK e k" sao
as constantes de velocidade para as reacbes dos compostos substituidos e nao
substituidos, respectivamente.

Exemplos classicos da aplicacédo da relagdo de Hammett sdo a hidrolise basica
de benzoatos de metila (i)*° e a metandlise de cloretos de arila (ii)®’, cujos valores de

o obtidos s&o 0,5 e 1,42, respectivamente (Esquema 11).

0 0
X" COCH; - H,0 Ny~ "OH
i + CH;OH
o L, OH w )
X X
0 0
W [ 9 . oohon —— T M
+
[ = 3 [z
X X
Esquema 11

Ao relacionar estes valores com a reagdo padrao para os acidos benzdicos
substituidos com p = 1,0, conclui-se que a reagao de hidrolise é pouco sensivel ao
efeito dos substituintes e que a carga negativa sobre o atomo de oxigénio da
carbonila é pouco formada no estado de transicdo. Ja o valor de 1,42 mostra que a
metandlise € mais sensivel aos substituintes e seu valor positivo indica que
substituintes elétro-retiradores promovem um aumento na constante de velocidade
da reacdo. Isto acontece devido a um aumento na densidade eletrbnica da carbonila
no estado de transi¢cao, o que sugere a formagao de um intermediario tetraédrico na
etapa determinante da reacdo e um mecanismo mais associativo que na reagcao de

hidrélise dos benzoatos de metila.
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E importante lembrar que a equacdo de Hammett relaciona sistemas que
possuem efeitos indutivos e mesoméricos similares com o equilibrio dos acidos
benzdicos, definido como equilibrio padrdo. Assim, para sistemas que possuem
conjugacao eletronica direta (fendis), a relagdo deve considerar o™ que é definido em

funcdo das constantes de acidez de fendis substituidos.
1.2.4.2. Relagdes de Brosnted

As relacdes de Bronsted®' abordam o estudo do equilibrio da reagdo de forma
diferente da utilizada por Hammett. As equacdes de Bronsted correlacionam as
constantes de acidez (pKss) de nucledfilos e grupos de saida substituidos e
envolvidos numa reagdo, com as constantes de velocidade da reacdo do qual
participam. Por exemplo, as constantes de equilibrio adotadas como parametro na
correlagcdo com a reacdo de monoésteres de fosfato sdo os respectivos alcoois e

fendis substituidos (Esquema 12).

Q a0
P— -~A—P
-\"0 - ; o7/~
(0] o o 0 g
B

ﬂnuc

R = alquil ou aril

Esquema 12

Conforme apresentado no esquema acima, o parametro de Brdnsted
responsavel por descrever o efeito dos substituintes sobre o grupo de saida € o0 S gs,
representando a reagao da direita para a esquerda, é descrito pela Equagao 3. Da
mesma forma, o parametro que descreve o efeito dos substituintes sobre o nucledfilo
€ 0 fnuc, representando a reagao da esquerda para a direita conforme é predito pela

Equacao 4.

logk ;.= B, PK,, + log K" (3)

109K 4= Bruc PKoye * 10g K" (4)
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Nestas equacgdes, os indices gs e nuc indicam, respectivamente, a presenca
de substituintes no grupo de saida ou no nucledfilo e a letra H, indica a auséncia
deles (molécula padrao).

Quando se comparam as mudancgas eletrbnicas sobre o anel aromatico, os
coeficientes de Hammett e Bronsted sugerem aspectos semelhantes, tanto que
neste caso os valores de p e fséo similares. No entanto, estas relagbes nao podem
ser aplicadas para todas as reagdes, pois a equacao de Bronsted € aplicada
somente em compostos que podem ser diretamente comparados com as constantes
de acidez de compostos relacionados. Ja as correlacbes de Hammett, sdo mais
dindmicas e podem ser aplicadas em uma gama maior de compostos substituidos.®®

Um exemplo da aplicagao das correlagdes de Bronsted pode ser observado
na Figura 6, que mostra uma relagéo linear entre o comprimento da ligagdo C-O e
S-Oys de estruturas cristalinas com o pKys de diversos ésteres de sulfato. Esta
relacdo de estrutura-reatividade permite um melhor entendimento do mecanismo de

transferéncia do grupo sulfurila de monoésteres de sulfato (RO-SO3).%®

Compr. de Ligagao, A
»
»
3

4 ' 6 ' 8 ' 10 ' 12 14 ' 16
pK, (ArOH)

Figura 6. Dependéncia dos comprimentos de ligagdo C-O (®) e S-Oy4 (H) com 0
pKa. do grupo de saida em monoésteres de sulfato.®® A média da soma das duas
ligagbes (cc.o + Cs.0)/2, é considerada constante devido a pequena variagdo do
coeficiente angular (A).
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Esta relacdo linear sugere uma correlagao entre o pK, do grupo de saida e os
comprimentos de ligagdo C-O e S-Og, mostrando que a transferéncia do grupo
sulfurila é facilitada em substratos que possuem bons grupos de saida, os quais
possuem a estrutura do estado fundamental mais proxima do estado de transicao,
ou seja, comprimento de ligacdo C-O mais curta e ligacdo S-Oygs mais longa.
Estrutura essa, muito mais reativa quando comparadas a compostos com pKys mais
basicos.

Correlagcdes semelhantes foram obtidas para outras séries de ésteres de
sulfatos e fosfatos, onde se observa que ligacbes C-O mais longas coexistem com
ligacbes O-X mais curtas e, como consequéncia, a soma das duas ligagdes, para
uma familia de compostos, € praticamente constante. Dessa forma, os coeficientes
angulares sao reflexos das influéncias de cada grupo ligado ao atomo de oxigénio, o
qual dependendo dos pKgs, tem sua posigéo alterada no sistema C-O-X (Esquema
13).%°

posicéo alterada
em fungéo do pKig
-
C (0) X

| |

comprimentos
fixos

Esquema 13

1.2.4.3. Carga Efetiva

Durante uma reagcdo quimica ocorrem mudangas na densidade de carga de
alguns atomos que participam da reagdo. Assim, o acompanhamento da variagao da
carga eletronica ou dipolo de uma molécula, do estado reagente até a formagéo dos
produtos, pode ser importante e crucial para o desenho do mecanismo de reacao.

Na tentativa de obter melhores informacgbes sobre o E.T., Williams criou o
conceito de Carga Efetiva, que relaciona a constante de velocidade de uma reagao
com os efeitos na constante de equilibrio da mesma reagao. Neste sentido, o uso do
conceito de carga efetiva simplificou as interpretagcdes das correlagdes lineares de
energia livre, pois permitiu estabelecer uma conectividade entre reagentes e

produtos, diferentemente da avaliacdo pelos coeficientes de Hammett e Bronsted.
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Desta forma, pode-se avaliar as mudangas nas ligacbes mais importantes da
reacao, sugerir 0 mecanismo envolvido e até estabelecer a estrutura do estado de
transicéo.®

Define-se carga efetiva como a carga necessaria para igualar o efeito de um
substituinte num equilibrio padrado, cuja variagao da carga ja € definida. A equacéao
que relaciona os estados reagente, de transicdo e produto com a variagao da carga

efetiva nos dois sistemas, é dada pela Equagdo 5. ®°

(2,-¢,)

( gps — &g

Leq = (5)

onde, & e & sdo as cargas efetivas do reagente e produto no equilibrio sob
investigagéo; &s € &s S80 as cargas efetivas do reagente e produto do equilibrio
padréo; € feq = Lgs* Pruc.

Um exemplo de aplicagdo deste conceito € a determinagdo do valor de Sy €
da carga efetiva sobre o atomo de oxigénio arilico no estado de transi¢ao (&et) para
reagdes de substituicdo nucleofilica (Figura 7). O coeficiente de Bronsted para a
reacdo de substituicdo nucleofilica entre a hidroxilamina e o triéster de fosfato
2,4ADNFDEF*® ¢é de fB.. = -1,12, e as cargas no atomo de oxigénio nos estados
inicial e final sao iguais a +0,87 e -1,0, respectivamente (Figura 7). Utilizando a
Equacgao 5 e considerando as cargas sobre o atomo de oxigénio, para o equilibrio
padrao, zero no estado inicial e -1,0 no estado final, é possivel calcular a mudanca
total da carga efetiva (£ ¢q) Sobre este atomo desde o estado reagente até o produto
como sendo de -1,87,%° e portanto, P gs= 0,75. Este valor indica que a carga efetiva
no estado de transigéo (eet) a partir da relacao fnuc=(&T - &)/(&s - &s) € de -0,25, o
que sugere que a ligagdo P-Ogrico sofreu uma quebra de ligacdo de
aproximadamente 40%, enquanto que a formacgédo da ligacdo com o nucledfilo
avangou aproximadamente 60%. Estes dados apresentam uma forte evidéncia para

um mecanismo de reagdo concertado com caracteristicas associativas.>®
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Figura 7. Mapa de cargas efetivas para a reagdo Sy2 entre a hidroxilamina e o
2,4DNFDEF.>®

E importante salientar que a carga efetiva ndo corresponde a densidade de
carga real sobre os atomos, mas sim a um valor relativo calculado
comparativamente com a variagdo de carga de um sistema padrdo. No caso
aplicado acima, o equilibrio padrdo é aquele da dissociacédo acida dos fendis, e que
a carga é considerada zero quando o fenol esta protonado e -1,0 para os respectivos

fenolatos.

1.3. SURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos formados por duas regides
distintas: uma regiao apolar e hidrofébica formada por uma cadeia longa de
hidrocarbonetos, denominada de “cauda” e a outra polar e hidrofilica formada por
grupos idnicos ou neutros, denominado de “cabeg¢a”’. A cadeia apolar pode
apresentar diferentes comprimentos, insaturacbes ou até mais de uma cadeia
carbdbnica. Na regido polar, a presencga ou nao de carga determina se o surfactante é
catiénico, anibnico, dipolar ibnico (zwiteridbnico) ou neutro. Os anidnicos, como o
dodecilsulfato de sodio (SDS) (5), possuem carga negativa no grupo hidrofilico; os
catibnicos, como o brometo de dodeciltrimetiiamonio (DTABr) (6), contém carga
positiva; os zwiteribnicos, como o N-dodecil-N,N-Dimetilamoniopropanosulfonato
(SB3-12) (7), tem dois grupos de cargas opostas e o0s nao ibnicos, como o

polioxietileno dodecanol (8), ndo possuem carga em sua estrutura.'” "2
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Dentre estas classes de surfactantes apresentadas, os surfactantes dipolares
iGnicos sao particularmente interessantes. Eles possuem dois grupos carregados na
mesma molécula e ndo apresentam uma carga liquida formal, pois nenhum potencial
eletrostatico pode ser detectado fora da micela quando em agua pura.” Os grupos
carregados estdo fixos e possuem certa rigidez, isto impede a movimentagdo das
cargas pela molécula, originando agregados com um alto momento de dipolo.

Estes surfactantes zwiteribnicos podem apresentar na extremidade da
molécula um grupo com carga positiva e mais no interior da molécula um grupo com
carga negativa, como € o caso das fosfocolinas (9). Entretanto, a maioria apresenta
0s grupos negativos (carboxilatos ou sulfonatos) na extremidade e os positivos
(aménio) mais no interior, conforme pode-se observar nas carboxibetainas ou

betainas (10), aminobetainas (11) e sulfobetainas (12).
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As propriedades destes surfactantes como solubilidade, CMC e numero de
agregacao apresentam mudancgas que dependem da natureza do grupo anibnico.
Por exemplo, as carboxibetainas sao mais soluveis e possuem valores de CMCs
maiores que as sulfobetainas similares, pois o grupo carboxilato € mais hidrofilico
que o grupo sulfonato. Além disso, os valores de pK, dos carboxilatos sdo maiores
que os dos sulfonatos, permitindo que as carboxibetainas se tornem surfactantes
catidnicos em meio mais acido, o que ndo ocorre com as sulfobetainas.”* Estas e
outras propriedades das micelas serdo abordadas na sequéncia.

Neste trabalho, foram utilizadas sulfobetainas como modelo de surfactantes
zwiteridnicos, pois sdo de facil aquisicdo e apresentam um prego relativamente
baixo, alta pureza e boa solubilidade em agua. A abreviatura comum é SBRm — n,
onde SB refere-se ao nome sulfobetaina, R aos radicais do grupo aménio (quando
nao especificado, R=CH3j), n corresponde ao numero de carbonos na cadeia
hidrofébica e, m ao numero de —CH,— entre os grupos aménio e sulfonato (Figura
8).

Figura 8. Estrutura geral das sulfobetainas.

1.3.1. CARACTERISTICAS E PROPRIEDADES DOS SURFACTANTES

1.3.1.1. Concentragao Micelar Critica (CMC)

Surfactantes ou detergentes quando em baixa concentragdo em solugéo
apresentam um comportamento de eletrdlitos fortes.”! Com o aumento da
concentragdo do surfactante os mondémeros se agrupam e formam agregados
conhecidos como micelas. A concentracdo minima de mondmeros necessaria para
formagao destes agregados é conhecida como concentragdo micelar critica (CMC).
Portanto, abaixo da CMC os mondmeros se encontram relativamente organizados
na superficie do liquido em equilibrio dinAmico com os monémeros no interior da

solucdo. Quando a solugdo aquosa esta saturada de mondémeros do surfactante,
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ocorre uma reorganizagcdo dos mondmeros (micelizacdo) de modo a diminuir a
energia livre do sistema, sendo esta diminuigdo atribuida a desidratagcéo das cadeias
hidrocarbénicas.® "%

A formacgéo de agregados micelares depende do tamanho e da hidrofobicidade
da cauda apolar, da natureza dos grupos hidrofilicos e das interagdes eletrostaticas,
do contra-ion, pH do meio, concentracéo e valéncia de ions ou aditivos presentes.
Além de ser afetada pela propria concentracédo, pressédo e temperatura, mostrando
um equilibrio onde cristais, micelas e monémeros co-existem no chamado ponto de
Kraft. 11, 76-84

Assim, utilizam-se algumas propriedades fisicas das solugbes de surfactante
em meio aquoso para determinar a faixa de concentracdo em que ocorre a formagao
das micelas. Dentre as medidas normalmente utilizadas podem-se citar aquelas de:
tensdo superficial, condutividade elétrica, pH, calor especifico, coeficiente de
solubilidade, RMN, densidade, forca eletromotriz, viscosidade, pressao osmatica,
propriedades 6ticas e espectroscopicas.'” " # Na Figura 9 observam-se exemplos
tipicos da variagdo de algumas propriedades que ocorrem na solugdo com o

aumento da concentracao de surfactante.

propriedades

concentragao

Figura 9. Variacédo de algumas propriedades da solugao em fun¢do da concentragao
de surfactante: (1) detergéncia; (2) pressao osmatica; (3) condutividade equivalente;
e (4) tens3o superficial. A faixa tracejada corresponde a8 CMC.°

A concentracdo micelar critica varia com a natureza do surfactante, sendo

que os zwiteribnicos e neutros possuem tipicamente valores de CMCs menores que
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anfifilicos i6nicos similares. Isto acontece porque ndo ha repulsao eletrostatica
formal entre os grupos polares. Entretanto, surfactantes que contém grupos polares
adicionais, duplas liga¢des e cadeias laterais, provavelmente vao apresentar CMCs
maiores. Ja a variacdo de temperatura e pressdo, bem como a adicao de eletrdlitos,
afetam mais a micelizagdo de detergentes idnicos do que neutros ou zwiteridnicos.
Além disso, contra-ions de maior valéncia diminuem mais o valor da CMC em
relacdo a monovalentes, por diminuir a entropia e assim estabilizar mais os

agregados formados.”® 76 77

1.3.1.2. Numero de Agregacgao (Ng)

O tamanho e a geometria dos agregados micelares sdo determinados pelo
numero de mondmeros presentes em seu interior. Esta quantidade € conhecida
como numero de agregacdo micelar (Nag), podendo apresentar em agregados
esféricos um valor entre 50 e 200 mondémeros, quando em solugdo aquosa. O
numero de agregagao pode ser determinado por varios métodos que utilizam a
difracdo de luz, RMN, viscosidade, difuso, e fluorescéncia."

Assim como a CMC, o numero de agregacao depende da natureza e
concentragdo de surfactante, da presenca de aditivos organicos e inorganicos, da
temperatura e da concentragdao de ions. Por exemplo, seu valor aumenta para
surfactantes similares com grupos polares mais hidrofébicos em solugbes com maior

concentracéo de contra-ions.”® "’

1.3.1.3. Estrutura, Forma e Tamanho

A formacdo de micelas pode gerar agregados de varios tipos, formas e
tamanhos. As estruturas formadas por agregados podem ter forma de vesiculas,
esféricas, cilindricas, microtubulos, globulares e discoidais. Ainda, podem ser
formadas micelas normais, lipossomas, microemulsdes, emulsdes e micelas
invertidas dependendo da estrutura molecular do surfactante e do meio em que se
encontram. Este processo promove a formagao de microfases e regides interfaciais,
que separam a fase organica apolar do meio aquoso. Esta propriedade das solugdes

micelares € util na industria quimica, pois altera a velocidade e a constante de
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equilibrio de varias reag¢des quimicas, pelo fato de incorporar, concentrar, separar e
diluir reagentes entre as fases aquosa e micelar.®

Varios modelos estruturais de micelas e outras estruturas organizadas foram
propostas com o passar dos anos, muitas envolvendo medidas de RMN e EPR,
espalhamento de luz, néutrons e raios-X, autodifusdo com marcacao radioativa e
também utilizando simulagdo de dinamica molecular. Entre os modelos que tentam
ilustrar a forma e comportamento de uma micela, pode-se citar a forma esférica
inicialmente proposta por Hartley e reforcada por Stigter e Gruen, os modelos de
‘cacho de uva’ de Menger, de blocos de Fromherz, de rede de Dill-Flory, elipsoidal e
bastdo de Tanford, laminar de McBain e cilindrico de Harkins.'" 70-72. 76,77, 85,87, 88

Dentre os modelos citados, o mais aceito quando em solugdes diluidas € o
modelo inicial de Harkins refor¢ado por Stigter. Neste modelo, a forma esférica pode
ter um raio médio de 12 a 30 A e um nimero médio de agregados (N,g) entre 50 e
200 mondmeros, dependendo da cadeia apolar. O agregado esférico € composto de
trés regides distintas: (i) a regido hidrofobica localizada no nucleo da micela, cujo

raio aproxima-se ao comprimento da cauda apolar do monémero;

Yolume
aguoso

Superficie de | [T | :
cisalhamento " ~— Centro i
T Zamada de |

Stern

Cupla camada

Gouy-Chapman

Figura 10. Representagcao esquematica de uma micela esférica ibnica, indicando a
camada de Stern e a dupla camada elétrica de Gouy e Chapman.
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(i) a camada de Stern localizada na superficie da esfera, que contém os grupos
hidrofilicos do detergente, os contra-ions e a agua de hidratagdo e; (iii) a dupla
camada elétrica ou camada de Gouy-Chapman que € mais externa e difusa, a qual
contém os anions remanescentes que neutralizam a carga residual das micelas
(Figura 10)_70, 71, 89-91

A superficie da micela contém grande concentracdo de grupos polares do
detergente e de contra-ions ligados, além de ser altamente hidratada. O grau de
ocupacdo da camada de Stern por contra-ions (B), pode ser estimada pela raz&o
entre a quantidade de contra-ions e o numero de agregacgdo da micela (Nag). O grau
de ocupacao (B) esta relacionado ao grau de ionizagdo micelar (o) que é definido
como a=1-f. Para micelas id6nicas, o valor de o varia entre 0,1 e 0,3 e é
relativamente insensivel a mudangas na concentragdo dos contra-ions. Assim,
considera-se que a camada de Stern é saturada de contra-ions e os demais ions
presentes na camada de Gouy-Chapman s&o governados por interacoes
eletrostaticas néo especificas com a micela.'" 7 7691

A estabilidade, forma e tamanho das micelas sdo resultantes de um equilibrio
dindmico que envolve efeitos hidrofébicos e as interagdes entre os grupos polares e
deles com o meio aquoso. Anianson e colaboradores® estimaram por estudos de
relaxagdo, que o tempo de permanéncia de um mondmero na micela & de
aproximadamente 10 s, enquanto que a sua dissolugdo completa ocorre em 107 s.
Apesar dos agregados serem termodinamicamente mais estaveis, a velocidade de
troca dos mondémeros da micela para 0 meio aquoso pode variar em muitas vezes,
dependendo do tipo e estrutura do detergente.”® 8°

De modo geral, mondmeros que possuem uma cabecga polar mais volumosa e
uma cauda apolar longa, tendem a formar micelas esféricas normais em solugao
aquosa. Ja, surfactantes com cabeca polar pequena e cadeias apolares mais curtas
e ramificadas, tendem a gerar micelas esféricas reversas.® Tartar e colaboradores’™
99 correlacionaram a estrutura tridimensional dos surfactantes com a morfologia
de seus agregados através do numero do surfactante. Este numero é definido como
v/a.l, onde v é o volume da cadeia de hidrocarbonetos, | 0 seu comprimento e a é a
area da cabeca polar. Para eles, o numero calculado para cada surfactante € uma
medida da curvatura local na interface agregado-solvente, ignorando as interagdes

entre as particulas. Entdo, quando o numero do surfactante obtido for menor que
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0,33, formam-se micelas com formato esférico; entre 0,33 e 0,5, micelas cilindricas;
entre 0,5 e 1, micelas em bicamadas ou vesiculas e para v/al maiores que 1,0, as

micelas sao reversas.

1.3.1.4. Potencial de Superficie

Superficies e particulas adquirem cargas elétricas por indugdo ou sao
geradas por fatores relativos a vizinhanga. Estas cargas sdo geradas a nivel
molecular e estdo diretamente relacionadas com a natureza das espécies que
compdem a superficie. Em solugbdes polares, as forgas responsaveis pela criagao
destas cargas, promovem a ionizagdo, adsorgao ou dissolugdo de ions. Assim, com
a formacédo de uma carga na superficie de uma particula, a mesma influencia na
distribuicdo das cargas na vizinhanga, passando a atrair espécies de carga oposta e
repelir espécies de mesma carga. Tal fato, quando associado a processos de
difusdo e agitacdo térmica, promovem o surgimento de um sistema binario que
compreende uma superficie carregada e um meio concentrado de contra-ions e co-

ions, que difundem para o interior da solugdo.%® *°

supedicie da pardicula
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Figura 11. Representacido esquematica da estrutura da dupla camada elétrica,
segundo modelo de Stern onde, ¥,, ¥s e ¥ sdo os valores dos potenciais na
superficie carregada, no plano de Stern e a uma distancia x da superficie carregada;
€ é o potencial zeta e k é a constante de Boltzmann.
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Um modelo para explicar este fenébmeno foi proposto por Gouy e Chapman, e
complementado por Stern. Seu modelo considera dois pontos: (i) na dupla camada
elétrica, as cargas opostas estdo separadas por uma distancia igual ao raio de um
ion hidratado (Plano de Stern) e; (ii) na regido difusa, o potencial é tratado em
funcdo da distancia da superficie carregada (Figura 11). Este modelo contempla a
possibilidade de ocorrer adsorcao idnica especifica, ou seja, promovem a ligacao de
contra-ions e co-ions desidratados na superficie carregada (regido do plano de
Stern). Desta forma pode-se considerar o modelo de Stern essencial para
compreensao de fendbmenos e observagdes experimentais que englobam a
estabilidade e a mobilidade de sistemas coloidais com particulas carregadas.® %9

Segundo o modelo, o potencial da superficie carregada (¥,) decresce
linearmente até o plano de Stern (W¥s, potencial de Stern) e na camada difusa o
potencial decresce exponencialmente a medida que se afasta da superficie,

seguindo a descrigdo feita por Gouy-Chapman (Egs. 6 e 7).5% %

v=y,e " (6)

2 1/2
_| 8zn,(ze)

ekT

k (7)

onde, d é a distancia em relagao a superficie carregada; = é a constante circular; no
€ a concentragao da espécie ibnica em solugcao; e € a carga do elétron; z € a
valéncia do ion; € é a permissividade relativa do solvente; k € a constante de
Boltzmann e T é a temperatura absoluta.

Stern considerou que todas as regides do seu modelo poderiam ser ocupadas
por ions, e entado dividiu a area da superficie da placa até o interior da solugao em
sitios ocupaveis. Também assumiu que a fracdo dos sitios ocupados por ions em
cada regiao poderia ser relacionada com a equagao de Boltzmann. Assim, a relagéo
entre 0 numero de sitios ocupados e livres € dada por 04/(0,-0s). O numero de sitios
ocupados na superficie € dada por 0, = zeS,, onde S, indica 0 numero de sitios
ocupaveis na superficie. Para uma solucédo diluida, a relagdo entre sitios livres e

sitios ocupados depende da fracdo molar do soluto (Ns), de acordo com a Eq. 8.%°
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onde, os € o, sdo respectivamente, o numero de sitios ocupados e livres; z é a
valencia do ion; ¥s é o potencial elétrico no plano de Stern; e € a carga do elétron; k
€ a constante de Boltzmann e T € a temperatura absoluta.

Em solugcbdes micelares diluidas, esta equacido pode correlaciona o potencial
da interface com a fragdo de contra-ions ligados a micela. O termo ¢ representa o
potencial de adsor¢ao especifica, o qual inclui todos os fatores que ndo séo de

carater eletrostatico, tais como o efeito do tamanho do ion hidratado e solvatagao da
esfera externa. O termo zeys; é de natureza puramente eletrostatica, sendo
dependente somente da carga do contra-ion e do potencial da superficie micela.
Assim, se o componente s determina o potencial no limite entre a camada

compacta e difusa, e ¢ equivale a um potencial quimico adicional, entdo a densidade

de carga na camada compacta pode ser relacionada através de o5 / 0, *°
1.3.1.5. Efeito da Ligacdo de ions em Micelas Zwiteridnicas

Micelas de surfactantes catidnicos ou anidénicos adquirem naturalmente uma
carga superficial, em decorréncia dos grupos polares de sua estrutura, o que resulta
num potencial de superficie na regido da interface micelar. Ja, micelas zwiteribnicas
em solugdo aquosa nao apresentam carga liquida formal, embora possuam grupos
positivamente e negativamente carregados na mesma molécula, nenhum potencial
elétrico pode ser detectado fora da superficie micelar. Entretanto, quando estas
estdo na presenga de ions, surge entdo um potencial ndo nulo devido ao equilibrio
de particdo dos ions entre a interface micelar e a aquosa.” %8 %

O efeito de atracdo dos ions para a superficie das micelas foi inicialmente
explicado em decorréncia dos agregados esféricos zwiteribnicos apresentarem um
momento dipolar, produzido pela maior proximidade entre grupos catidbnicos (mais
internos) em relagdo aos grupos anidnicos da superficie. Esta maior proximidade
dos grupos internos, gera uma densidade de carga maior que a produzida pelos
grupos externos, deixando a micela com caracteristicas iniciais de surfactantes

catidnicos.’* 9% 100



46

Assim, na tentativa de explicar as interacbes e as trocas dos ions na
superficie zwiteridnica, Politi e colaboradores desenvolveram um modelo de esferas
concéntricas, baseando-se em experimentos de espalhamento de luz e no modelo
do condensador esférico. A representacao da micela encontra-se dividida em trés
partes distintas: (i) o centro da micela de raio Ra, composto pelas cadeias
hidrofdbicas e impenetravel para ions e moléculas de agua, (ii) a regido dipolar de
espessura S, localizada entre Ra e Rg e (iii) a regido externa da micela, localizada

numa regido de raio maior que Rg (Figura 12).”> %

Figura 12. Modelo das esferas concéntricas para surfactantes dipolares idnicos.”

Para este modelo, a incorporagdo de ions se da na regido entre as cargas
positiva e negativa da micela devido a grande diferenga de potencial elétrico
presente. Este efeito €& simplesmente eletrostatico e esta fundamentado na
linearizagdo de Debye-Huckel para a equagdo de Poisson-Boltzmann (Eq. 9),

considerando-se as devidas condi¢gdes de fronteira.

vip=-F£ iZzn0 exp(ZF—\PJ (9)
EoE &€ RT

onde, ¥ é o potencial elétrico; p € a densidade de carga; € e & correspondem a

permissividade relativa do solvente e no vacuo, respectivamente; F é a constante de
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Faraday; n, € a concentracdo da espécie ibnica em solugdo; R é a constante dos
gases; e T a temperatura absoluta.

Apesar da simplicidade, o modelo descreve bem as interagdes entre os ions e
a micela, mas falha em descrever a especificidade de diferentes cations e anions de
mesma carga, sugerindo que todos os ions de mesma carga se comportam da
mesma maneira. Além disso, o modelo ignora a estrutura local da agua, as
variagbes constantes de forma e massa, e as mudangas conformacionais das
cadeias dos hidrocarbonetos, o que simplifica muito a natureza dindmica das
micelas.%' 101, 102

Entretanto, a incorporacdo de anions na pseudofase micelar nao ocorre
unicamente por efeitos eletrostaticos. Franz Hofmeister estudou a solubilidade de
compostos organicos apolares em proteinas na presenca de diferentes sais. Ele
observou que sais com diferentes anions aumentam a solubilidade dos compostos
organicos, na seguinte ordem CIO4,> SCN™> I'> NO3™> Br> CI> CH;COO™> HCOO™>
F> OH> HPO,*> SO4*. Pelo seu trabalho pioneiro nesta area, esta sequéncia de
anions ficou conhecida como série de Hofmeister. O mecanismo da série de
Hofmeister ainda ndo é bem esclarecido, mas esta relacionado com a propriedade
especifica dos anions de romper e formar ligagdes de hidrogénio.'®

Outra teoria sugere que fatores especificos para cada ion como a
polarizabilidade e a hidratagcdo, sdo componentes chaves para a compreensao da
ordem de ligacdo deles sobre as superficies carregadas, o qual contribuem
decisivamente para a série de Hofmeister.' Ou seja, ions pontuais sdo pouco
polarizaveis e muito hidratados, enquanto que ions volumosos conseguem dispersar
bem a carga, tornando-se pouco hidratados e assim com maior facilidade para se
transferir da pseudofase aquosa para a micelar.

Di Profio e colaboradores observaram esta especificidade de anions pela
interface micelar, quando estudaram o efeito do ion perclorato (ClO4’) na reagdo Sn2
do ion brometo (Br) sobre o metil naftaleno-2-sulfonato (MeONs) na presenca de
diferente sulfobetainas. Observaram que a reagao do MeONs com Br™ é fortemente
inibida na presencga de CIOy4, indicando que o ion perclorato se liga mais fortemente
a micela que o ion brometo, o que evidencia uma ligagédo especifica dependente da
afinidade de cada ion pela superficie micelar.8* 1%

Outro exemplo é o estudo realizado por Okada e colaboradores através de

experimentos de cromatografia, potenciometria e eletroforese capilar. Eles
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observaram que anions se ligam a superficie das micelas zwiteribnicas de
sulfobetainas (SB3-12) de forma diferenciada, na ordem CIOs> SCN™> I'> Br> CI', o
que é consistente com a série de Hofmeister. Estes experimentos evidenciam que, a
ligacado de anions em micelas zwiteridbnicas ndo ocorrem exclusivamente por atragao
eletrostatica, ja que ions de mesma carga mostram comportamentos diferentes,
sugerindo assim que a natureza dos ions deve ser levada em conta para explicar a
incorporagao dos ions na superficie micelar.%® 11102

A concentragcdo de anions sobre micelas de sulfobetainas também varia com
o aumento da cadeia apolar. Na Figura 13A, observa-se uma diminuicdo do
potencial zeta em funcdo do aumento da concentragdao de iodeto de potassio em
solucao. A incorporacao de iodeto ocorre até a saturagao da pseudofase micelar, e €
maior em sulfobetainas com caudas apolares mais longas, na ordem N-hexadecil
(SB3-16) > N-tetradecil (SB3-14) > N-dodecil (SB3-12) > N-decil-N,N-dimetilaménio-
1-propanosulfonato (SB3-10). Estas s&do consistentes com estudos cinéticos da
reacao de substituicdo nucleofilica do iodeto sobre o MeONs, conforme mostra a
Figura 13B."%
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Figura 13. (A) Efeito dos ions iodeto no potencial zeta, em presenca de micelas
com 0.05 M SB3-10 (O), SB3-12 (®), SB3-14 (V) e SB3-16 (A), a 25.0 °C e pH 9.0;
(B) Efeito sobre kons em funcédo da [KI] para a reacdo do I' e MeONs em H,O (m),

0.05 M SB3-10 (0), SB3-12 (®), SB3-14 (V) e SB3-16 (A), &4 25.0 °C, 0.01 M de
tampao borato, pH 9,0."%
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Além disso, perfis de constante de velocidade em funcédo da concentragao de
surfactante para uma variedade de reagdes bimoleculares, exibem caracteristicas
que dependem da carga e da hidrofobicidade do substrato, da carga do grupo de
cabeca, do tamanho da cadeia do surfactante e da concentracéo e tipo do contra-
ion.®

Outro ponto importante na incorporacdo de ions em micelas esta relacionada
com a polaridade do solvente. Em solventes proticos, um ion pequeno esta mais
solvatado que um ion mais volumoso e isto esta relacionado a maior interagdo ion-
dipolo e, a pontes de hidrogénio entre ion e solvente. Desta forma, ions muito
solvatados possuem sua reatividade bastante reduzida, com é o caso do ion
hidroxido na seguinte ordem de solvatagdao em agua: OH", F >> CI' > Br > I'~ SCN’
> ClO4, ordem que é consistente com os resultados obtidos por Hofmeister. No
entanto, em solventes como DMSO, DMF e acetonitrila, as esferas de solvatagao
entorno dos anions ocorrem em uma extensdo muito menor do que em agua, pois
nesse caso nao existem interacbes por pontes de hidrogénio, mas somente
interagbes do tipo dipolo-dipolo. Tal fato faz com que os anions sejam menos
solvatados e possuam uma nucleofilicidade elevada.'®

Assim, a elucidagao da origem da seletividade na particdo de anions entre a
fase aquosa e micelar € uma tarefa importante da fisico-quimica de superficie e
areas afins. Muitos sédo os estudos e métodos usados na investigagao da particéo de
ions. Dentre os estudos, dois modelos foram propostos por Okada e colaboradores
para explicar a interacdo entre ions e micelas: o modelo de particdo de ions e o
modelo de formacdo de par ibnico, ambos também derivados da teoria de Poisson-
Boltzman. O modelo do par ibnico ajustou bem os resultados para ions volumosos e
pouco hidratados e o modelo de particdo adequou-se melhor para anions muito
hidratados e pouco volumosos.?® '°" %2 Oy seja, nenhum dos modelos propostos é
aplicavel para todos os ions, demonstrando uma clara necessidade de mais estudos

nesta area, principalmente para determinar uma teoria mais completa.
1.3.2. CATALISE MICELAR
A catalise micelar € observada quando uma reagao apresenta uma maior

reatividade na presencga de surfactantes da apresentada pelos reagentes em agua

pura. Desta forma, a catalise de uma reacdo em meio micelar depende da
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distribuicdo dos reagentes entre a pseudofase aquosa e micelar, como também da

diferenca de reatividade nestas pseudofases.’”” Assim, reagdes catalisadas por

agregados micelares tem sido utilizadas para modelar intera¢gdes hidrofobicas e

eletrostaticas de sistemas bioldgicos, principalmente as que envolvem reacgdes

enzimaticas e efeitos de membranas. Isto porque o sistema micelar € muito mais
simples que o biolégico e ainda apresenta propriedades de associacdo muito

parecidas com a bicamada lipidica das membranas, faciltando o estudo e a

avaliagdo das interagdes entre o substrato e o meio micelar.””

Dentre os fatores que podem modificar a estereoquimica e a velocidade de
uma reacdo quimica, pode-se citar:> "’

(i) a mudanga de reatividade do substrato quando se transfere da
pseudofase aquosa para o interior da micela e das interacdes
eletrostaticas da superficie do agregado e o estado de transicédo (E.T.) da
reacao;

(i) o aumento da concentragcdo dos reagentes na pseudofase micelar. Esta
contribuicdo € determinada pelo equilibrio entre as interagdes ibnicas e
hidrofébicas dos reagentes com a micela e o meio aquoso e pela

capacidade da superficie em atrair contra-ions e repelir co-ions.

Assim, o aumento da velocidade de uma reagao bimolecular depende da
quantidade de contra-ions ligados a pseudofase micelar. Como por exemplo,
micelas catibnicas que aumentam a velocidade de reagdes entre substratos neutros
e anions reativos, devido ao aumento da concentragdo deles na superficie.
Entretanto, estas mesmas reagdes nédo apresentam efeitos cataliticos em meio
micelar neutro (ndo carregado) e sao fortemente inibidas em agregados anibnicos,
por expulsar os anions da superficie € manté-los em sua maioria no meio aquoso.
Da mesma maneira, o equilibrio acido/base de substratos incorporados em micelas
€ deslocado para a espécie protonada quando na presencga de micelas aniénicas,
para a espécie desprotonada em micelas catidnicas, e praticamente nao é alterado
em micelas néo idnicas.’® " 8 100

Muitos métodos e teorias surgiram para quantificar cineticamente os efeitos
observados em reagdes bimoleculares em meio micelar, considerando que a

constante de velocidade global recebe contribuicbes das reagbes em agua e na
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superficie da micela. Dentre os métodos e teorias, alguns modelos foram

desenvolvidos e aprimorados e serdo apresentados na sequéncia.
1.3.2.1. Modelos para Reagoes Bimoleculares em Meio Micelar

Na tentativa de explicar as reagdes bimoleculares entre nucledfilos (N) e
substratos (S) em meio micelar, varios modelos e teorias foram elaborados para
interpretar o comportamento cinético. Alguns dos modelos de maior impacto sao
aqueles de: Berenzin e col.'®, Katzhedler'®, Quina e Chaimovich'®, Menger e
Portnoy'"", Romsted''?, Nome'® "¢ Bunton e col.® " " Funassaki'’ e
Tonellato'*®. Dentre os modelos citados, todos falham em algum aspecto quando
testados em uma larga faixa de condigbes experimentais. No entanto, os modelos de
pseudofase e pseudofase com troca ibnica (PIE) sdo mais aceitos e utilizado para
simular reacdes bimoleculares e ion-molécula em presencga de surfactantes.”

O modelo de pseudofase e troca idnica (PIE) considera que os reagentes
estdo distribuidos entre as pseudofases aquosa e micelar (Esquema 14), e que a

constante de velocidade da reagcdo € a soma das contribuicbes das reacbes em

cada pseudofase (Eq. 10).7% &
Sw = = Sm
Pseudofase " " Pseudofase
Aquosa Nw ~ Nm Micelar
-
Produtos Produtos

Esquema 14%

v =k;' [S],IN],, +k3[S],[NI,, (10)
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onde, m e w indicam respectivamente as pseudofases micelar e aquosa, k2" e k"
as constantes de velocidade de segunda ordem em cada pseudofase (M™.s™), e [S]
e [N] as concentragdes do substrato e do nucledfilo (moI.L'1).

O equilibrio entre a distribuigdo do substrato da pseudofase aquosa (Sy) para
a micelar (Sy), depende de interagcbes couldmbicas e hidrofébicas e € geralmente

descrita por uma constante de associacao (Ks), conforme Equagao 11.

S
¢ = —[ m] (11)
[S,1D,]
Combinando as Egs. 10 e 11, e integrando em relagdo ao substrato, obtém-

se a Eq. 12:

K"[N 1+k"K.N_[D
kobs — 2 [ w] 2 S m[ n] (12)
1+ K([D,]
onde, [D,] é a concentragao de surfactante micelizado, ou seja, a concentragéo total
de surfactante menos a concentragdo micelar critica (CMC), N, é a concentragéo
molar local do reagente nucleofilico localizado na pseudofase micelar, sendo que a

expressao para corregao da concentragao do mesmo € descrita pela Eq. 13.

N, = —[N ) (13)

[D,V,,

Nesta equagao Vi, é volume da interface micelar e [D,]Vm € a fragcdo do volume
micelar na qual a reagao ocorre. As Equagodes 12 e 13 relatam bem o principio do
modelo de pseudofase, pois consideram que a variagdo da velocidade de uma
reacdo depende da concentragdo local dos reagentes (N) e ndao da sua
concentragcao estequiométrica.

Porém este modelo falha ao descrever o efeito de ions muito hidrofébicos ou
hidrofilicos como hidroxido e fluoreto, e teve que sofrer adaptacdes para permitir a
avaliacdo dos efeitos da pseudofase na velocidade das reagdes dos mesmos.
Entretanto, em muitos casos, o modelo serve para descrever o comportamento das

micelas em solugdes que apresentam agentes tamponantes, substratos neutros,
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nucledfilos com diferentes cargas e diferentes concentragcbes de ions e

mondmeros.”’® O modelo assume que a pseudofase micelar é um trocador seletivo
de ions, cuja constante de troca ibnica (K} ) € dada pela Equagao 14, e que a fracao

da superficie ocupada pelos contra-ions (inertes ou reativos) é sempre constante e

descrita pela Equagéo 15.%% '"°

o IN,IX, ]

" TINLIX, ] (14)
6= [N, 1+[X,] (15)
[D,]

onde, N representa os contra-ions reativos, X é os contra-ions inertes, [D,] é a
concentracdo de surfactante micelizado e Bé a fragcdo da pseudofase micelar
ocupada por contra-ions, e pode ser encontrada na equacgao que descreve o grau de
ionizagao micelar (o =1 - B).

Embora este modelo tenha sido adaptado para diversos resultados
experimentais, ainda apresenta algumas limitagdes, principalmente pelas suposicoes
de que (i) o grau de ionizagdo é sempre constante sob todas as condigdes; que (ii)
as ligagdes dos contra-ions com a superficie da micela sdo puramente interagdes
eletrostaticas e; que (iii) as variagdes no numero de agregagao, no tamanho e na
forma da micela ndo sdo muito importantes.®® '°
Neste sentido, foi desenvolvido o modelo PBE, baseado na resolugcao da

equacdo de Poisson-Boltzman,® 1%

que contempla a variacdo da estrutura
tridimensional da micela, sendo que o efeito na velocidade de uma reagao em meio
micelar vai depender do numero de agregagao, do raio e da forma da micela.

Esta teoria descreve o comportamento da superficie de uma micela i6nica e a
distribuicdo dos contra-ions sobre ela utilizando o modelo de Stern para superficies
carregadas. Assim, a distribuicdo e concentracédo de ions na regido correspondente
a camada de Stern (Figura 11), sera calculada através da isoterma de Langmuir. E
para a regido da dupla camada elétrica ou camada difusa (Figura 11), a distribuigao
e concentracdo de ions sera determinada resolvendo-se a equacgao de Poisson-

Boltzman (Eq. 9) para descrever uma melhor simetria e interagdes entre os ions.
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Desta forma, este método determina a variagao exponencial da concentragao
dos ions a partir da camada de Stern, e parece ser melhor para o ajuste de dados de
reacdes em solucdo contendo ions mono e bivalentes, como também para reacdes
na presenca de co-ions.'”’

Um terceiro método, que nado restringe o grau de ionizagdo micelar (a),
considera que todos os ions, reativos ou inertes, se ligam a pseudofase micelar.
Para este método, as interagcbes ion-micela sao descritas através de isotermas de

Langmuir, conforme exemplificado pela Eq. 16."’

_ (16)
T IX, D, 1-20X,))
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Nesta tese de doutorado ha dois objetivos gerais:
1) Estudar o mecanismo da reagao de transferéncia do grupo fosforila do diéster
2,4-dinitrofenil etil fosfato (2,4DNFEF) para nucledfilos que possuem efeito alfa; e
2) Avaliar o efeito de ions no comportamento de surfactantes zwiteribnicos

derivados de sulfobetainas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em relacdo ao estudo do mecanismo da reacdo entre 2,4-dinitrofenil etil

fosfato (2,4DNFEF) com a-nucledfilos, destaca-se:

i. a sintese e caracterizagao do 2,4-dinitrofenil etil fosfato de litio (2,4DNFEF);

ii. o estudo por espectroscopia de UV/Vis da reacédo entre o 2,4DNFEF e a
hidroxilamina, em diferentes pHs, forca ibnicas e concentragdes de NH,OH,;

fi. o estudo por espectroscopia de UV/Vis da reagao entre o 2,4DNFEF e outros
nucledfilos alfa, com a finalidade de comparar as reatividades;

iv. a identificagcao de produtos e intermediarios da reacéao, utilizando técnicas de
espectroscopia de UV/Vis, ressonéncia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (CG/EM).

V. a aplicagao de conceitos como carga efetiva e correlagdes lineares de energia

livre, com o intuito de esclarecer a estrutura do estado de transicéo;

Em relacdo ao estudo da incorporacao de ions em micelas zwiteribnicas de

sulfobetainas, destaca-se:

I as sinteses e caracterizagdes do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD) e 4-

carboxi-1-n-dodecilpiridinium (CDP);
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fii.

iv.

Vi.
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a determinacdo da afinidade de anions pela superficie de micelas da
sulfobetaina (SB3-14) através da técnica de eletroforese capilar;

a verificagdo do efeito da concentragdo dos ions no numero de agregacéo de
micelas de SB3-14, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia;

o estudo cinético do efeito dos anions e cations na reacado de hidroélise acida
do HPD em meio micelar;

a verificacdo da variagdao do pH na superficie de micelas de SB3-14 na
presenca de eletrdlitos;

a busca e aplicagao de relacbes matematicas que ajustem os dados obtidos,

bem como auxiliem nas explicagdes dos efeitos observados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. EQUIPAMENTOS E PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

Os espectros de UV/Vis e as medidas cinéticas foram obtidas em
espectrofotdometros HP8453 com arranjo de diodo e Cary50 do tipo varredura. O
primeiro equipamento possui ldmpadas de deutério e tungsténio e € utilizado para
acompanhar cinéticas rapidas e o segundo, possui lampada de arco de xenbnio que
permite acompanhar cinéticas mais lentas, pois a incandescéncia da lampada
permanece constante em funcdo do tempo. Ambos os equipamentos foram
acoplados a banhos termostaticos Microquimica, modelo MQBTC99-20, e a
microcomputadores, contendo os respectivos sistemas de aquisicdo e tratamento de
dados, HP ChemStation versdao A.02.05 e Cary WinUV 3.00. Para a obtencédo dos
espectros de UV/Vis, foram utilizadas celas de quartzo com 1,0 cm de caminho ético
e capacidade para 3,0 mL de solucéo.

As medidas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas em
um espectrometro Varian modelo Mercury Plus 400 MHz, operando com detector de
'H (400 MHz) e *P (162 MHz), e tratadas com o software MestRe-C 2.3C
(Departamento de Quimica Organica - USC, 2000). Foram utilizados tetrametilsilano
(TMS, Cambridge Isotope Laboratories, 99,9 %) e tetradeutero-3-
(trimetilsilil)propionato de sodio (TMSP, Cambridge Isotope Laboratories, 98 %)
como referéncia interna para as andlises de 'H RMN em solvente organico e
aquoso, respectivamente. Para as andlises de *P RMN, foi utilizado
hidrogenofosfato de sédio (NaH2PO4, Merck, 99,9 %) como referéncia externa (6=0
ppm), e posteriormente os deslocamentos quimicos foram corrigidos (+0,9 ppm)122
para fazer alusédo ao acido fosférico 85 %.

Os cromatogramas e fragmentogramas foram obtidos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). Foi utilizado um
cromatografo Shimadzu, modelo CG-17A, equipado com uma coluna DB-5 (Agilent)
de 30 metros de comprimento, interfaciado a uma estagao de trabalho com sistema
de aquisigao e tratamento de dados GCMSsolution versédo 1.20 (LabSolution, 2004).

O sistema é equipado com um detector de massa quadrupolo (Shimadzu), modelo
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QP5050A, cuja fonte de ions de 70 eV, opera em modo de impacto de eletros (El). O
cromatégrafo gasoso foi programado com um fluxo constante de gas de arraste (He)
em 1,0 mL/min., sendo que 2,5 % deste fluxo €& direcionado para a coluna e o
restante purgado do sistema (razdo de split de 40/1). As temperaturas do injetor e da
interface foram mantidas em 280 e 300 °C, respectivamente. A temperatura do forno
iniciou em 80 °C por 5 min., e em seguida, foi elevada numa taxa constante de 10
°C/min. até atingir 300 °C, a qual foi mantida por mais 5 min. Ja o espectrdbmetro de
massas (EM), foi programado para scanear fragmentos com carga positiva e massa
entre 20 e 600 m/z.

As medidas de mobilidade eletroforética foram obtidas através de um sistema
de eletroforese capilar, Agilent Technologies HP*°CE, operando com detector de
arranjo de diodo e temperatura de 25 °C. O potencial elétrico aplicado foi de 30 kV e
as medidas realizadas numa coluna capilar de silica fundida (Polymicro
Technologies) de 50 um de diametro interno e 60,0 cm de comprimento, cujo ponto
de deteccao esta a 51,5 cm do inicio da coluna. O aparelho € interfaciado a uma
estacdo de trabalho com sistema de aquisicdo e tratamento de dados HP
Chemstation.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectroéfluorimetro
Varian, modelo Cary Eclipse, operando com |ampada de xendnio e detector de 80
pontos por segundo. Também esta conectado a um sistema de aquisicédo e
tratamento de dados Cary Eclipse versao 1.1(132) (Varian, 2002). Para a obtencéo
dos espectros, foram utilizadas celas de caminho 6tico de 1,0 cm e 3,0 mL de
capacidade.

As medidas potenciométricas e de pH foram obtidas em um potencidmetro
digital Metrohm, modelo 713, calibrado a temperatura ambiente com solugdes
padrées pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). Regressdes lineares e nao-lineares
foram realizadas com o programa ORIGIN versao 7.5 (OriginLab, 2003) utilizando o
método de minimo-quadrados e o algoritmo de Levenberg-Marquardt para encontrar

0 minimo da soma dos quadrados.
3.2. REAGENTES

Os substratos: 2,4-dinitrofenil etil fosfato (2,4DNFEF), 2-(p-heptoxifenil)-1,3-

dioxolano (HFD) e o sal: tolueno sulfonato de sodio (NaCsH;SO3), utilizados nos
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experimentos cinéticos, como o 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinium (CDP) utilizado nos
experimentos fluorimétricos, foram preparados conforme descrito a seguir na secéo
3.3.

Os nucledfilos NH,OH (Sigma-Aldrich, 99%), MeNHOH (Acros, 98%),
Me;,NOH (Aldrich, 99%), NH,OMe (Fluka, 298%), NH2NH, (Aldrich, 98%) na forma
de cloridratos, e o H,0, (Vetec, 30%) foram utilizados sem tratamento prévio. A agua
deuterada (D20, 99,9%) foi adquirida da Cambridge Isotope Laboratories, o NaOD
(Sigma, 299%) e o DCI (Aldrich, 37%) foram utilizados como recebidos.

As sulfobetainas SB3-10, SB3-12 e SB3-14 procedentes da Sigma foram
utilizadas sem tratamento prévio. Os sais de NaF (Merck, 99%); NaOH (Vetec, 85%);
NaC,H30; (Riedel-deHaén, 98%); NaCl (Vetec, 99,5%); NaBr (Vetec, 99%); NaNOs3
(Vetec, 99%); Nal (Vetec, 99%); NaBF4 (Acros, 98%); NaSCN (Vetec, 98%); NaClO4
(Riedel-deHaén, 99,5%); NaPFes (Aldrich, 98%) e KCI (Vetec, 99%) foram
desidratados sob baixa pressdo em forno de aquecimento e armazenados em
desecador a vacuo, contendo silica gel previamente ativada.

A determinacdo das concentragdes das solugcbes preparadas com Hy0O,,
NaOH, HCI (F. Maia, 37%), HCIO4 (Aldrich, 70%), HBr (Riedel-deHaén, 48%), e
HNO3; (Merck, 65%) foram obtidas por titulagdes, seguindo metodologia descrita na
literatura.'®> '?* Os demais reagentes, solventes e sais eram de qualidade P.A.,

foram adquiridos comercialmente e purificados quando necessario.

3.3. PREPARAGAO DOS SUBSTRATOS E DEMAIS COMPOSTOS

3.3.1. SINTESE DO 2,4-DINITROFENIL ETIL FOSFATO (2,4DNFEF)

i !
OH —0_~ —0-
ON (EtO)2POCI 0" "0 O O Lt
(Et)sN, Benzeno  o.N K LiBr, Acetona N K
refluxo, 14h. refluxo, 3h.
NO,
NO, NO,

Esquema 15
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O 2,4DNFEF foi preparado de acordo com procedimentos descritos na

literatura 2126

(Esquema 15). Inicialmente, 3,68 g (20,0 mmol) de 2,4-dinitrofenol
(Aldrich, 97%), 3,07 mL (22,0 mmol) de trietilamina (Vetec, 99%) e 75,0 mL de
benzeno (Aldrich, 99,8%), previamente secos, foram adicionados em um baldo de
fundo redondo de 250 mL e a mistura foi resfriada com banho de gelo e deixada sob
agitacdo em ambiente inerte (argénio). Na sequéncia, uma solucao de 2,91 mL (20,0
mmol) de clorofosfato de dietila (Acros, 95%) em 25,0 mL de benzeno foi adicionada
gota a gota sobre a mistura reacional, em 15 min. Entdo, a mistura reacional foi
aquecida lentamente e deixada reagir sob refluxo por 14 horas, quando foi filtrada a
vacuo para separar o cloreto de trimetilamonio precipitado. A solugao foi entdo
resfriada a temperatura ambiente e lavada cinco vezes com 100 mL de agua
destilada. A fase orgéanica foi seca com sulfato de magnésio (BHD, 70%) e o
benzeno removido em evaporador rotatério, sob pressao reduzida e temperatura
baixa, obtendo-se 3,49 g (10,95 mmol, 54,75%) de 2,4-dinitrofenil dietil fosfato
(2,4DNFDEF) na forma de um 6leo amarelado. No mesmo bal&o, foi adicionada uma
solugdo contendo 1,22 g (14,0 mmol) de brometo de litio seco (Aldrich, >99%) e 200
mL de acetona seca (CRQ, 99,5%). Apds refluxar por 3 horas, a mistura foi deixada
em repouso por 12 horas, a temperatura ambiente (25 °C). Entdo, um precipitado
amarelo foi coletado, lavado 3 vezes com éter etilico seco (Vetec, 99,5%) e
recristalizado em metanol (Vetec, 99,8%)/éter, obtendo-se 1,92 g (6,40 mmol, 32%)
de um sdlido amarelo. A analise do sal de litio foi consistente com o produto puro: pf
112-118 °C; *'P NMR (162 MHz, D,0, referéncia HsPO4 85%) & -4,16 ppm; 'H NMR
(400 MHz, D0, referéncia TMSP - Apéndice A) 6 1,30 (t, 3H, J=7,15 Hz), & 4,10
(quint, 2H, J=7,15 Hz), & 7,75 (d, 1H, J32=9,20 Hz), 5 8,55 (d/d, 1H, J>3=9,20 Hz e
J21=3,06 Hz), 8,89 (d, 1H, J12=3,06 Hz).

3.3.2. SINTESE DO 2-(p-HEPTOXIFENIL)-1,3-DIOXOLANO (HFD)

O HFD foi sintetizado em duas etapas. Na primeira, o éter foi sintetizado

segundo o método de Salmoria e colaboradores,'?’ com algumas modificacdes e na

128

segunda etapa, segundo o método de Fife e Jao <" (Esquema 16).
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H 0 H. 0O H o__0
5 1) HO >

NN N Ac. 4-toluenosulfénico

K,CO, , 2-Butanona tolueno, refluxo, 5 h.

refluxo, 14h. 2) KOH (1M)

(ON
CsH1s O\C7H15
Esquema 16

Inicialmente, 7,6 mL (48,15 mmol) de 1-bromoheptano (Merck, 98%), 5,0 g
(40,12 mmol) de 4-hidroxibenzaldeido (Atémica, 98%), 11,2 g (80,24 mmol) de
carbonato de potassio (Vetec, 99%), e 30,0 mL de 2-butanona (Vetec, 99%) foram
adicionados num baldo de fundo redondo de 250 mL e deixados reagir sob refluxo
por 14 horas. Entdo, a mistura foi filtrada a quente para retirar o carbonato de
potassio, e o solvente do sobrenadante foi removido utilizando um evaporador
rotatério. Na sequéncia, 8,74 mL do 6leo obtido nesta etapa, 3 mL (53,65 mmol) de
etilenoglicol (Vetec, 99,5%), 60 mL de tolueno (Aldrich, 99,99%) e uma ponta de
espatula de acido 4-toluenosulfénico (Vetec, 90%), foram adicionados em um bal&o
de fundo redondo de 250 mL e deixados reagir sob refluxo por 5 horas. A agua
produzida durante esta reagao foi removida por um coletor de Dean-Stark. Ao final, a
mistura foi lavada com 70 mL de uma solug&o 1,0 M de hidroxido de potassio (Vetec,
85%) em um funil de separagdo de 250 mL. Durante este procedimento houve a
formacdo de emulsdo, rapidamente quebrada com a adicdo de 10 mL de hexano
(Vetec, 95%). A fase organica foi coletada, seca com sulfato de sédio anidro (Vetec,
99%), filtrada e o solvente removido em evaporador rotatorio. O dleo resultante foi
destilado sob pressao reduzida e o produto, na forma de um 6leo amarelo pardo, foi
coletado a 180 °C (rendimento: 52,61%): '"H NMR (400 MHz, CDCls, referéncia TMS
- Apéndice B) 5 0,89 (t, 3H, J=6,8 Hz), 5 1,30 (s-largo, 8H), & 3,95 (t, 2H, J=6,70
Hz), § 4,06 (m, 4H)'%°, § 5,74 (s, 1H), § 6,89 (d, 2H, J=8,90 Hz), 5 7,38 (d, 2H, J=8,90
Hz). CG/EM (Programado com rampa de aquecimento de 100 °C por 5 min., 10
°C/min. até 290 °C e mantido por 5 min., detector no modo scan entre 29 m/z e 350
m/z). Cromatograma obtido com sinal unico em tg=19,9 min., e fragmentograma
obtido (Apéndice C) com m/z 263,15 (M-1) 100%, m/z 264,15 (M) 39,11%, m/z
265,15 (M+1) 5,77%, m/z 266,15 (M+2) 0,65%.
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3.3.3. SINTESE DO 4-CARBOXI-1-n-DODECILPIRIDINIO (CDP)

o) — acetonitrila @
fl
SO A e B (RO o0
11 ias EtO

Q —\@ (R-NH;*) OH @
© 3 P, i
. N Br _ >—<\:/\ '+ (R-NH5") Br + CH3CH,OH

1 CH3CH,0H

Esquema 17

O 4-Carboxi-1-n-dodecilpiridinio foi sintetizado por Daniel W. Tondo™® com

adaptacdes ao método descrito por Amrhar e colaboradores'®
Inicialmente, 12,0 mL (77,10 mmol) de isonicotinato de etila (Aldrich, 98%), 25,0 mL
(98,17 mmol) de brometo de n-dodecila (Aldrich, 97%), e 250 mL de acetonitrila

(Vetec, 99,8%) foram adicionados num baldo de fundo redondo de 500 mL e

(Esquema 17).

deixados reagir sob refluxo e atmosfera de argbénio por 7 horas. O solvente foi
removido em evaporador rotatorio, obtendo-se um solido amarelo resinoso. Na
sequéncia, 18,47 g do produto foram solubilizados em 250 mL de etanol e
adicionados, sob agitagdo magnética, a 68,0 g de resina de troca iGnica previamente
ativada com NaOH (6,0 M, Vetec, 85%). Em seguida, filtrou-se a solugdo em funil
sinterizado, onde a resina de troca iénica ficou retida e a solucao etandlica resultante
foi concentrado no evaporador rotatério. O produto obtido é recristalizado em agua
quente, lavado com acetona (CRQ, 99,5%) e éter etilico (Vetec, 99,5%), resultando
em 10,80 g de um sdlido branco (rendimento: 48,07%): pf = 191,8-192,2 °C. "H NMR
(400 MHz, CDCls, referéncia TMS) 5 0,88 (t, 3H), & 1,25 (m, 16H), 6 1,36 (m, 2H,), 6
2,04 (m, 2H), 5 4,64 (t, 2H), 6 8,42 (d, 2H), 6 8,61 (d, 2H).

3.3.4. SINTESE DO TOLUENOSULFONATO DE SODIO

HsC H3C
Q 0 NaOH Q 0
3 S
O/ﬁ\OH Acetona o010 Na

0] (@)

Esquema 18
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O 4-toluenosulfonato de soédio foi sintetizado por Daniel W. Tondo'™?,

conforme Esquema 18. Inicialmente, uma solugdo aquosa contendo 8,0 g (38,26
mmol) de acido 4-toluenosulfénico (Vetec, 90%) foi preparada num copo de becker
de 250 mL. A solugéo foi refrigerada em banho de gelo e, sob agitacdo magnética,
foram adicionados, gota a gota, uma solugdo contendo 1,35 g (28,70 mmol) de
hidréxido de sédio (Vetec, 85%). Apds a neutralizagédo o solvente foi removido a
pressao reduzida em evaporador rotatério. O sélido resultante foi lavado varias
vezes com acetona (CRQ, 99,5%) para retirar o excesso de acido e seco em forno
de aquecimento sob vacuo, obtendo-se 5,26 g (rendimento: 87,2%) de um sélido

branco cristalino.

3.4. IDENTIFICAGAO DE INTERMEDIARIOS

3.4.1. IDENTIFICAGAO DE HIDRAZINA

3C N_NH2
\ /
H5C H

Hidrazina 4-(N,N-dimetilamino)benzaldeido Hidrazona

Esquema 19

A presenga de hidrazina em solugdo foi identificada seguindo o método
espectrofotométrico descrito por Watt e Chrisp,’? o qual detecta a hidrazona do 4-
(N,N-dimetilamino) benzaldeido formada na reacdo da hidrazina com 4-(N,N-
dimetilamino) benzaldeido (Esquema 19).

O experimento foi realizado como segue: 50 uL de uma solugdo 0,01 mol.L™
de 2,4ADNFEF em acetonitrila foram adicionados a 1,0 mL de uma solugdo de
hidroxilamina (Aldrich, 98%) 0,05 mol.L', tamponada com 0,01 mol.L" de
tris(hidroximetil) aminometano (TRIS, Aldrich, 99%) em pH 8,50. A reacéo foi
acompanhada em espectrofotémetro de UV/Vis por 4 horas a 25 °C, observando a
completa formagdo do 2,4-dinitrofenolato em 360 nm. Entdo, foram retiradas
aliquotas de 100 pL da mistura reacional nos tempos 0, 4, 8, e 24 h apds o termino

da reacgdo, e adicionada em 2,0 mL de solugdo 0,01 mol.L™" de 4-(N,N-dimetilamino)
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benzaldeido (Aldrich, 98%) e o produto da reagao foi analisado por espectroscopia
UV/Vis (hmax= 454 nm, &= 59000'%).

3.4.2. IDENTIFICAGAO DE ACIDO SUCCINICO
O acido succinico produzido na reacao entre a diimina e acido fumarico

(Esquema 20), foi identificado através de experimentos em espectrometria de 'H

RMN e CG/EM, conforme descrito a seguir.

O (0]
HONOH + HN=NH HONOH + Ny (9)
(@) (0]
Acido fumarico Acido succinico
Esquema 20

3.4.2.1. Experimentos em 'H RMN

O experimento foi preparado em um frasco com tampa de 20 mL, no qual
foram adicionados 5,0 mL de uma solugdo contendo agua deuterada (DO,
Cambridge Isotope Laboratories, 99,9%), 35,3 mg (0,51 mmol) de hidroxilamina
(Aldrich, 99%), e 114,4 mg (0,98 mmol) de acido fumarico (Carlo Erba, 99,5%), pD =
8,09, previamente ajustado com NaOD (Sigma, =99%). Nesta solugdo foram
adicionados 3,6 mg (0,012 mmol) de 2,4-dinitrofenil etil fosfato. Os valores de pD
foram corrigidos considerando que pD = pHjgo + 0,4."** A mistura foi entéo protegida
da luz e deixada reagir sob agitacdo, atmosfera inerte (Argonio), e em temperatura
ambiente (25 + 5 °C) por 16 horas. Em seguida, uma aliquota de 1,0 mL da solugao
amarelada foi utilizada para obter as medidas de '"H RMN com tempo de aquisi¢do
de 1,0s.

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

acido succinico (Vetec, 99%), em 1,0 mL agua deuterada.
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3.4.2.2. Experimentos em Espectrometria de Massas (CG/EM)

A solugdo aquosa utilizada no experimento de 'H RMN foi extraida com 13,0
mL de acetato de etila (CRQ, 99,5%), com o objetivo de remover o 2,4-
dinitrofenolato. Sobre a fase aquosa, foi adicionado 1,0 mL de HCI 1,0 M (F. Maia,
37%) e, novamente, a solucao extraida com 10,0 mL de acetato de etila, removendo
assim os acidos succinico e fumarico da fase aquosa. A seguir, o solvente organico
foi removido sob jato de argbnio, e o residuo foi entdo derivatizado com 30 puL de
N,O-Bis(trimethylsilytrifluoroacetamide (Aldrich, >99%), a fim de aumentar a
volatilidade e diminuir a polaridade dos acidos (Esquema 21). Depois de reagir por
uma hora a 80 °C, a mistura foi seca com jato de argdnio, dissolvida em 2,0 mL de
cloroférmio (F. Maia, 99,8%), e uma aliquota de 1,0 uL foi injetada no CG/EM.

Para fins comparativos, uma amostra padrao contendo 2,8 mg de acido
succinico (Vetec, 99%) e 2,6 mg de acido fumarico (Carlo Erba, 99,5%) foi

preparada e analisada sob as mesmas condi¢cdes descritas acima.

o) CFs | 0
~

Si | CF5
HON + O)\\N/ 80 OC, 1h. ~N /O\H/\)J\ ,S| +
Si 2 HO/gNH

Esquema 21

3.5. TITULAGOES
3.5.1. TITULAGOES ESPECTROFOTOMETRICAS

As titulacbes espectrofotométricas foram realizadas acompanhando-se o
desaparecimento da espécie dipolar ibnica do 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinio
(Esquema 22) em 250 nm. Inicialmente, uma solugdo de 10 mL contendo 8,0 x10°
M de 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinio e 0,05 M de SB3-14 foi colocada numa cela de
titulagdo termostatizada a 25,0 £ 0,1 °C, sob agitagdo magnética. Cada medida foi
obtida apdés a adicdo de microlitros de HCI a solucdo mae, foi determinada a

absorbancia numa cela de quartzo, a 25,0 £ 0,1 °C, em funcdo do pH. Procedimento
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idéntico foi realizado em outra solugdgo com 8,0 x10° M de 4-carboxi-1-n-
dodecilpiridinio, 0,05 M de SB3-14 e 1,0 x10° M de HCI, em que se avaliou a
formacdo do CDPH" em funcdo do aumento da concentracdo de NaClO,. Cada

medida € uma média de trés leituras obtidas no UV/Vis.

S, = 3
I N +
HO>_@N 1 Y, w tH

CDPH?* CDP

Esquema 22
3.5.2. TITULAGCOES POTENCIOMETRICAS

As titulagdes potenciométricas foram realizadas simultaneamente as medidas
de absorbancia através das leituras diretas de pHs na solugcdo mae, conforme

descrito anteriormente na secc¢éo 3.5.1.

3.6. MEDIDAS DE ELETROFORESE CAPILAR

A distribuicdo dos anions entre a fase aquosa e a fase micelar foi monitorada
por eletroforese capilar'®®, conforme descrito na seqiiéncia. Antes de iniciar os
experimentos, o capilar foi condicionado por 5 minutos em solugdo de NaOH (1,0 M),
10 min. em agua deionizada, com o intuito de extrair possiveis impurezas e ativar os
grupos hidréxido na parede interna do capilar. Também entre as inje¢des, o capilar
foi recondicionado por 2,0 minutos sob um fluxo de uma solugao de tetraborato de
sodio (3,0 x10™° M).

As amostras foram preparadas em frascos de 1,0 mL, contendo SB3-14 (0,05
M), tetraborato de sédio (3,0 x10° M), pireno (1,0 x10° M), acetona (0,1%) e
diferentes concentragdes de sais (0,0 a 4,0 x107? M) em pH 9,0, e introduzidas no
capilar a 25 °C, por injegao hidrodinamica sob pressao de 50 mbar por 5 s. O uso de
tampao foi necessario para manter o pH = 9,0, pois em valores de pH mais altos os
grupos Si-O afetam o fluxo eletroosmético. As medidas de mobilidade foram

determinadas através do acompanhamento da migragcédo do pireno e da acetona,
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que sao utilizados como marcadores para as micelas e para o fluxo
eletroosmético, ' respectivamente.

A mobilidade eletroforética das micelas (n.) foi entado calculada aplicando-se a
equacao da velocidade de migracdo de um ion em um campo elétrico (Eq. 17)"*° na

equacgao da velocidade aparente do fluxo eletroosmaético (Eq. 18), gerando assim, a

Equagao 19:
4
Vi = lueE = zue T (17)
I‘tot
Voo =V +V, (18)
= L ioiL et 11 (19)
¢ 4 t,

onde vy, € a velocidade aparente do fluxo eletroosmotico (m.s™), vi e vp sdo as
velocidades do fluxo eletroosmdtico na presenca e auséncia de ifons (m.s™),
respectivamente. O termo Lget corresponde a distancia da extremidade de injegao
até a posicdo em que esta focalizado o detector no capilar (em metros), Lit € O
comprimento total do capilar (m). V corresponde a diferenga de potencial aplicado
(em volts), e ty, e to sdo os tempos de migracdo das micelas e do fluxo
eletroosmaético (em segundos), respectivamente. A coleta dos dados foi realizada

por Gustavo A. Micke e Ana C. O. Costa do Departamento de Quimica da UFSC.
3.7. MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

Os numeros de agregagédo (N,g) das micelas de SB3-14 na presenca e
auséncia de sais, foram determinados pela supressao da fluorescéncia do pireno em
funcdo da concentragdo de 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinio (CDP), nos comprimentos
de onda (L) de excitacdo de 337 nm (e= 55000™") e de emissdo de 394 nm. As
medidas de fluorescéncia foram realizadas em celas com 3,0 mL de solucdo aquosa
contendo SB3-14 (0,05 M), pireno (2 x10° M), perclorato ou tosilato de sédio (0,05
M), e variando-se a concentracdo de CDP entre 6,0 x10™° a 5,0 x10™* M.
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Os dados de fluorescéncia foram tratados segundo uma analogia da lei de

Beer (Eq. 20)"®, onde o termo ebc foi relacionado com concentracdo de CDP

micelizado. J& a concentragdo detergente micelizado é determinada pela (Eq. 21)."%

|”(lij - Do (20)
I ) [Det,]-CMC
[Det ] [Detmtl\],_ CMC (21)

ag

Nestas equacoes, I, € a fluorescéncia na auséncia de supressor e I corresponde a
intensidade na presenca de supressor; [CDPyt] € a concentragao de 4-carboxi-1-n-
dodecilpiridinio (mol.L™"); [Detwt] € a concentragdo total de detergente (mol.L™”);
[Detn] é a concentracdo de detergente micelizado (mol.L™) e N.g € o numero de
agregacao.

Considerando que as concentracdes de pireno e CDP em relagdo a das
micelas sdo suficientemente baixas para garantir a distribuicdo de Poisson'’, e que
a concentragao de detergente ndo micelizado esta em equilibrio com as agregacdes

micelares e seu valor é sempre igual ao da concentragdo micelar critica (CMC)'*, &

possivel calcular o numero de agregacg&o (Nag) utilizando a Eq. 20."*°

3.8. MEDIDAS CINETICAS

As reagoes foram acompanhadas por no minimo trés tempos de meia vida
(t12) com uma meédia de 280 leituras de absorbancia em espectrofotbmetro de
UV/Vis. As constantes de velocidade observada (kops) foram calculadas a partir da
variagao de absorbancia em funcdo do tempo, sob condi¢des cinéticas de primeira

ordem, conforme descrito na Equagéo 22'*.

In(A, — A,) = —kt+cte (22)

onde A; é a absorbancia medida em cada tempo (t), Ap € a absorbancia no inicio da
reacdo e k € a constante de velocidade. Este método é utilizado para obter as

constantes de velocidade de reagdo, ja que a variagdo da concentragdo das
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espécies com o tempo sado proporcionais a variagdo da absorbancia, conforme a lei

de Lambert-Beer.

3.8.1. ESTUDO COM 2,4-DINITROFENIL ETIL FOSFATO (2,4DNFEF)

As medidas cinéticas para o estudo do ataque nucleofilico sobre o 2,4DNFEF,
foram realizadas em solugdo aquosa, acompanhando a formacdo do 2,4-
dinitrofenolato (2,4DNF - Esquema 23) por espectrometria de UV/Vis nos

comprimentos de onda (1) de 360nm e 398nm.

O,N o O,N
o V0t T = o- *+ produtos
O_
NO, Li + NO,
2,4DNFEF 2,4DNF

Esquema 23

Os pHs das reagdes foram mantidos com os seguintes tampdes: acetato de
potassio (pH 4,00-5,25); fosfato de potassio (pH 5,5-7,5); acido bdérico/borato (pH
7,75-9,00); bicarbonato de potassio (pH 8,70-10,70) e hidréxido de potassio (pH>12).
As solucdes preparadas com as hidroxilaminas, sao auto-tamponantes entre os pHs
4,0 e 7,0, sendo apenas necessario ajuste prévio do pH. Cabe salientar que

Richardson e colaboradores'’

estudaram o equilibrio de reacdo entre o tampao
bicarbonato (HCO3) e o peréxido de hidrogénio (H,0,) por *C RMN, observando a
formacgdo do anion reativo peroximonocarbonato (HCO,), com uma constante de
equilibrio de 0,32 M". Assim, para as cinéticas que utilizam H.O, e tamp3o
bicarbonado, esta espécie € importante na regido de pH estudado.

Para cada cinética foram adicionados em uma cela de quartzo, 3 mL de uma
solugéo contendo tampao (0,01 M), a-nucledfilos (0,0 a 1,0 M) e KCI necessario para
manter a forga ibnica em 1,0 M e em seguida, deixadas atingir a temperatura de
25,010,1 °C. As reagdes foram entao iniciadas pela adigdo de aliquotas de 30 puL de
uma solucdo estoque de substrato (2,0 x10° M em acetonitrila, da Tedia, 99,9%,
estocada em freezer), de modo que a concentragéo inicial do 2,4DNFEF na cela foi

de 1,98 x10° M.
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As constantes de velocidade de primeira ordem foram calculadas a partir da
correlacao linear descrita na Equagao 22, obtendo-se coeficientes de correlacao (R)
maiores de 0,999. As constantes de velocidade de segunda ordem foram obtidas do
coeficiente angular da regressao linear de ko,s em fungdo da concentragcdo dos

nucledfilos, obtendo-se coeficientes de correlagdo (R) maiores que 0,998.
3.8.2. ESTUDO COM 2-(p-HEPTOXIFENIL)-1,3-DIOXOLANO (HFD)

O estudo do efeito de anions e cations na hidrolise acida do 2-(p-heptoxifenil)-
1,3-dioxolano (HFD) em meio micelar foi realizado em solu¢gdo aquosa, monitorando-

se por espectrometria de UV/Vis a formacdo do p-heptoxifenilbenzaldeido

(Esquema 24) no comprimento de onda (\) de 286nm.

0 e 0
O] e p O
—, 0 —, H

Esquema 24

HO

)

HO

Para cada cinética foram adicionados em uma cela de quartzo, 3 mL de uma
solugédo contendo: de 0,0 a 0,06 M de surfactante (SB3-10, SB3-12 e SB3-14); de
4,80 x10* a 0,51 M de &cido (HCI, HBr, HNOs, HCIO4) e de 0,0 a 0,12 M de
eletrélitos, temperatura de 25,01£0,1 °C. As reagdes foram iniciadas pela adicao de
aliquotas de 30 uL de uma solugdo estoque de substrato (1,11 x10° M em
acetonitrila, Tedia, 99,9%, estocada em freezer), de modo que a concentragao inicial
do HFD na cela foi de 1,10 x10™° M.

As constantes de velocidade foram acompanhadas por no minimo trés
tempos de meia vida (t12) e calculadas conforme descrito anteriormente, Equagao

22, obtendo-se coeficientes de correlagao (R) maiores de 0,999.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente (item 4.1.), sera apresentado o estudo da reacdo entre
nucledfilos com efeito alfa e um diéster de fosfato, 0 monoéanion 2,4-dinitrofenil etil
fosfato (2,4DNFEF), assim como o estudo mecanistico, com a identificacdo de
produtos e intermediarios da reagao. Estes resultados foram dispostos em trés sub-

segoes:

I. Estudo cinético;
ii.  Estudo por ressonancia magnética nuclear;

iii.  Identificagdo de intermediarios.

Na sequéncia (item 4.2.), sera apresentado o estudo da incorporagdo de
diferentes anions na superficie de micelas compostas por surfactantes zwiteriébnicos
de sulfobetainas (SB3-10, SB3-12, SB3-14). E estes dados também aparecem

dispostos em segdes, conforme segue:

I. Estudo por eletroforese capilar;
ii.  Estudo por espectroscopia de fluorescéncia;
iii.  Estudo cinético;

iv. Estudo potenciométrico e espectrofotométrico.
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4.1. ESTUDO DA REAGAO ENTRE 2,4-DINITROFENIL ETIL
FOSFATO DE LiTIO COM a-NUCLEOFILOS

A seguir serao apresentados os resultados dos estudos cinéticos,
espectroscopicos de RMN e espectrométricos de CG/EM para as reagdes do 2,4-
dinitrofenil etil fosfato (2,4DNFEF) com a hidroxilamina, seus derivados metilados,
hidrazina e peroxido de hidrogénio. O Esquema 25 mostra de uma forma
simplificada os possiveis produtos que podem ser detectados numa reacido entre
nucleodfilos e 2,4DNFEF. Logo em seguida, serdo apresentadas algumas reacodes
que identificam importantes intermediarios da reacdo entre a hidroxilamina e o
diéster de fosfato, com o intuito de esclarecer se o grupo fosforila é transferido para

0 nitrogénio ou o oxigénio das hidroxilaminas.

O,N
(0] 2
H20 I +
_P
Et0” | ~O Oo-
O- N02
O,N o o O.N
||:|> a-NU I
PANRN > P + .
0707 H0  Et07 |1 0 N
NO, O NO,
o-Nii ||3| .
H,0  Et0”| O O-
NU N02
ﬁ Ni
P o Produtos
EtO” | O- H,O
u

a-Nii = NH,0H, MeNHOH, (Me),NOH, NH,0OMe, NH,NH, HO,"

Esquema 25
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4.1.1. ESTUDO CINETICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE UV/Vis

4.1.1.1. Reacao entre 2,4DNFEF e Hidroxilamina

Na Figura 14 esta apresentado um conjunto de espectros de UV/Vis tipicos
para a reacao entre o 2,4-dinitrofenil etil fosfato (2,4DNFEF) e hidroxilamina a 25 °C,
pH 9,25 e u = 1,0 M (KCI). Observam-se dois pontos isosbésticos em 268 nm e 312
nm, e entre eles observa-se o desaparecimento da banda do 2,4DNFEF e em
Amax=362 e 405 nm o aparecimento de duas bandas que correspondem aos
produtos 2,4-dinitrofenolato (2,4DNF) e N-(2,4-dinitrofenil)hidroxilamina (2,4DNFH),

conforme mostrado no Esquema 26.

0,15
:
0,10
0,05
0,00 : . . . S
250 300 350 400 450 500

Wavelength (nm)

Figura 14. Espectros sucessivos de UV/Vis da reacéo entre 2,4DNFEF (1,86 x10°
M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C, pH =9,25 e u=1,0 M (KCI).

O,N O,N
2 ICI) 2 (I)I
H,NOH
P., 2 H,N_ _P.,
0~ 1 "OEt > o- * 7071 OEt
0- o-
NO, Li + NO, Li +
2,4ADNFEF 2,4DNF
Hsz O,N
2 o
I
+ B,
NHOH HO” 4" /OFt
NO, Li +

2,4ADNFH

Esquema 26
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Na Figura 15, observa-se o aumento de absorbancia em fungao do tempo de
reacdao em 362 nm. Constata-se que o comportamento desta reacédo é tipico de
primeira ordem, em fungdo do substrato organico, conforme mostrado no ajuste
tedrico. Um comportamento semelhante foi observado para as demais reacdes

estudadas.
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Figura 15. Absorbancia em Amax =362 nm versus o tempo da reagdo entre
2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25°C, pH = 925e p=10M
(KCI). A linha corresponde a um ajuste tedrico considerando uma reagdo de
primeira-ordem.

No Apéndice D estdo contidas as constantes de velocidade observada em
fungdo do pH para a reacdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10®° M) e a hidroxilamina (0,4
M), a 25 °C e u= 1,0 M (KCI). Os pontos experimentais medidos acima de pH = 12,0
foram corrigidos para anular o efeito da forga ibnica, ja que nesta regido a reagao é
mais sensivel a concentragao dos ions do que em regides de pHs menores de 12.
Para realizar as corre¢des, foram obtidas as constantes de velocidade para a reagao
entre 2,4DNFEF e hidroxilamina em fun¢cdo do aumento da forga i6nica (KCI), em
trés concentragdes diferentes de hidréoxido de potassio (Apéndice E), conforme
mostra o grafico da Figura 16A. Posteriormente, as regressdes lineares (n=5,
R>0,99) foram extrapoladas para u=0 e os valores obtidos de kq,s foram graficados
em fungdo da concentragdo de hidroxido de potassio (Figura 16B). Os efeitos de
forgca ibnica observados nestas figuras servem para exemplificar as correg¢des
necessarias devido ao efeito da forga ibnica nos valores de kops Na regidao de pH>12

para u=0, e a magnitude dos efeitos pode ser observada na Tabela 2.
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Figura 16. (A) Constantes de velocidade observada (kons) em funcdo da forca
iGnica, para a reacéo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C
e na [KOH]=0,04 M (@) 0,2 M (A), e 0,4 M (l); (B) Constantes de velocidade (kops)
calculada para forga ibnica igual a zero (u=0), em fungdo da concentracdo de
hidroxido de potassio (KOH).

Tabela 2. Constantes de velocidade observada (kqbs) €m forga idnica (n)=0 e 1, para
a reagdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C em
diferentes pHs.

pH Kobs, 102 8™ kops, 102 s™ pH Kobs, 102 8™ kops, 102 s™
(n=1) (n=0) (n=1) (n=0)
12,21 0,51 0,46 13,30 4,53 3,34
12,49 0,86 0,85 13,37 5,80 4,19
12,60 0,94 0,98 13,44 6,90 4,75
12,90 1,45 1,13 13,50 8,08 5,32
13,07 2,36 1,88 13,55 9,30 5,85
13,20 3,49 2,70 13,60 10,60 6,42

Na Figura 17, observa-se a curva de kqs VS pH, a qual pode ser dividida em
trés regides distintas: (/) uma regido entre os pHs 4,0 e 7,0, em que a velocidade de
reacdo aumenta com o aumento da concentracdo da espécie neutra da
hidroxilamina (HoN=OH ); (/i) uma regidao de patamar entre pH 7,0 e 10,0, na qual a
constante de velocidade observada independe do pH, e as espécies envolvidas

nesta etapa sdo a espécie neutra (H,N=OH) e provavelmente o tautdmero dipolar
ibnico: éxido de aménia (HsN'—0™)%%: e (jii) uma regigo de pH >10,0, cujo aumento

da constante de velocidade é devido ao aumento da concentragao do ion hidroxido
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(HO™) e do aumento da concentragao da espécie monoanidnica da hidroxilamina
(HoN=QO7), a qual coexiste em solugdo com outras formas de hidroxilamina,

conforme mostrado no Esquema 8.
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Figure 17. Constantes de velocidade observada (kons) em fungdo do pH, para a
reagdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C, u=1,0 M
(KCI) p/ pH=12 e u=0 p/ pH>12. A linha corresponde ao ajuste tedrico segundo a
Eq. 24 e os parametros do Apéndice D.
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Esquema 8

O Esquema 8 mostra o equilibrio entre as quatro possiveis espécies de
hidroxilamina, sendo que tanto as espécies neutras, quanto as monoanidnicas sao
ativas na faixa de pH estudada, conforme mostra o grafico de distribuicdo de
espécies (Figura 18). Cabe salientar que a espécie dipolar ibnica da hidroxilamina
pode participar da reagao, conforme sera discutido na sequéncia do trabalho, mas o

valor da sua contribuigéo é relativo, ja que esta em equilibrio com a forma neutra.



77

45

404 .
35— N
30—

25+ Vo

%

20 ;
15 - SN

10 F

pH
Figure 18. Curvas de distribuigdo de diferentes espécies quimicas de hidroxilamina
presentes no meio reacional em fungéo do pH.

A dependéncia da constante de velocidade em funcdo do pH, pode ser
explicada em fungdo das diferentes espécies presentes em solugao (Figure 18),
levando em consideragao a hidrélise espontanea (k.), a hidrolise catalisada pelo ion
hidroxido (kon) € as constantes de velocidade e fracbes molares das diferentes
espéecies reativas, conforme descrito na Eq. 23, a qual, considerando os equilibrios

do Esquema 8 produz a Eq. 24.

Kops = Ko + Ko [OH 1+ Ky on Znnon + kNHZO, ZANH,0 (23)

kNHZOH [NHon] " kNHZO' [NHZOH]

¥ ¥ 24
(HT, Ke 4, [HT] (24
[H'] K.

kobs = ko + kOH [OH-] +

O perfil de pH da reacéo entre o 2,4DNFEF e a hidroxilamina (Figura 17) é
semelhante para a mesma reagao com outros ésteres de fosfato, como por exemplo:
4-nitrofenil dietil fosfato (4ANFDEF)®%; 2,4-dinitrofenil dietil fosfato (2,4DNFDEF)'*;
Bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (B2,4DNFF)*°; e 2 4-dinitrofenil fosfato (2,4DNFF)*,
indicando a presenca das mesmas espécies em monoésteres, diésteres e triésteres

de fosfato.
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A contribui¢do individual de cada espécie para o ajuste da curva da Figura
17, esta apresentada na Figura 19, na qual mostra que a hidrélise espontanea (ko)
€ praticamente negligenciavel. Mas para valores elevados de pH, a espécie HO
mostra uma reatividade consideravel. Entretanto, na faixa de pH onde ko,s €
constante, a espécie responsavel € a forma neutra ou dipolar ibnica da
hidroxilamina. Contudo, acima de pH 11 a espécie monoanidnica (NH,O") promove

um aumento importante na constante de velocidade (Kobs).
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Figure 19. Valores de kons (0J), para a reacdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e
hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C, em funcdo do pH. As linhas representam a
contribuicdo de cada constante da Eq. 24 para o ajuste dos dados experimentais,
mostrados na Figura 17.

Os valores de pKas utilizados na Eq. 24 para o ajuste tedrico, foram obtidos

da literatura'?®

e estdo apresentados na Tabela 3, juntamente com os valores
calculados para as constantes de velocidade de segunda ordem (kz) das diferentes
espécies detectadas. O valor de k» utilizado para a hidrolise espontanea (H.0), é
baseado da hidrolise espontanea de um diéster similar, o 2,4-dinitrofenil metil fosfato

(2,4ADNFMF)"*,
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Tabela 3. Constantes de velocidade de segunda ordem (k) e dissociagao utilizadas
no ajuste da curva do grafico da Figura 17.

Nucleéfilo pK,14? ko, M1.s™
H,O @ 1,54 1,30 x10°°
NH,OH ® 5,96 2,68 + 0,02 x10™*
NH,O © 13,74 1,89 + 0,43 x10™
OH @ 15,54 2,57 +0,11 x10™

@ Valor de k, calculado a partir dos dados da hidrolise do 2,4-dinitrofenil metil fosfato, a 39 °C e pn =1,0
M (KC)'™*. ® O efeito do tampao foi suprimido do valor de k. ¢ Valor de k, determinado no ajuste
tedrico (Figura 17). 4 Valor de k, calculado a partir do grafico B da Figura 20.

O valor de k, para a espécie monoaniénica da hidroxilamina (NH2O") foi
determinado a partir do ajuste do perfil de pH (n=13, R>0,99) (Figura 17). Na reacao
da espécie neutra (NH,OH) é possivel obter um valor independente a partir do
coeficiente angular do grafico de kqps vs [NH20H] (n=14, R=0,9998), a 25 °C, u =1,0
M (KCI), pH 9,0 e [KHCO3; (tampéo)] = 0,01 M (Figura 20A). De forma semelhante,
com o grafico da variagdo de ky,s em fungdo do aumento da concentracéo de
hidroxido de potassio (KOH), a 25 °C, u = 1,0 M (KCI) (Figura 20B), pode-se
determinar a partir do coeficiente angular (n=4, R=0,9982) o valor de k, para a

reacao do ion hidréxido.
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Figure 20. (A) Grafico de kqps versus [NH,OH], para a reagédo com 2,4DNFEF (1,86
x10° M) a 25 °C, p= 1,0 M (KCI), pH = 9,0 e [KHCO3] = 0,01 M. (B) Grafico de kops
versus [KOH], para a reacdo com 2,4DNFEF (1,86 x10° M) a 25 °C, p = 1,0 M (KCI).
Os dados cinéticos dos graficos A e B estdo apresentados nos Apéndices F e G,
respectivamente.
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Na sequéncia trataremos da reacdo entre 2,4DNFEF e hidroxilaminas
metiladas (MeNHOH, Me;NOH, NH,OMe) e também com outros a-nucleéfilos, como

por exemplo: a hidrazina (NH2NH;) e o perdxido de hidrogénio (HOOH).

41.1.2. Reacao entre 2,4DNFEF e Hidroxilaminas Metiladas, Hidrazina e

Peroxido de Hidrogénio

A Figura 21 apresenta os graficos de variagdo da constante de velocidade
observada (kops) em funcdo do aumento da concentracédo de diferentes nucledfilos
(MeNHOH, Me;NOH, NH,OMe, NH2NH, e HOOH), na reagdo com 2,4DNFEF (1,86
x10° M), a 25 °C, u = 1,0 M (KCI), [KHCO3 (tampao)] = 0,01 M, pH = 9,0 e pH =
11,65 para HOOH. Pode-se observar que o aumento na constante de velocidade é
linear com o aumento da concentracao dos nucledfilos, e a reatividade segue a
ordem: MeNHOH < NH,OH < (Me),NOH < NH;OMe < HOO < NHzNH,. Os
coeficientes angulares, obtidos a partir das regressoes lineares (R>0,996), fornecem
as constantes de segunda ordem (kz) para cada nucledfilo estudado, cujos valores

estao apresentados na Tabela 4.
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Figura 21. Constante de velocidade observada (kops), em fungdo da concentragao
de nucledfilos (A) MeNHOH (A); NH,OH (@®); (Me),NOH (m); NH,OMe (V), (B)
HOO™ (®); NH2NH; (A), na reacdo com o 2,4DNFEF, a 25 °C, p = 1,0 M (KCI),
[KHCOg3] = 0,01 M e pH = 9,0 (Dados de HOO™ em pH = 11,65). Os dados cinéticos
dos graficos A e B estdo apresentados no Apéndice G.

Conforme descrito, a reacdo de transferéncia do grupo fosfato de 2,4-

dinitrofenil fosfodiésteres para alguns nucledfilos pode ser muito lenta, o que
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favorece a competicdo com a reagao de substituicdo nucleofilica aromatica (SnyAr)

(Esquema 27).'%> 14

, Assim, os dados da Tabela 4 incluem duas reagdes e foram
corrigidos considerando apenas a reacao de substituigdo nucleofilica bimolecular
sobre o atomo de fésforo (Sy2(P)), utilizando os resultados obtidos nos experimentos

de ressonancia magnética nuclear (RMN) no item 4.1.2. deste trabalho.

Tabela 4. Constantes de velocidade de segunda ordem (k2) para a reagdo Sn2(P)
entre diferentes nucledfilos e 2,4ADNFEF.

Nucleéfilo pK,'4? ky, M.s™ Magnitude do

efeito o @
H20 -1,54 1,30 x10°° -
NH,OMe @ 4,60 571+0,12 x10° 54
Me,NOH 5,20 8,43 + 0,18 x10° 527
NH,OH @ 5,96 1,61 £ 0,02 x10* 585
MeNHOH @ 6,18 3,28 + 0,38 x10* 1019
NH,NH, ® 7,98 1,13+ 0,02 x10°3 971
HOO © 11,65 6,67 + 0,28 x107? 4172
NH,O" 13,74 1,89 + 0,43 x10™" 2658
OH" 15,54 2,57 + 0,11 x10* -

@ valores corrigidos para reagcao Sy2(P) em 60%, 50%, e 40% para NH,OH, NH,OMe e MeNHOH,
respectivamente (Ver item 4.1.2) ®’valor corrigido considerando a probabilidade de 50% ataque por
apenas um grupo NH; e ynHanH2=0,9128 © valor corrigido considerando ynoo-=0,5 @ valor estimado
a partir da comparagdo com as constantes de velocidade extrapoladas para a reagdo com os
oxianions no mesmo pK, (Figura 22).
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Esquema 27

Os resultados da Tabela 4 mostram que a espécie mais reativa dos
nucleodfilos estudados € a hidroxilamina monoaniénica (NH>O’), cuja constante
catalitica (k2) € 1174 vezes maior que a espécie neutra (NH,OH) e 33100 vezes

aquela observada para a espécie O-metilada (NH,OMe). Também pode se observar
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que a constante de velocidade da reacdo da espécie O-metilada € muito menor de
que aquelas das outras hidroxilaminas metiladas. Um exemplo é a espécie N-
metilada (MeNHOH), que é 57 vezes mais reativa que a espécie substituida no
oxigénio. Resultados semelhantes sdo observados para as reag¢des de hidroxilamina
e derivados com monoésteres (2,4DNFF**), diésteres (B2,4DNFF°> %) e triésteres
de fosfato (2,4DNFDEF'*?), indicando que o atomo de oxigénio da hidroxilamina é o
principal centro nucleofilico em ataques sobre o atomo de fésforo no 2,4DNFEF.

Ja a reatividade das hidroxilaminas N-metiladas aumenta proporcionalmente
com o aumento da basicidade, efeito geralmente observado para aminas
(secundaria > primaria > terciaria)®®, conforme constatado pelo valor de pK, da
Tabela 4.

Assim, o conjunto de resultados corrobora a proposta de que o atomo de
oxigénio da forma zwiteridnica das hidroxilaminas pode ser responsavel pelo ataque
nucleofilico sobre o atomo de fosforo. Cabe salientar que a forma zwiteribnica da
hidroxilamina foi observada por difratometria de raios-X%°, confirmando sua
existéncia e estabilidade em solucgao.

Portanto, o Esquema 28 mostra o0 mecanismo sugerido para o ataque

nucleofilico das hidroxilaminas sobre diésteres de fosfato'.

Essa proposta
mecanistica se torna ainda mais sélida com os resultados da identificacédo de
intermediarios por espectrometria de massas e os estudos de ressonancia

magnética nuclear, discutidos na sequéncia deste trabalho.
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4.1.1.3. Relagao Linear de Energia Livre e Carga Efetiva

Os valores das constantes de segunda ordem para a reagdo entre 2,4DNFEF
e o0s nucledfilos apresentam uma boa correlacéo entre a basicidade dos mesmos € a
reatividade dos a-nucledfilos ou dos nucledfilos oxigenados, conforme ilustrada no
grafico de Bronsted (Figura 22). O calculo da raz&o entre a constante catalitica dos
a-nucledfilos e aquela dos nucledfilos oxigenados, com o mesmo valor de pK,,
mostrou entre outros, um efeito alfa de 4172 vezes, 2658 vezes e 54 vezes para as
espécies HOO', NH,O", e NH,OMe, respectivamente (Tabela 4). O efeito alfa da

metoxiamina é consideravelmente menor, entretanto, é considerado normal’#®

para
um nucledfilo que estd impedido de atacar pelo oxigénio. Um resultado interessante
foi observado para o ion peroxido que, apesar de duas unidades de pK, menor,
apresenta um efeito alfa 1,57 vezes maior que a espécie anidnica da hidroxilamina.
Estes resultados sdo consistentes com observagdes publicadas por Simanenko e
colaboradores®?, na reagdo entre um triéster de fosfato (4NFDEF) e uma série de a-

nucledfilos inorganicos.

-
o
(5]
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Figura 22. Grafico de Bronsted, correlacionando o efeito catalitico de a-nucledfilos
e nucledfilos comuns na reagao com 2,4DNFEF. Os pontos fechados, correspondem
a dados deste trabalho a 25 °C e os pontos abertos, a catalise pelo hidroxido e
outros anions oxigenados na reagdo com 2,4-dinitrofenil metil fosfato a 39 °C."*
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Apesar da relagao de nucledfilos oxigenados apresentar apenas dois pontos
no grafico de Brénsted, os resultados podem ser considerados representativos para
os demais nucleofilos oxigenados ja que demonstra comportamento semelhante
com a reagado do 2,4-dinitrofenil metil fosfato a 39 °C (£ = 0,31)"*. Isto indica uma
ordem de reatividade semelhante em ambos diésteres e, a diferenca nas constantes
cataliticas, pode ser atribuida a diferenca de temperatura dos experimentos.

O coeficiente angular obtido da correlagdo entre a variagdo da constante
catalitica e a basicidade do nucledfilo, € chamado de coeficiente de Bronsted (5). O
valor de f, obtido para a relagdo com os a-nucledfilos foi de 0,405 + 0,021 (n=6,
R=0,9944), que é um valor maior que o .. = 0,31 obtido para a reagdo dos
nucledfilos oxigenados com o 2,4DNFEF e f.. = 0,30 com o 2,4DNFMF. O valor
elevado indica uma forte ligagdo entre os a-nucledfilos e o atomo de fésforo no
estado de transigao.

Entretanto, quando se compara com os valores de S de 1,127 e 1,123, para
os triésteres 2,4ADNFDEF'* e TANEP®®, respectivamente, pode-se concluir que o
estado de transicdo para a reacdo com 2,4DNFEF é pouco dependente do ataque
nucleofilico, seguindo assim um mecanismo menos associativo que os triésteres.
Comparando ainda, com o valor de S = 0,296 do diéster B2,4DNFF*’, e f.c = 0,13

3% 147 aparece uma correlagdo de valores

calculado para dianions de monoésteres
que sugere que S deve diminuir no sentido triéster > diéster > monoéster, como
ocorre para as reacoes entre diferentes ésteres de 8-dimetilamino-1-naftil fosfato e

nucleodfilos oxigenados (Tabela 5).

Tabela 5. Coeficientes de Bronsted para as reagdes entre diferentes ésteres de 8-
dimetilamino-1-naftil fosfato e nucledfilos oxigenados.

Ester R Bhuc

HC( CHs R
MANEP ' PO5> 0,19 + 0,01 N0
DANEP 45 PO,(OMe) 0,29 + 0,01 OO
TANEP'#® PO(OEt), 0,49 + 0,03

O valor de S indica a participagdo efetiva do nucledfilo na reagdo para

alcancar o estado de transicdo (E.T.). Em termos de carga efetiva, S indica a
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carga do estado reagente transferida para chegar ao estado de transicdo de uma
reacao nucleofilica. Assim, mapas de transferéncia de carga, ou também conhecidos
como mapas de carga efetiva, podem ser construidos para melhor compreender o
mecanismo da reagao.

Os célculos sdo realizados considerando a Equagdo 5%, onde ¢, e &
correspondem a carga de um atomo do produto e do reagente envolvidos na reagao
de transferéncia de carga, e & € &s a carga de um atomo de um produto e um
reagente utilizados como padréo de referéncia para calcular o valor de feg.

(2,—4,)

(gps — & )

Peg = ()

A carga efetiva sobre o0 atomo de oxigénio do grupo de saida de diésteres de fosfato
é tabelada em (+0,74)%°, e a carga efetiva do reagente padrdo (fenol) é zero e do
produto padrao (fenolato) é -1. Aplicando estes valores na Eq. 5 obtém se o valor de
Peq = +1,74, que indica uma variagdo de carga sobre o atomo de oxigénio de 1,74

unidades entre reagente e produtos (Esquema 29).

o)
“‘_P +0,74 N02 O\ OEt '1,0 NOZ
I \ W\
Ni B ™o 1 PO+ O
O o Na

: N02 : NOZ

Luc = 0,405 Bgs =-1335

Olpuc = 0,233 Olgs = 0,767

Beq = 1.74
Esquema 29

Com o valor do coeficiente de Bronsted (f..c =0,40), obtido através da Figura
22, e do fiq = 1,74 é possivel calcular o valor do fg = 1,34. Os valores de Bnuc, Bgs
e Beq permitem a construcdo do diagrama de More O’Ferral-dJencks. Sendo dnyc =
Bruc/Beq € Unuc + 0 gs = 1, entéo para a reagdo estudada tem-se a nc = 0,23 € A ¢ =
0,77, que representam os valores das coordenadas de formacdo e quebra de

ligacao, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23. Diagrama simplificado de coordenada de reagao para a transferéncia do
grupo fosforila entre os grupos P-Nu e P-OR. Em pontilhado apresenta-se uma
trajetéria mecanistica qualitativa para a reagdo do 2,4DNFEF com a-nucledfilos e o
ponto representa a posi¢ao calculada do E.T. no diagrama.

O diagrama mostra que a ligagdo entre o nucledfilo e o grupo fosfato esta
23% formada no E.T., sugerindo um caminho reacional mais dissociativo com
consideravel quebra da ligacao entre o oxigénio do 2,4DNF e o atomo de fosforo. No
estado de transicdo deve ainda ocorrer transferéncia de proton da espécie dipolar
idbnica da hidroxilamina ao atomo de oxigénio do grupo fosfato (Esquema 30), num
mecanismo que parece ter uma forma ideal para o ataque nucleofilico em reacdes

de transferéncia de grupo fosforila.®°

A H (*)_H '
N 0 HN 5 )
o~ "\l I N %R | a0
Ro/'lD\OA" /P\“\\OAr H,N-O"" ~OH
o- RO O
Esquema 30

Era esperado que os nucledfilos detentores de efeito alfa tivessem uma alta

eficiéncia em reagcbes sobre o atomo de fosforo (Sn2(P)). Entretanto, a baixa
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reatividade de diésteres de fosfato, como 2,4DNFEF, possibilita a competicdo com a
substituicdo nucleofilica aromatica (SnyAr), que € conhecida e apresenta um efeito-a
consideravel.’*® °° Esta competicdo leva a formagdo de diferentes produtos, entre
eles o 24-dinitrofenolato (2,4DNF) e N- ou O-(2,4-dinitrofenil)hidroxilamina
(2,4DNFH), conforme ilustrado no Esquema 9. O estudo cinético n&o pdde
diferenciar a contribuicao individual destes mecanismos ou quantificar a formacao de
cada produto, ja que os cromoéforos dos produtos sao similares e apresentam
absor¢do na mesma regido do espectro de UV/Vis. Assim, a identificagcdo dos
produtos da reagao entre 2,4DNFEF e as hidroxilaminas por RMN foi realizada e

sera discutida na sequéncia.

4.1.2. ESTUDO DE ESPECTROSCOPIA DE RMN

O produto da reacao entre o 2,4DNFEF e a hidroxilamina foi monitorado por
espectroscopia de 'H e *'P RMN sob condigdes um pouco diferentes do estudo
cinético, entre elas, o uso de agua deuterada (D,O) e uma maior concentragao de
substrato para garantir uma boa razéo sinal/ruido. Entretanto, como a cinética é
relativamente rapida, ndo € possivel obter os espectros com longos tempos de
aquisicao.

Inicialmente, acompanhou-se a hidrélise do 2,4DNFEF (0,06 M), a 25 °C e
pH=13,0. Nestas condicdes o espectro de 'H NMR obtido apds 20 horas de reac&o
(Figura 24A) apresentou 6 sinais de hidrogénios na regido aromatica, dos quais 3
(6=7,74; 8,55; e 8,90 ppm) correspondem aos hidrogénios do reagente 2,4DNFEF e
3 sinais mais desblindados (6=6,74; 8,10; e 8,88 ppm), aos hidrogénios do 2,4-
dinitrofenol (2,4DNF), conforme ilustrado no Esquema 31.

A Figura 24B, mostra o aparecimento e o desaparecimento de sinais de
hidrogénios aromaticos da mistura reacional entre 2,4DNFEF (0,06 M) e NH,OH
(0,35 M), a 35 °C e pH=7,0, obtidos em 5, 50 e 150 min. de reacdo. Pode-se
observar que apos 5 min. de reagéo, os sinais do substrato (6=7,75; 8,55; e 8,89
ppm) ainda estao evidentes, mas em 50 e 150 minutos, diminuem de intensidade

enquanto outros 6 sinais surgem.
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Figura 24. Espectros de 'H NMR (regido aromatica)
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da reacado entre 2,4DNFEF

(0,06 M) e (A) H20, apds 20 horas em 25 °C e pH=13,0 e (B) NH>OH (0,35 M), apds
5, 50 e 150 minutos em 35 °C e pH=7,0. Os dados de deslocamento quimico (d),
constantes de acoplamento (J) e multiplicidade dos sinais estdo apresentados nos

Apéndices He l.
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Destes sinais, 3 hidrogénios apresentam os mesmos deslocamentos quimicos
(6) do produto da reagao Sy2(P) em agua (6=6,74; 8,09; e 8,85 ppm) (Apéndices H
e 1), indicando a formagao do 2,4-dinitrofenol (4) na reacdo com hidroxilamina. Os
outros trés sinais apresentam um maior deslocamento quimico (6=7,50; 8,26; e 9,00
ppm) que o 2,4-dinitrofenolato, sugerindo a presenga de um grupo retirador de
elétrons ligado ao anel. Esta observagao, sugere a existéncia do produto N ou O-
(2,4-dinitrofenil) hidroxilamina (2) proveniente da reagdo SyAr (Esquema 31).

Os resultados observados nos sinais do grupo CH; do grupo etdxido ligado ao
atomo de fosforo estdo na Figura 25. Os sinais apresentam-se na forma de quinteto,
ainda que podem ser considerados como duplo quarteto pelo acoplamento a
distancia entre os hidrogénios o e o atomo de fosforo, com Jp.x = Ju.1. A Figura 25A,
mostra o espectro de '"H NMR ap6s 20 horas de reacado de hidrélise do 2,4DNFEF, a
pH=13,0 e 25 °C. O sinal com deslocamento quimico de 4,10 ppm corresponde aos
hidrogénios do reagente de partida (1) e com 3,81 ppm ao dianion fosfato de etila
(3), produto do ataque do ion hidroxido sobre o atomo de fdésforo do diéster
(Esquema 31).

Smin

112min

00 380 150min

(A) (B)
Figura 25. Espectros de "H NMR (regido alifatica) da reacdo entre 2,4DNFEF (0,06
M) e (A) H20, apds 20 horas em 25 °C e pH=13,0 e (B) NH>,OH (0,35 M), apos 5,
112 e 150 min. em 35 °C e pH=7,0. Os dados de deslocamento quimico (3),
constantes de acoplamento (J) e multiplicidade dos sinais estdao apresentados nos
Apéndices He l.
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Na parte B da Figura 25, estdo os espectros em 5, 112 e 150 minutos de
reacao entre 2,4DNFEF e hidroxilamina, a 35 °C e pH = 7,0. Nestas condi¢des, ha
dois sinais (6=4,10 e 3,88 ppm) ja descritos para a hidrdlise em agua, sendo que o
sinal em 3,88 ppm neste caso corresponde ao fosfato de etila dianion (3), derivado
do ataque da hidroxilamina no anel aromatico via reagdo SNAr (Esquema 31), visto
que o produto da hidrdlise foi desconsiderado, pois o ion hidroxido esta em baixa
concentracdo neste pH. Um terceiro sinal € observado em 3,98 ppm, o qual
corresponde ao produto (5) do ataque da hidroxilamina sobre o atomo de fosforo, via
reacdao Sny2(P). Cabe salientar que, conforme sera mostrado a seguir, a espécie
monoanibénica (5) também pode ser atacada por outra molécula de hidroxilamina,

gerando uma molécula de hidrazina e etil fosfato dianion (3).

(A)
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Figura 26. Espectros de *'P NMR para a reacdo entre 2,4DNFEF (0,06 M) e (A)
H,0, apds 20 horas em 25 °C e pH=13,0 e (B) NH,OH (0,35 M), apés 0, 57, 121 e
150 min. em 35 °C e pH=7,0. Os dados de deslocamento quimico (&) foram
corrigidos quando necessario, considerando o deslocamento do acido fosférico 85%
como referéncia externa, e estdo apresentados nos Apéndices H e I.
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As reagbes do Esquema 31 também foram acompanhadas por
espectroscopia *'P RMN, em que mostrou apoés 20 horas de hidrolise a pH 13,0
(Figura 26A), um gradual desaparecimento do sinal do reagente (1) em -4,16 ppm e
o aparecimento de um novo sinal em 5,04 ppm, atribuido para o fosfato de etila
dianion (3). Na presenga de hidroxilamina, a pH 7,0 e 35 °C (Figura 26B), foi
observado o desaparecimento do sinal do reagente (2,4DNFEF) em -4,16 ppm € o
aparecimento dos sinais em 5,47 ppm e 3,68 ppm, referente ao fosfato de etila
dianion (EtOPO3%) (3) e ao produto da reacdo Sn2(P) (5), respectivamente. O valor
do deslocamento quimico de 3,68 ppm atribuido para a espécie (NH,O—PO,—OEt),
€ consistente com os deslocamentos de 7,78; 6,23, e -2,04 ppm, atribuido para as
espécies (NH,0—P03?)*°, (NH,0—PO,—0H)"" e (2,4-dinitrofeni—O—PO, —ONH,)*°
respectivamente, ja que o efeito retirador dos radicais deslocam o sinal do fésforo
para campo mais baixo.

Com a finalidade de comparar a reatividade entre os nucledfilos, também foi
monitorada por espectroscopia de '"H RMN a formagdo dos produtos das reagdes
entre o 2,4ADNFEF e os diferentes derivados metilados da hidroxilamina (MeNHOH,
Me;NOH, e NH,OMe), cuja descrigdo dos sinais, como os deslocamentos quimicos
(8), constantes de acoplamento (J) e multiplicidade dos sinais estao apresentados
nos Apéndices J, K e L, respectivamente.

Na Figura 27 observa-se que o perfil dos espectros das reagdes com os
derivados metilados da hidroxilamina, sao idénticos aos observados para a reagao
com a hidroxilamina (Figura 24 e 25), apresentando apenas uma pequena variagao
nos deslocamentos quimicos dos sinais, devido a presenca de metilas nas espécies

formadas (Esquema 32).
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Figura 27. Espectros de 'H NMR (regido aromatica) apds 4,0 horas de reagao,
aproximadamente, entre 2,4DNFEF (0,01 M) e (A) NH,OMe (2,0 M), (B) Me;NOH
(2,0 M) e (C) MeNHOH (2,0 M), em D,0, 25 °C, pH=9,0. Os dados de deslocamento
quimico (8), constantes de acoplamento (J) e multiplicidade dos sinais estédo
apresentados nos Apéndices L, K e J, respectivamente.

A partir da area relativa aos sinais das Figuras 24 e 26, determinou-se as
porcentagens do ataque nucleofilico da hidroxilamina e seus derivados metilados
sobre o anel (SnAr) e/ou sobre o atomo de fésforo (Sn2(P)) (Tabela 6). Os
resultados sugerem que a reagao via SyAr se da preferencialmente pelo ataque do
atomo de nitrogénio, pois quando este se encontra impedido, como é o caso da
MeoNOH, reage 100% sobre o atomo de fosforo (Sn2(P)). Entretanto, a reacgéo
Sn2(P) se da sempre que possivel pelo atomo de oxigénio, conforme indica a
diminuicdo da porcentagem do ataque sobre o atomo de fésforo de 100% (Me2NOH)
para 50% quando a hidroxilamina é metilada no oxigénio (Tabela 6). Portanto, a
diferenca na porcentagem do ataque nucleofilico observada na Tabela 6 pode estar
associada com um impedimento estérico dos grupos metila ou provavelmente, a
diferenca de basicidade das aminas, que segue a ordem MeNHOH > NH,OH >
Me;NOH.
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Tabela 6. Porcentagem de ataque nucleofilico no anel (SnyAr) € no atomo de fésforo
(Sn2(P)), calculados a partir dos dados de '"H RMN.

Nucleéfilo Reacgao SyAr Reacgao Sy2(P)
Hidroxilamina 40 % 60 %
N-metilhidroxilamina 60 % 40 %
N,N-Dimetilhidroxilamina 0 % 100 %
O-metilhidroxilamina 50 % 50 %

Assim, os resultados obtidos por espectroscopia de RMN contribuem com o
entendimento do mecanismo da reacdo entre os nucledfilos e o 2,4DNFEF, pois
além de corroborar os dados cinéticos quanto a reatividade das hidroxilaminas, pode
se identificar e quantificar os produtos das reagdes SNAr e Sy2(P), como também
sugerir 0os possiveis atomos envolvidos em cada reagao. Entretanto, a contribuigao
do ataque pelo oxigénio ou nitrogénio nas reacdes estudadas ainda € questionavel,
como também a formagao de outros intermediarios nao detectaveis por essa técnica.

Assim, na necessidade de um numero maior de evidencias para caracterizar o
mecanismo de reacao entre 2,4DNFEF e as hidroxilaminas, se buscou identificar
intermediarios da reagao através de técnicas de captura e de identificacdo, conforme

sera apresentado na sequéncia.

4.1.3. IDENTIFICAGAO DE INTERMEDIARIOS
4.1.3.1. Identificagao de Hidrazina

De acordo com a Steinmetz e col.", a hidrazina (NHoNH) e o gas nitrogénio
(N2) sdo produtos da reacéo entre duas diiminas (HN=NH), as quais sao produzidas
a partir de um intermediario instavel (HONHNH,) presente em reagdes de hidrdlise
basica de HoNOSO; (Esquema 33). Desta forma, pode-se supor que esta mesma
reacdo ocorre com os ésteres de fosfato, pois o intermediario instavel (HONHNH>)
pode ser gerado a partir do fosfato de etila dianion (H,NOPOs%) e as hidroxilaminas

presentes no meio reacional.
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H
H,NOSO5™ + H,NOH + HO" 'R + S0,% + H,0
HO™ “NH,
HN=NH
——— HN=NH ———> H,N—NH, + N,
-2

Esquema 33

Assim, buscou-se identificar a hidrazina (NH2NH;) como um dos produtos da
reacao entre 2,4DNFEF e a hidroxilamina, utilizando o procedimento descrito na
literatura.’®? '** Nestes, a hidrazina reage com p-dimetilaminobenzaldeido levando a

formagao da hidrazona que absorve na regido de 454 nm (Esquema 19).

H,C () H,C N—NH,
\ \ 7
H2N_NH2 + N —_— N
/ /
H;C H HsC H

Hidrazina 4-(dimetilamino)benzaldeido Hidrazona

Esquema 19

Dessa maneira, a deteccao de hidrazina nas reagdes com o diéster € um forte
indicativo de um mecanismo no qual o ataque nucleofilico da hidroxilamina ocorre
via atomo de oxigénio fornecendo um intermediario O-fosforilado. E como descrito
no Esquema 34, o intermediario O-fosforilado é rapidamente convertido em diimina

(HN=NH), a qual reage com uma segunda molécula de diimina gerando Nyg) €

hidrazina.

OH 0 - _

l W >\P’\\ . O\\PA\O 'T'
HoN 27 HN-O7 Ny HO™ Nogt  HO™“NH,

HN=NH
HN=NH —> H,;N—NH, + N,
-H,0
Esquema 34

A Figura 28A mostra o espectro de UV/Vis da hidrazona formada pela reagéo
entre o p-dimetilaminobenzaldeido e os produtos do ataque nucleofilico da

hidroxilamina e o triéster 2,4DNFDEF'*?, comprovando o ataque nucleofilico via
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atomo de oxigénio. Para os experimentos com o 2,4DNFEF, foram testadas
aliquotas no final da reagao e 4, 8 e 24 horas apds o término da reagao, conforme
descrito na parte experimental, mas a hidrazona nao foi detectada nos espectros de
UV/Vis (Figura 28B).

A auséncia da banda em 454 nm para os experimentos com o diéster indica
auséncia de hidrazina no meio reacional, que pode ser explicado: (i) se o
intermediario formado € o N e ndo o O-fosforilado e assim ndo reage com uma
segunda molécula de hidroxilamina. Esta hipotese parece pouco provavel, devido a
alta constante catalitica da espécie monoanibnica; (ii) se a hidrazina ou diimina,
formada na reagdo com o intermediario O-fosforilado, reagem rapidamente com
outra espécie presente no meio reacional. Esta hipotese € descartada pelos
resultados de 'H e *'P RMN e¢; (iii) se o intermediario O-fosforilado é pouco reativo
frente ao ataque da hidroxilamina. Esta hipotese é mais consistente e foi comentada

por Kirby e colaboradores.’?
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Figura 28. Espectro de UV/Vis da mistura reacional de 4-(N,N-dimetilamino)
benzaldeido e os produtos da reac&o entre hidroxilamina e (A) 2,4-dinitrofenil dietil
fosfato; (B) 2,4-dinitrofenil etil fosfato.

Segundo eles, a alta reatividade do intermediario NH,OPO(OEt),, NH,OPOs*
e NH,OPO,(OEt) (Esquema 35), € consequéncia da habilidade do grupo de saida.
E esta habilidade é medida pelo pKy do acido conjugado, que aumenta
significativamente na seguinte ordem: NH,OPOsz> < NH,OPO,(OEt) <
NH2OPO(OEt),. Consequentemente, a alta reatividade de um intermediario faz com

que ele reaja rapidamente com o excesso de hidroxilamina, levando a formacgéo de
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diimina e portanto, impedindo sua identificacdo em experimentos classicos como *'P
RMN. ™

o, 0O o, 0O RO, O
K NO, P NO, (’P\ NO,
O o RO o RO o
NO, NO, NO,
NH,OH NH,OH NH,OH
sz,P//o O:P//o O\\ ‘\\OR
AN 2
H,N-0" O H,N-0" OR H,N-O" “OR
Esquema 35

Entdo, com o intuito de verificar se ha formacdo do intermediario O-
fosforilado, mesmo que em baixa concentragao, foi acompanhada a formacao do

acido succinico por 'H RMN e espectrometria de massas conforme segue.
4.1.3.2. Identificacdo de Acido Succinico

Conforme descrito anteriormente, a hidrazina € formada a partir da reacao
entre um éster de fosfato e a hidroxilamina, e pressupbde a presenga da diimina
(HN=NH) como um intermediario da reagdo. Steinmetz e colaboradores'?, que cita o
trabalho de Appel e Biichner'*, sugerem que esta espécie no meio reacional pode
ser caracterizada pela redugdao do acido fumarico a acido succinico. Portanto, se
realmente a diimina esta presente na reacdo entre 2,4DNFEF e hidroxilamina,
quando a reagao é realizada na presenga de acido fumarico, ela atua como agente
redutor’® e leva & producdo de acido succinico, e conseqiientemente, a supressio

da formacgéao de hidrazina (Esquema 36).
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Figura 29. (A) Espectro de '"H RMN da mistura padrao, contendo acido succinico
(0,01 M), acido fumarico (0,199 M) e hidroxilamina (0,0498 M). (B) Espectro de 'H
RMN apés 24 horas de reacéo entre 2,4DNFEF (2,20 x107 M), hidroxilamina (0,10
M) e acido fumarico (0,196 M), a 25 °C e pD=8,09. Os dados de deslocamento
quimico (8), constantes de acoplamento (J) e multiplicidade dos sinais estédo

apresentados na Tabela 7.
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A Figura 29A mostra o espectro de 'H RMN da mistura dos padrdes: acido
succinico (0,01 M), acido fumarico (0,199 M) e hidroxilamina (0,0498 M), cujos
singletes em 2,39 ppm corresponde aos quatro hidrogénios do acido succinico (AS)
e em 6,53 ppm aos dois hidrogénios do acido fumarico (AF). O espectro de '"H RMN
dos produtos da reacdo entre hidroxilamina (0,1 M) e 2,4DNFDEF (2,20 x10° M) na
presenca de 0,196 M de acido fumarico, foi obtido apds 24 horas reagindo a 25°C e
pD=8,09 (Figura 29B). E pode-se observar além dos sinais dos produtos da reagéo
SNAr e Sy2(P) (Esquema 31), outro sinal atribuido ao acido fumarico segundo
comparagao com o espectro dos padroes e também um pequeno sinal em 2,39 ppm,
indicando a presenca de acido succinico como produto da reacgao. Este resultado
confirma o mecanismo proposto no Esquema 36, e também a baixa reatividade do
intermediario O-fosforilado ao ataque da segunda molécula de hidroxilamina. Os
deslocamentos observados para os sinais dos hidrogénios e suas atribuicbes estéao

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Dados dos sinais de '"H RMN apds 24 horas de reacdo entre 2,4DNFEF,
hidroxilamina e acido fumarico, em D,0, pD=8,09 e a 25 °C.

O.N

O,N o]
o II
II NH20H \
o | NN T NHOH Eto” |
NH20H
Hx N02

Composto "H NMR
5 (ppm) ON R

E0” | ONH,

Hb Ha
2 07,35 (d, 1H, J»= 10,11 Hz), 8,11 (dd, 1H, Jpa= 10,11 HZz € Jx=
2,42 Hz), 8,97 (d, 1H, Jyw= 2,42 Hz)
3 51,28 (dt, 6H, J = 2,63 Hz), 3,81 (quintet, 2H, J = 6,62 Hz)
4 0 6,74 (d, 1H, Jp= 9,65 Hz), 8,05 (dd, 1H, Jpa= 9,65 Hz e Jpi=
3,15 Hz), 8,90 (d, 1H, Jw= 3,15 Hz)
5 51,21 (t, 6H, J = 7,00 Hz), 3,98 (quintet, 2H, J = 7,21 Hz)

AF 5 6,53 (s, 2H)

AS 52,39 (s, 4H)
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Como descrito na segao dos materiais € métodos, item 3.4.3.2., a mistura
reacional da analise por 'H RMN foi extraida com acetato de etila para retirar o
2,ADNF e outras espécies neutras, e a fase aquosa foi acidificada para neutralizar os
acidos presentes e novamente extraida com acetato de etila. Entdo, o solvente foi
removido e a amostra foi derivatizada e preparada para analise em espectrometro
de massa (CG/EM). Para fins comparativos, o procedimento foi repetido para uma
amostra contendo os padrdes, cujo cromatograma (Figura 30) apresentou apenas
dois sinais nos tempos de retencdo (tr) de 12,17 e 12,70 min., os quais foram
identificados através do padrdao de fragmentacdo como os ésteres succinato e

fumarato de Bis(trimetilsilil), respectivamente.
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Figura 30. Cromatograma de CG/EM da mistura padréo de (AS) acido succinico
(tr=12,17 min.) e (AF) acido fumarico (trg=12,70 min.), previamente derivatizados.

A Figura 31 mostra uma ampliagao do cromatograma dos produtos da reagao
entre hidroxilamina e o diéster de fosfato na presenga de acido fumarico (AF). O
cromatograma contém apenas 3 sinais, com tg = 10,64, 12,07, e 12,66 min., sendo
que os dois primeiros possuem menos de 1% da area total. A partir do padrao de
fragmentacao, foi possivel identificar o éster do acido succinico (AS), do acido
fumarico (AF) e do fosfato de etila (FE), conforme indicado no proéprio

cromatograma.
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Figura 31. Cromatograma de CG/EM do produto da reagéo entre diéster, NH,OH e
acido fumarico em D,0, previamente derivatizado. Os sinais com tg=10,64, 12,07 e
12,66 min. correspondem aos ésteres Bis(trimetilsilil) etil fosfato (FE), Bis(trimetilsilil)
succinato (AS) e Bis(trimetilsill) fumarato (AF), respectivamente. Os
fragmentogramas dos AS e AF estdo apresentados na Figura 32 e 33, e do FE no
Apéndice M.

Nas Figuras 32 e 33 estdo apresentados, respectivamente, os
fragmentogramas para os ésteres trimetilsilii derivados dos acidos succinico e
fumarico, e também as estruturas moleculares dos sinais mais relevantes. Na Figura
32, observam-se como principais sinais Bis(trimetilsilil) succinato: (i) ion molecular de
m/z 264, (i) pico base de m/z 147, (iii) MesSi* de m/z 73 e (iv) o fragmento de m/z
147 é consistente com a quebra heterolitica do ion molecular. Enquanto que, para o
Bis(trimetilsilil) fumarato (Figura 33), os sinais foram caracterizados como (i) ion
molecular de m/z 259, (ii) pico base de m/z 245 e (iii) MesSi* de m/z 73. E ainda,
duas fragmentagdes importantes estédo ilustradas no grafico, as quais referem-se
aos sinais em m/z 147 e m/z 217.

E importante ressaltar que os fragmentos do diéster do &cido succinico
(Figura 32) contém 2 unidades de massa a mais que o acido padréo, isto devido a
reacao entre o 2,4DNFDF e a hidroxilamina ocorrer em D,0. Seguindo o mecanismo
proposto no Esquema 36, a diimina formada pelo ataque de uma segunda
hidroxilamina (ND,OD) sobre o intermediario O-fosforilado apresenta-se deuterada
(N2D2), e consequentemente, a redugdo do acido fumarico produz um acido
succinico deuterado. Este resultado torna o mecanismo proposto no Esquema 38
ainda mais consistente, ja que em solucao de D0, a hidroxilamina tem seus prétons

rapidamente substituidos por deutério.
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Figura 32. Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma (Figura 31) em
tr=12,07 min., indicado para ser o diéster do acido succinico deuterado (AS).
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Figura 33. Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma (Figura 31) em
tr=12,66 min., indicado para ser o diéster do acido fumarico (AF).



102

4.1.4. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados dos experimentos de 'H RMN e *'P RMN, UV/Vis e CG/EM
fornecem evidéncias importantissimas quanto a diferenca de reatividade dos
nucledfilos e, principalmente, quanto a sua participagdo no mecanismo de
transferéncia do grupo fosforila. Neste sentido, obteve-se evidéncias concretas que
a hidroxilamina é fosforilada no atomo de oxigénio durante a reagcdo com 2,4DNFEF,
levando a formacdo de intermediarios mais estaveis que os produzidos por
triésteres, como 2,4DNFDEF'*? e TANEP®. E esta evidéncia também pode ser
estendida para os demais derivados metilados da hidroxilamina, desde que o atomo
de oxigénio nao estiver metilado.

Entretanto, a formacdo do intermediario O-fosforilado ainda poderia ser
questionada como resultado do rearranjo a partir do intermediario N-fosforilado,
caminho “c” no Esquema 37, como observado para O,S-dimetil e O,O-dimetil
fosforoamidatos, por Mahajna e Casida'®. Todavia, esse mecanismo seria pouco
provavel, pois certamente nido seria tao rapido, uma vez que a caracterizagao de
hidrazina foi feita imediatamente apds o fim da reacdo.’®” Além disso, n3o ha
nenhuma evidéncia concreta para o caminho “b”, sendo que o ataque da forma
dipolar iénica da hidroxilamina sobre o 2,4DNFEF ¢ a explicacdao mais coerente para

o desvio significativo da O-metilhidroxilamina no grafico de Bronsted.
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Assim, a partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se sugerir um

mecanismo que envolve a espécie dipolar ibnica da hidroxilamina e o éster de

fosfato, passando por um estado de transicdo mais dissociativo, conforme mostra o

Esquema 38.
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4.2. ESTUDO DA INCORPORACAO DE iONS EM MICELAS
ZWITERIONICAS DE SULFOBETAINAS

A seguir sera apresentado um efeito diferenciado na incorporagdo de anions
sobre micelas zwiteribnicas de sulfobetainas. Este efeito diferenciado dos anions na
pseudofase micelar da SB3-14, bem como a atragcdo de cations para a sua
superficie (Esquema 39) foram observados nos estudos cinéticos de hidrélise acida
do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD), nas medidas de potencial zeta obtidos a
partir da técnica de eletroforese capilar, nas medidas de espectroscopia de
fluorescéncia e na titulagdo acido-base do 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinio (CDP).
Também serao apresentadas algumas relagdes lineares de energia livre envolvendo
dados experimentais, com o intuito de proporcionar uma maior compreensao, como

também reforcar as explicagdes para este efeito até entdo desconhecido.

D _“Q
Ligac&o Anion v~y Atracé&o Eletrostatica
Especifica ‘ B de Cations

Zwiteridnica Atracéo de Cations

* Imagem: Ménica Renneberg da Silva

Esquema 39
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4.2.1. ESTUDO POR ELETROFORESE CAPILAR

As medidas de mobilidade eletroforética (ue) das micelas zwiteribnicas (SB3-
14) na presenga de diferentes concentragbes de sais foram obtidas, conforme
descrito na seccao 3.6., e os valores estdao apresentados no Apéndice N. Ja, os
dados de mobilidade podem ser relacionados diretamente com o potencial zeta ()

101, 158

utilizando a equagao de Henry (Eq. 25) , NOS casos em que o valor do potencial

zeta ndo é muito alto.

Cn= Ue 7/ & & f(x Rm) (25)

Na equacao 25, (i, € o0 potencial zeta da micela (mV), n é a viscosidade do meio
(0,89 x10° Pa.s )'*°, f(x Rm) corresponde a funcédo de Henry's, x é o parametro de
blindagem de Debye-Hiickel (m”), Rm € o raio esférico da micela (m), e & € &
correspondem a permissividade relativa no vacuo e no solvente ( 8,854 x 1072
C2’N'm? e 78)® ' respectivamente. O raio (Rm), descrito na literatura para
micelas de SB3-14 é de 26 A, e este valor é condizente com os raios de 21, 23,4 e

27 A para as micelas com cauda de 10, 12 e 16 carbonos’> %' 13°

, respectivamente.

Em todos os casos, o valor do potencial zeta é corrigido pela funcdo de Henry
(f(x Rm)), conforme pode se observar na Equagao 25. Entretanto, o valor da fungao
varia ao longo do experimento, pois o parametro de Debye-Huickel (x) aumenta de
1,83 x10® m™ para 6,91 x10® m™” com o aumento da forca idnica de 0,003 M para
0,043 M. Consequientemente, o termo (x Ry) para micelas de SB3-14 varia de 0,47
para 1,80 e com a aplicacdo da aproximagdo de Ohshima'®® sobre estes (Eq. 26),
determinamos a variacdo de f(x Ry), para toda faixa de concentracdo de sal

estudada, entre 0,67 a 0,68.

2, !

26
3| 2(+[25/kR_(1+26 ¥ (26)

f(xR,)=

Assumindo que o raio da micela é pouco afetado pela adigdo de sal'®,

conforme pode ser comprovado em experimentos de fluorescéncia, onde é
observado um pequeno efeito no numero de agregagdo com o aumento da

concentracdes de sal até 0,1 M® 135187 (ver secgdo 4.2.2.), entdo o efeito da forga
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ibnica sobre o potencial zeta pode ser desconsiderado e o valor de f(x Rny) fixado
em 0,675.

Na Figura 34 estd apresentado o grafico de potencial zeta () para micelas
de SB3-14 em fungcdo do aumento da concentragao de ions. Pode-se observar uma
diminuicdo significativa no potencial zeta com a agregagao de sal, indicando que a
superficie da micela esta tornando-se cada vez mais anidnica até atingir um maximo,
onde o potencial zeta ({max) € constante, a superficie da micela esta saturada de

anions e o valor de potencial zeta € aproximadamente igual ao potencial eletrostatico

(é,maX= l//O )162

Estes resultados mostram uma incorporacdo diferenciada de anions na
micela. Por exemplo, o anion perclorato diminuiu o potencial zeta de préximo de
-0,69 mV, valor encontrado na presenca de 3 mM de tetraborato de sédio, para um
valor de -58 mV enquanto que o fluoreto s6 atinge um valor de -1,90 mV. Os
resultados indicam que a incorporagao dos anions nao ocorre unicamente por um
efeito eletrostatico, onde se esperaria a mesma variagao de potencial para anions de
mesma valéncia. Portanto, ha um comportamento altamente especifico para cada

ion quando na presenga de micelas zwiteridnicas.

-60

-50

m
1
A
o
|

-30

-20 4

Potencial Zeta (¢ ), mV

-10

o0 | BB= =i = >
T T T T T T T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

[Sal], 10% M

Figura 34. Grafico de potencial zeta ({m) em fungdo da concentragcédo de sais: NaF
(®); NaOH (O); NaC,H30; (%); NaCl(H); NaBr(A); NaNO3(¥); Nal (V); NaBF4(A);
NaC;H7;SO3 (K); NaSCN (<); NaClO4(®); e NaPFg(O), na presenca de SB3-14
(0,05 M) e tetraborato de sédio (3,0 x10™ M), a 25 °C e pH=9,0. Os dados de
potencial zeta () estdo apresentados no Apéndice N.
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Considerando que a concentragao micelar critica da sulfobetaina SB3-14 é
baixa (2,75 x10™* M) 1% ¢ que o efeito do eletrdlito sobre ela seja insignificante,
pode-se ajustar a dependéncia do potencial zeta micelar ({n) em fungcdo da

incorporagao de diferentes anions por uma isoterma de ligagao® "% '*° (Eq. 27),

_ CmaxBlanion]

(27)
1+B[anion]

-

onde, {max € um termo especifico para cada anion (mV), que esta relacionado com o
limite maximo de anions na superficie da micela, e B descreve a variagao total do
potencial na superficie da micela em funcédo da agregacao dos anions (Constante de
associacdo de Langmuir).®® ' Os valores de (max € B calculados para os anions

estudados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros calculados a partir do potencial zeta para o efeito de
incorporacao de diferentes anions em micelas de SB3-14.

Anion Emaxs MV B, M" AG®, kJ.mol™ Panion
Hexafluorofosfato -78,1@ 150 -12,7 167,8
Perclorato -69,8 134 -11,4 99,3
Tiocianato -64,9 114 -10,6 71,9
Tosilato -61,5 106 -9,99 56,2
Tetrafluoroborato -59.,4 105 -9,65 49,0
lodeto -52,7 102 -8,60 32,1
Nitrato -32,9 64 -5,35 8,7
Brometo -27,7 62 -4,50 6,1
Cloreto -17 1 36 -2,78 3.1
Acetato -3,2 - -0,53 1,2
Hidroxido -2,0 - -0,33 1,1
Fluoreto -1,7 - -0,28 1,1

@ Valores estimados

Os valores de B nao sao muito sensiveis aos anions (Tabela 8), mudando

apenas por um fator de aproximadamente quatro vezes. Nao foi possivel estimar
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valores confiaveis de B para anions mais hidrofilicos, devido principalmente a
pequena variagao em (. Assim, os valores de (max apresentados para acetato,
fluoreto e hidroxido correspondem ao {, na presenca de 0,04 M do correspondente
anion e devem ser considerados como valores aproximados. Ja o valor de {nax para
o anion hexafluoreto foi obtido por extrapolagao sob condigdes em que a variagao da
concentracao do ion foi limitada (Figura 34) por dificuldades experimentais, e assim
o valor apresentado é apenas uma aproximagao.

Apesar das aproximagdes, pode-se observar que o valor maximo de {, é
fortemente dependente da natureza dos anions, e esta afinidade diferenciada pela
micela zwiteridbnica de SB3-14, sugere que interagcbes anion-especificas controlam
as propriedades da interfase micelar. Isto pode ser comprovado, comparando a
pequena variacdo do potencial zeta devido a pouca incorporacdo de anions
hidrofilicos, como F e OH, com a grande variagdo provocada pela maior
incorporagao de anions grandes e com baixa densidade de carga, como o PFs e o
ClO4 (Figura 34).

Outro exemplo é o anion tosilato, que por ser um anion grande e polarizavel,
possui alta afinidade por agrupamentos catibnicos de surfactantes derivados de
trimetilaménio. Estes efeitos também podem ser observados em outros anions
organicos derivados de compostos aromaticos.'® 1% E importante salientar que esta
mesma ordem de especificidade dos anions, na sua afinidade pela superficie das

micelas de sulfobetainas, foi observada por Beber e col.'®’

em experimentos
utilizando eletrodos ion seletivos.

Assim, os valores de B e {max (Tabela 8) estdo de acordo com dados descritos
anteriormente para Br e ClO4 em micelas de sulfobetaina, que indicam uma ordem
que segue a série de Hofmeister'®®, onde a incorporacdo dos anions é limitada por
um equilibrio entre (i) a interagdo anion-anion, onde o aumento de carga negativa na
pseudofase micelar restringe a incorporagéo, e (ii) a interacdo que o anion faz com o
grupo catidénico da cabega polar.’®® '®" Portanto, anions menos hidratados sdo mais
facilmente incorporados e, com relacdo a mobilidade, tornam as micelas
zwiteridnicas similares com as micelas anidnicas.'®’

Os valores de (max também podem ser relacionados com a energia livre de

particdo dos mesmos anions, conforme descreve a Equagao 28,
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AGC =zF¢ (28)

max
onde, F é a constante de Faraday (9,65 x10* C.mol™)'®, e z ¢ o valor da carga do
ion, cujo valor é 1,0 para os ions estudados. Os valores calculados para a energia
livre de transferéncia dos anions (AG%, kJ.moI'1) da solugdo aquosa para a
pseudofase das micelas de SB3-14 estado incluidos na Tabela 8, juntamente com os
coeficientes de particdo para todos os anions (Panion), Obtidos a partir dos dados de
AG®; utilizando a Eq. 29.
~AGY

P _gf (29)

anion

) eTéa

onde, R é a constante universal dos gases perfeitos (8,314 J.K".mol™
temperatura (298,15 K).

Estes resultados sao coerentes com os dados de potencial zeta e com a série
de Hofmeister, reforcando a idéia de que anions grandes e mais hidrofébicos se
incorporam com maior facilidade a pseudofase micelar do que anions pequenos e
mais hidrofilicos. Este tipo de comportamento esta relacionado com as
caracteristicas dos proprios anions em solugcao, pois quanto mais volumosos, mais
distribuida estara a carga e, consequentemente, menor sera a esfera de hidratagao.
Deste modo, a energia de transferéncia da fase aquosa para a superficie da micela
€ diminuida e o anion apresenta valores de coeficiente de particdo mais elevado.

A relacdo entre a esfera de hidratagdo e a incorporacdo dos anions na
superficie micelar pode ser também visualizada na Figura 35, que mostra uma
relagdo linear entre a variagdo de energia livre de transferéncia (AG%) e a variagdo
da energia livre de hidratagao (AGOhid)167.

Apesar das energias livre de hidratagao para os anions tosilato e hexafluoreto
nao estarem disponiveis na literatura, foi possivel obter uma correlagao
razoavelmente boa com os dados tedricos, Figura 35. Esta relagdo indica
novamente que a série de Hofmaister esta relacionada com a natureza da esfera de
hidratagdo dos ions. Ou seja, um anion pequeno e fortemente hidratado, necessita
de muita energia para perder as camadas de solvatacdo e por isso, transfere-se
menos para a pseudofase da micela que anions grandes e pouco hidratados, onde a

barreira energética para a desidratagdo é menor.
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Figura 35. Grafico de energia livre de transferéncia (AG°%) de anions da fase
aquosa para a superficie de micela zwiteribnica de SB3-14 em fungédo da energia
livre de hidratagdo (AG%q)"®".

Na sequéncia, sera apresentado o estudo por espectroscopia de
fluorescéncia, envolvendo a determinacédo do numero de agregacaéo de micelas de
SB3-14 na presenca e auséncia de sais, com o objetivo de verificar se a

incorporacao de anions promove mudancgas na superficie da micela.
4.2.2. ESTUDO POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Como discutido anteriormente, quanto maior as constantes de incorporagao
(B) maior sera a diminuigdo do potencial zeta, isto devido ao alto grau de associagao
dos anions na pseudofase da micela.”® '®2 Portanto, é necessario o estudo para
verificar mudangas na superficie promovidas pela presenca de sais.

A Figura 36 mostra o efeito de dois &nions sobre a variagdo da intensidade
fluorescente em fungcdo da concentracdo do agente supressor (4-carboxi-1-n-
dodecilpiridinio, CDP), a temperatura ambiente (23,0 £ 2,0 °C). Pode-se observar
que a razao lo/l aumenta com o aumento da concentragao do supressor (CDP), isto
porque ele promove a diminuigdo da intensidade de fluorescéncia do pireno (I) na
medida que é incorporado a micela, tornando o termo lo/l cada vez maior. O grafico

também mostra que a supressao da fluorescéncia ocorre de forma semelhante para
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os experimentos que utilizaram sais de perclorato e tosilato, bem como para os

experimentos na auséncia de eletralito.

In(lo/1)

T T T
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
-4
[CDP_1,10*M

Figura 36. Influéncia da concentragcdo do CDP na intensidade fluorescente do
pireno (2,0 x10° M), em solucdes livre de sais contendo 0,05 M de SB3-14 (A) e

com sais de (W) perclorato de sédio (0,05 M) ou (®) tosilato de sédio (0,05 M). Os
dados estédo apresentados no Apéndice O.

As regressdes lineares obtidas através da Eq. 20" ™% %8 permitem
determinar numeros de agregacdo (Nag) similares para os 3 sistemas estudados
(aproximadamente 61 + 2), demonstrando que o efeito dos anions no numero de
agregacao é pequeno, e pode ser negligenciado. Por conseguinte, pode-se deduzir
que o tamanho das micelas de SB3-14 saturadas com os sais de tosilato e
perclorato, permanecem aproximadamente constantes. Estes resultados também
foram observados em experimentos utilizando diferentes micelas de sulfobetainas
com NaOH, NaCl, NaClO4 e NaNQ;.”8 84 159. 161

() LCOPIY -
I ) [Det,]-CMC

De acordo com esses dados e os de eletroforese capilar, sabe-se que a

superficie das micelas zwiteribnicas de sulfobetainas tornam-se mais anibénicas com



112

o0 aumento da concentragcado de ions. Entretanto, permanecem questionamentos em
relacdo a: (i) estes efeitos podem ser observados por outras técnicas? e; (ii) os
cations presentes no meio, se transferem para a micela ou permanecem em
solugdo? Com o intuito de responder estas perguntas, realizou-se o estudo cinético
da hidrélise acida de um dioxolano de cadeia longa em presenga de micelas de

sulfobetainas e diferentes sais, cujos resultados serdo apresentados na sequéncia.
4.2.3. ESTUDO CINETICO POR ESPECTROFOTOMETRIA DE UV/Vis

Neste estudo cinético, foi avaliada a influéncia de diferentes anions na reagao
de hidrélise acida do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD, Esquema 24) na
presenca de solugdes micelares de sulfobetainas. Esta reacdo deve ocorrer na
interface micela/agua ja que a cadeia apolar do substrato tende a inserir-se dentro
da micela deixando o grupo polar préoximo aos grupos cabega da sulfobetaina. O
valor da constante de associagédo (Ks) deste substrato deve ser semelhante aquela
determinada para a incorporagcéo do 2-(p-nonoxifenil)-1,3-dioxolano em micelas de
SDS', onde foi determinado um valor de 1500 M™" a 25 °C.

HO

—sz@_i] + H,0 i»_(_/f@_(: + j

HO

Esquema 24

A lei de velocidade para esta reagdo (Esquema 24) mostra que a mesma é
de primeira ordem em relacdo ao substrato e de primeira ordem em relagéo a
concentragdo de acido local. Quando acompanhada na auséncia de surfactante,
apresenta uma constante de velocidade de segunda ordem, a 25 °C, de ky =34 £ 3
M™.s" e ndo ¢ afetada com a adigéo de 0,1 M de NaCl, NaBr, NaNO; ou NaClO,. Ja
a reacao de hidrdlise acida do 2-(p-metoxifenil)-1,3-dioxolano, acompanhada em
misturas de solvente agual/dioxano (1:1), apresenta uma constante de segunda
ordem a 25 °C (ky = 9,76 M".s™")'?® semelhante aos dados obtidos em agua (ky =
11,6 M".s™)"° sugerindo uma reatividade semelhante para os dioxolanos nestes
meios. Quando a reagao € realizada em presencga de agentes tensoativos anidnicos,

como dodecilsulfato de sddio (SDS) ou dodecilfosfato de sédio (PDS), a reagao é
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acelerada cerca de 3 vezes.'® ! Assim, como o mecanismo de catalise acida dos
dioxolanos & bem conhecido, a reacdo de hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-
dioxolano (HFD) foi escolhida como sonda para caracterizar o efeito dos sais na
superficie de micelas de sulfobetainas.

Na Figura 37A esta apresentado um conjunto de espectros de UV/Vis tipicos
para a reagao de hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD, 1,10 x10° M) na
presenca de acido cloridrico (HCI, 5,0 x10 M) e micelas de sulfobetaina (SB3-14,
0,05 M) a 25 °C. Observam-se dois pontos isosbésticos em 225 nm e 241 nm, e
entre 241-320 nm ocorre o aparecimento da banda de um dos produtos da reacao o
p-heptoxifenilbenzaldeido com Amax €m 286nm, conforme indicado pela seta. Em (B),
esta apresentado o aumento de absorbancia, em 286 nm, em fungcdo do tempo de
reagao, cujo ajuste tedrico se correlacionou perfeitamente com a equagao para

reacdes de primeira ordem.
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Figura 37. (A) Espectros sucessivos de UV/Vis da reacdo entre HFD (1,10 x10° M)
e acido cloridrico (HCI, 5,0 x10° M) a 25 °C e na presenca de micelas de
sulfobetaina (SB3-14, 0,05 M) (B) Absorbancia em Anax=286 nm versus o tempo da
reacao (Esquema 24). A linha corresponde ao ajuste tedrico, considerando uma
reacao de primeira-ordem.

Inicialmente, acompanhou-se a formagéo do p-heptoxibenzaldeido (Esquema
24) em fungdo do aumento da concentracdo de diferentes acidos inorganicos (HCI,
HBr, HNO3; e HCIO4), na presenca de SB3-14 (0,05 M) e a 25 °C (Figura 38).
Observa-se um aumento diferenciado na constante de velocidade de reagao (kobs)
para uma concentracao idéntica de acido, na ordem de HCIO4 > HNO3 > HBr > HCI.

Esta diferenca pode ser constatada a partir da inclinagdo da reta, onde todos os
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valores observados (HCIO4 = 1,62, HNO3 = 1,26, HBr = 1,21, e HCI = 1,16) séo

maiores que o observado para a mesma reagao em agua com HCI (1,0).
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Figure 38. Grafico de log kops para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10®° M) em funcao de log [acido (HX)]; sendo X=CI (m); X= Br (A); X=

NO;3; (V) e X=ClO4 (®), na presenca de SB3-14 (0,05 M) e a 25 °C. Os dados estéo
apresentados no Apéndice P.

Os resultados indicam que o aumento da acidez na pseudofase micelar nao é
proporcional ao aumento estequiométrico da concentragdo de acido no meio.
Fendmeno intrigante, que pode estar relacionado a efeitos especificos dos diferentes
anions'?" 135 181 " conforme mostram os dados de potencial zeta e coeficientes de
particdo (Tabela 8). Assim, a interacdo dos ions hidrébnio com a superficie das
micelas deve depender de efeitos de carga e também da natureza dos anions,
conforme sera apresentado na sequéncia do trabalho.

A Figura 39 mostra a variagdo da constante de velocidade observada para a
reacdo de hidrolise acida do HFD, a 25,0 °C, em funcdo do aumento da
concentracado de SB3-14, na presenca de 1,0 e 5,0 mM de HCI. Pode-se observar no
grafico que acima de 20 mM de surfactante, a constante de velocidade (kops) quase
nao apresenta variacdo. Entretanto, abaixo desta concentragao a inibicdo da reacao
€ de aproximadamente 30 vezes. Estes resultados confirmam que o substrato (HFD)
tem grande afinidade pelos agregados micelares, ja que apds permear para o

interior da micela, a catalise acida promovida pelos ions hidrénio diminui, devido a
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sua baixa afinidade pela pseudofase micelar. Assim, a diminuicdo inicial na
constante de velocidade corresponde a incorporagao do substrato, e na regiao de

patamar a pequena variagao de kops € em decorréncia da diluicado do HFD.
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Figura 39. Variagdo da constante de velocidade observada (kqps), para a hidrélise
do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD, 1,10 x10° M) em funcdo da concentragao

de SB3-14, na presenca de HCI (O0) 1,0 x10° M e (®) 5,0 x10> M e a 25,0 °C. Os
dados estao apresentados no Apéndice Q.

Nota-se também, que o perfil de inibicdo para a reacido de hidrolise com 1,0
ou 5,0 mM de HCI é similar, apesar das curvas partirem de pontos diferentes, o qual
€ determinado pela concentragdo de acido em agua pura. Isto vem corroborar o que
foi dito ha pouco: que o aumento da acidez na pseudofase micelar ndo é
proporcional ao aumento estequiométrico da concentragdo de acido no meio,
indicando que a reatividade, neste caso, esta sendo controlada pela diluicdo do HFD
na superficie das micelas.

Este efeito também pode ser observado em outras sulfobetainas, porém a
inibicdo da reacao ocorre de forma menos acentuada na medida que a cauda se
torna mais curta (Figura 40). Este comportamento pode ser explicado pelo
diminuicdo na concentragao micelar critica (CMC) que é 16,60 mM, 2,10 mM e 0,29
mM para SB3-10, SB3-12, e SB3-14, respectivamente®" 1% %% Assim, o nimero de

agregados micelares em determinada concentragdo de surfactante € maior para
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SB3-14 do que para a SB3-10, o qual promove uma maior incorporagao do

substrato, inibindo assim que ele seja hidrolisado na fase aquosa.
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Figura 40. Grafico de -log kops para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10™° M) em fungdo da concentracdo dos surfactantes: X=10 (®); X=12

(A); e X=14 (W), na presenca de HCI (5,0 x10° M) e a 25,0 °C. Os dados estdo
apresentados no Apéndice R.

Em todos estes experimentos o0 numero de agregagao, com valores de 61
(67), 56 e 50 para SB3-14, SB3-12, e SB3-10, respectivamente®® 19 1% foi
considerado constante. Apenas, aparentemente ha uma maior incorporacdo do
substrato para agregados de cadeia mais longa, conforme mostra o grafico da
Figura 40. Porém, quando é acompanhada a variagdo de k. em funcdo da
concentracdo de SB3-14 na presencga de perclorato de sédio e/ou hexafluorofosfato
de sodio, o comportamento cinético sofre alteracao (Figure 41).

A Figura 41 mostra a variagdo da constante de velocidade relativa (k) para
a reacao de hidrélise acida do HFD em funcdo da concentracido do surfactante SB3-
14, na auséncia e presenca de sais. Pode-se observar que o decréscimo na
constante de velocidade da reagdao na presenca de 0,05 M de NaClO4, se torna
menos pronunciado quando comparado com a reagao sem sal. Ou seja, o perclorato
de sédio promove um aumento na velocidade de hidrdlise quando comparada com a
reacao livre de sal, que pode chegar a aproximadamente 18 vezes na regiao do

patamar. Este resultado fica ainda mais impressionante, cerca de 121 vezes quando
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se tem uma mistura reacional de 0,05 M de NaClO4 e 0,1 M de NaPFg, sendo que a

velocidade da reacao neste ponto esta muito préxima da reagédo em agua pura.

0,00

0,25

0,50

0,75

rel

1,00

- log k

1,25
1,50

1,75

2,00 1 . , . , . , .
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

[SB3-14], 10° M

Figure 41. Grafico de ki para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD,
1,10 x10° M) em funcdo da concentragdo de surfactante SB3-14, na presencga de

(m) HCI (5,0 x10° M); (O) HCI (5,0 x10° M) e NaClO4 (0,05 M); (®) HCI (5,0 x10°
M), NaClO4 (0,05 M) e NaPFs (0,01 M), e a 25,0 °C. Os dados estdo apresentados
nos Apéndices Qe S.

Estes resultados indicam que os anions permeiam para a pseudofase micelar
deixando a superficie do agregado mais anidnica e, consequentemente, os ions
hidrénio sdo atraidos para a fase micelar aumentando a velocidade da reagao de
hidrolise descrita no Esquema 24. Desta forma, os dados de eletroforese capilar e
coeficiente de partigdo, concordam com os resultados mostrados na Figura 41 e 42,
em que a incorporacao € dependente e especifica para cada anion.

Na Figura 42 observa-se a variagao da constante de velocidade relativa (kel)
para a hidrolise do HFD em funcdo da concentragdo dos diferentes sais, na
presenca de 0,05 M de SB3-14 e a 25 °C. O aumento na velocidade da reacéo é
uma evidéncia que o ion PFg, ClIO4 e I se ligam mais fortemente a micela, por
serem ions volumosos e menos hidratados que os demais ions. Esta incorporagao
deixa a superficie da micela mais anidnica, e atrai proporcionalmente uma maior
quantidade de ions hidronio (H3O"), catalisando assim a reagdo. Os resultados

mostram que os ions ligam-se mais fortemente a micela na ordem de PFg > CIO4 > I’
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> C;H;SO3 > BF4 > NO3 > Br > CI', ordem que segue os valores de energia livre de

hidratacdo e sédo consistentes com a série de Hofmeister.

O
@)

1,6 - o

rel

log k

I —
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
2
[Sal], 102 M

Figure 42. Grafico de log k. para a hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10”° M) em fungao da concentragdo de NaCl (m); NaBr (A); NaNOs (V);

NaBF, (A); NaC7H;SO3; (K); Nal (V); NaClO, (®); NaPFg (O), na presenca de SB3-
14 (0,05 M), HCI (5,0 x10° M) e a 25,0 °C. O dados estdo apresentados no
Apéndice T, no qual o valor de kops=2,50 x10°s™" corresponde a [Sal]=0.

Os resultados descritos acima sao consistentes com observacdes na reagao
de ataque nucleofilico do ion iodeto sobre o metilnaftaleno-2-sulfonato na presenca
de sulfobetainas, que mostraram uma diminui¢cao do potencial zeta com a agregacéao
de Kl, como também um aumento de 46 vezes na constante de velocidade de
reacdo em 0,05 M de SB3-14 e 0,01M de KIl, quando comparado com a mesma
reacdo em agua.'®

Para o tratamento dos dados cinéticos foi utilizado o modelo da pseudofase,
onde a ligagcdo do substrato organico e os demais ions sobre a superficie micelar
podem ser analisados como uma particdo entre duas pseudofases, a micelar e a
aquosa. Para tanto é necessario fazer algumas consideragdes, conforme segue.

A reacgao de hidrélise acida do HFD em meio aquoso é mais rapida do que na
presenca de micelas (Fig. 39 e 40) e o valor da constante de ligagdo (=1500 M™")'®®
garante que o substrato estd totalmente incorporado na micela nas condi¢des

estudadas. Assim, podem-se negligenciar as contribuigbes da reagao em e com
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agua. Os valores de CMC para as sulfobetainas sdo bem conhecidos e com
excecdao da SB3-10, pode-se considerar que os tensoativos estdo totalmente

micelizados. Com estas consideragdes Kqps € dado pela Eq. 30,

Kops = K3 [H+]w Zieo + K3 [H+]m Xho (30)

onde ' € o S30 as fragdes molares do substrato organico na micela e na
agua, respectivamente, ou seja, y.p, =Ks[SB]/(1+Ks[SB]) e xio =1- 1o OS
termos k) e k," sdo as constantes de velocidade de segunda ordem para as

reacbes nas pseudofases micelar e aquosa, respectivamente; [H']w € a
concentracéo total de acido e [H*]m € a concentracéo local de ions hidrénio ligada,
em funcao do volume da regido de reacao na interfase micelar.

O termo [H']m ndo pode ser quantificado diretamente, mas deve aumentar com
o0 aumento da concentragao de anions presentes nas pseudofase micelar. Assim, ele
€ proporcional e pode ser relacionado com a concentragdo molar de anions em
funcdo do volume molar da regidao de reacgao [X']n € este, determinado em fungao do

volume total de solugéo pela Eq. 31.

[XTm = [XTig / (Vm [SB]) (31)

Nesta equacdo, Vi, € o volume molar da regido de reagdo na interfase micelar,
geralmente citado na literatura com valores entre 0,14 e 0,37 dm>.mol” "®, [SB] é a
concentragdo de surfactante micelizado (M) e [X7ig € a concentragdo de anions
ligados em termos do volume total de solugéo, que pode ser descrito pela isoterma

de Langmuir (Eq. 32) para solugdes que se encontram diluidas.

Qmax KL [X_]tot
1+ K [X] o

X1, = [SB] (32)

O simbolo 6nax € a ocupagdo maxima de ions na superficie micelar, [SB] é a
concentragdo de surfactante micelizado (M), KL € a constante de associagdo de
Langmuir (M) e [Xwt € a concentragdo total de anions em solugdo. Assim, o ajuste
tedrico para as curvas de variagao de k em fungdo do aumento da concentracao de

sal (Figura 42) foi obtido utilizando a Equagao 33, derivada das Eq. 30, 31 e 32,
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apresentando, em todos os casos, coeficientes de correlagao maiores que 0,999. Os

parametros obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

— km gmax KL [X_]tot (33)

T VL (14K X )

Para poder ajustar os dados € necessario utilizar um valor variavel de Omax €
um valor de Vi, que pode ser fixado em aproximadamente 0,14 M™.'% %" Como a

concentragdo de surfactante é constante (0,05 M), foram utilizados valores

constantes de k," e KL em todos os casos e foram calculados os valores de Omax.

(Tabela 9).

Tabela 9. Parédmetros obtidos a partir do ajuste dos dados da reagao de hidrolise do
2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD, 1,10 x10° M) em funcdo do aumento da
concentragdo de diferentes sais, na presenca de SB3-14 (0,05 M), HCI (5,0 x10™ M)
e a 25,0 °C.

Sal* Omax Sal* Omax
NaPFg 0,46 NaBF4 0,10
NaClO4 0,27 NaNO3 0,04
Nal 0,15 NaBr 0,03
NaC;H;SO3 0,13 NaCl 0,02

“k'=18,21M"s”, V=014 M" e K= 19,60 M”

Mais estudos sao necessarios para confirmar a hipétese de trabalho utilizada
no tratamento dos dados, principalmente levando-se em consideragao que nao ha
uma correlagéo teoricamente estabelecida entre a ligacdo de H* e a ligacdo de X na
superficie micelar, sem considerar que o aumento da forga ibnica pode provocar
uma diminuicéo do coeficiente de atividade destes ions'°.

Na sequéncia, serdo apresentadas as titulacdes acido-base do 4-carboxi-1-n-
dodecilpiridinio na presenca de 0,05M de SB3-14, HCI e NaClO4, quantificando o
aumento da concentracédo de acido na pseudofase da micela da sulfobetaina com o

aumento da concentracédo de sal no meio.
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4.2.4. TITULAGAO POTENCIOMETRICA E ESPECTROFOTOMETRICA

Para quantificar a incorporacdo de protons na superficie das micelas de
sulfobetaina, foi utilizado o 4-carboxi-1-n-dodecilpiridinio (CDPH*) como sonda
acido-base, cujas espécies protonada e desprotonada do anfifilico estédo

representadas por CDPH* e CDP, respectivamente (Esquema 22).

O — (@) —
@ : i/ Ka @ : i/
_ . N +
Ho>_<\3N 11 O>_<\3 1 F H

CDPH* CDP

Esquema 22

Os pontos vazados da Figura 43 mostram a diminuicdo da absorbancia em
250 nm, em fungao da diminuigéo do pH lido na solugao micelar de SB3-14 (0,05 M)
sem sal. Considerando que toda a sonda (8,0 x10° M) esta incorporada nos
agregados micelares, a variagdo da absorbancia indica a protonagdo da forma

zwiteridnica do CDP na interfase micelar com o aumento da concentracéao de HCI.
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Figura 43. Gréafico da absorbancia do CDP (8,0 x10° M) em 250 nm em funcéo do

pH medido (O) e do aumento da concentragdo de NaClO,4 (®) na presencga de HCI
(1,0 x10° M), SB3-14 (0,05 M) e a 25 °C.
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Estes resultados sdo coerentes com os dados cinéticos observados na Figura
38, em que a constante de velocidade observada aumenta com o aumento da
concentracdo de HCI no meio. Aplicando-se a Equagao 34 sobre estes pontos,

obtém-se um ajuste tedrico com coeficiente de correlagdo maior que R > 0,99 e uma
constante de dissociagéo aparente (pK>) para o CDPH" igual a 1,80 + 0,03. Este

valor é ligeiramente superior aos 1,77 + 0,03 obtido com a titulagdo sob as mesmas
condicdes, mas na auséncia de surfactante, indicando uma pequena influéncia do

meio micelar no pKa da sonda.

a CDP a Absinicia
pH,, =pK;* +log (M] =pK:® +log (Tslj (34)

Os pontos sélidos da Figura 43 representam a variagdo da absorbancia em
250 nm (a 25 °C) com o aumento da concentragédo de perclorato de sodio, em uma
solugdo contendo HCI (1,0 x10° M) e SB3-14 (0,05 M). Observa-se uma drastica
diminuicdo na absorbancia em funcdo da protonagcdo do DPC, indicando um
aumento da acidez na pseudofase micelar pela incorporagao de ions hidrénio do
meio. Esta mudanca do pH aparente na regido interfacial das micelas de SB3-14
pode ser estimada a partir dos dados da Figura 43 com a Equacgao 34, conforme
pode ser observado na Figura 44.

Os dados da Figura 44 mostram um aumento da concentragdo dos ions
hidrénio na pseudofase micelar com a adicdo de perclorato de sédio. Efeito que
pode ser explicado através da ligagdo do perclorato na micela, que aumenta
acentuadamente o carater anidnico da superficie, atraindo assim os protons da
pseudofase aquosa para a micelar. Contudo, poderia-se pensar que este efeito é
provocado pelo meio apolar, que causa um efeito significante no equilibrio acido—

base conforme ocorre na presencga de solventes apolares,’”* "

porém a quantidade
de agua na regido interfacial ndo é baixa,'”* e o efeito deste meio deve ser muito
menos importante que a transferéncia do préton,® a qual é controlada por difus&o.
Os resultados da titulagao acido-base do CDP na presencga de perclorato de
sodio em meio micelar, concordam com os dados obtidos nos experimentos
cinéticos e de eletroforese capilar para este mesmo sal. Além disso, titulagdes
recentes utilizando um novo tipo de surfactante zwiteribnico derivado do imidazol e

sais como NaCl, NaBr, NaNO3;, NaBF4, NaC;H;SOs, Nal, e NaPFg foram realizadas
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sob as mesmas condigbes utilizadas para o perclorato de soédio, e apresentaram
diminuicdo do pH aparente na mesma ordem que a obtida nos experimentos
cinéticos da Figura 42, e portanto seguindo também a série de Hofmeister. Assim,
estes dados corroboram ainda mais a hipétese da incorporagdo anion especifica em
micelas zwiteribnicas, com posterior incorporacdo de cations por efeito

eletrostatico.'”®
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Figura 44. Grafico da dependéncia do pH aparente (pH,, ) calculado a partir da Eq.

34, em funcdo do aumento da concentracido de NaClO4 em solugdes contendo HCI
(1,0 x10° M) e SB3-14 (0,05 M).

4.2.5. CONSIDERAGOES FINAIS

140

Utilizando a equacéo de Eyring (Eq. 35) ™, e comparando as constantes de

velocidade na presenca e auséncia de sal, pode-se obter uma relagao direta entre a
mudanga na constante de velocidade relativa (k) para a hidrélise do HFD em meio

micelar, com a variagdo da energia livre de ativacdo (-AAG*), conforme a Eq. 36'*°,

-
Ink =1In Ko T —AG (35)
h RT

RTIn(k,)=-AAG™ (36)
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onde, k é a constante de velocidade, kg a constante de Boltzmamm (1,38 x10% J K
'), h é a constante de Planck (6,626 x10°* J.s), R é a constante molar para um gas
ideal (8,314 J.mol".K") e T a temperatura (298,15 K)."®

A hipoétese levantada neste trabalho de que a diminuigdo do potencial zeta na
superficie das micelas de sulfobetainas é provocada pela incorporagao de anions,
esta relacionada diretamente com a atracdo dos ions hidrénio da pseudofase
aquosa para a micelar. Isto € verificado nos dados cinéticos e, nos leva a propor que
a variacdo da energia livre de ativacdo (-AAG*) deve apresentar uma relagao linear

com a energia livre de transferéncia (AG®) (Figura 45).

10,0
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Figura 45. Grafico da variacdo da energia livre de ativagdo (AAG*) em funcdo da
energia livre de transferéncia (AG;) de anions da fase aquosa para a interfase
micelar.

A Figura 45 mostra esta relagao linear, com um coeficiente de correlagao de
0,9946. Observa-se também que a maior diminuicdo da energia livre de ativagao é
provocada pelos ions com maior facilidade para transferir-se da fase aquosa para o
interior da micela. Portanto, esta correlagdo € uma forte evidéncia de que o efeito
cinético ndo é consequéncia de uma mudang¢a morfolégica na micela, e sim de um

efeito ion-especifico.
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Os efeitos produzidos pelos ions em micelas de sulfobetainas sao exclusivos
para os tensoativos zwiteridnicos, porque, embora a adigdo de eletrdlitos aumente a
protonagcdo em solugdes superacidas, onde a escala de acidez de Hammett &
aplicavel, em solugdes diluidas com pHs maiores que 1,0 o efeito salino pode ser
desconsiderado. Ou seja, a adicao de sal ndo afeta significativamente a acidez de
uma solugdo de acido diluido, mas pode apresentar efeitos ion-especificos em
cinéticas contendo acidos fortes e moderadamente concentrados.'”®

Assim, os resultados obtidos por uma variedade de técnicas experimentais
(eletroforese capilar, UV/Vis, fluorimetro entre outros), fornecem evidéncias
suficientes para garantir a hipotese de que anions se incorporam de forma especifica
na superficie das micelas zwiteridnicas. O efeito ocorre apdés a micelizacdo e de
forma diferenciada, conforme determina a energia livre de transferéncia e a série de
Hofmeister. Neste sentido, a incorporacdo de anions deixa a superficie da micela
zwiteribnica mais negativa e promove, por efeitos eletrostaticos, a incorporacao de
cations, que podem promover um aumento da catalise acida como é o caso dos ions

hidrénio (Esquema 40).

Fase Aquosa Fase Micelar

fon Specifica fon Specifica +
Eletrostatica
®

LA

* Imagem: Moénica Renneberg da Silva

Esquema 40

Entdo, a adigdo de anions muda a superficie de micelas zwiteridnicas tanto na
carga como no empacotamento dos atomos, e isso afeta as propriedades dessas
superficies de uma forma inesperada, e importante para melhor compreender o

comportamento de membranas bioldgicas.
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5. CONCLUSOES

Em relagdo ao estudo do mecanismo da reacdo entre 2,4-dinitrofenil etil

fosfato (2,4ADNFEF) com a-nucledfilos, pode-se concluir que:

Ii.

fi.

iv.

A constante de velocidade na reagao de transferéncia do grupo fosforila para
hidroxilamina é 2 x10° vezes maior que para a agua. A espécie anidnica da
hidroxilamina é 705 vezes mais nucleofiica que a espécie neutra,
demonstrando uma grande diferenga de reatividade entre nucledfilos que
apresentam ou nao o efeito alfa;

a menor reatividade do derivado O-metilado da hidroxilamina, em relagao aos
demais alfa nucledfilos, sugere que o ataque nucleofilico ocorre
preferencialmente pelo atomo de oxigénio;

as relagdes lineares de energia livre mostram que a reagcdo segue um
mecanismo concertado com carater dissociativo e, no estado de transigcao, a
ligagdo entre o atomo de fésforo e o oxigénio do grupo de saida esta 77 %
rompida e 23 % formada em relag&o aos nucledfilos;

os resultados de RMN mostram a formagdo de produtos provenientes do
ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo (Sn2(P)) e sobre o carbono do
anel aromatico (SyAr). O ataque nucleofilico via mecanismo Sy2(P) ocorre
geralmente pelo atomo de oxigénio, sendo esta a rota exclusiva no caso da
N,N-dimetil-hidroxilamina que possui o nitrogénio mais impedido;

a identificacdo de intermediarios de reagdo a partir das técnicas de UV/Vis,
RMN e CG/EM, mostram a instabilidade destas espécies no meio e revelaram
que o ataque da hidroxilamina se da pelo atomo de oxigénio, e que o
intermediario O-fosforilado formado é rapidamente atacado por uma segunda
molécula de hidroxilamina gerando diimina e o &cido fosférico

correspondente.

Em geral, os resultados corroboram a hipétese de que em reagdes entre

ésteres de fosfato e hidroxilaminas, o oxigénio da espécie dipolar ibnica da

hidroxilamina é responsavel pelo ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo. Este
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resultado facilita o entendimento de reacdes de transferéncia do grupo fosforila em

sistemas quimicos e enzimaticos.

Em relacdo ao estudo da incorporacao de ions em micelas zwiteribnicas de

sulfobetainas, pode-se concluir que:

Ii.

fi.

iv.

as medidas de potencial zeta mostram uma afinidade diferenciada dos anions
pela pseudofase das micelas de SB3-14. As constantes de incorporagao e os
coeficientes de particdo calculados para cada anion seguem a série de
Hofmeister;

a relacao linear entre a energia livre de transferéncia e a energia livre de
hidratacao indica que a incorporacao dos anions na pseudofase € maior para
anions mais volumosos e pouco hidratados;

os dados de espectroscopia de fluorescéncia mostram que o numero de
agregacao das micelas de SB3-14 nao se altera com o a incorporagao de
anions, indicando que a superficie ndo sofre alteragbes morfolégicas quando
saturada por anions;

o aumento das constantes de velocidade observada para a reagdo de
hidrolise acida do HPD s&o consistentes com a diminuigdo do potencial zeta
na presenca de eletrolitos. Isto comprova que a incorporagéo de anions na
pseudofase da micela de SB3-14 é diferenciada, deixando a superficie com
carater aniodnico e consequentemente atrai os ions hidrénio para a superficie,
catalisando a reagao;

a titulacdo do CDP em meio micelar concorda com a hipétese de diminuicao
do potencial de superficie com a incorporacdo de anions, o que promove a

atracao de prétons para a interfase micelar.

Os resultados deste estudo mostram um efeito tipo “camale&o” para anions.

Efeito importante para melhor compreender as propriedades de surfactantes

zwiteridnicos quando em presencga de sais, e principalmente relacionar estes efeitos

ao comportamento de membranas bioldgicas.
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APENDICES

Espectro de '"H RMN (400 MHz) do 2,4-dinitrofenil etil fosfato de litio
(2,4DNFEF) em D,O a pD =9,0 e 25 °C.

Espectro de '"H RMN (400 MHz) do 2-(p-Heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD) em CDCl; a 25 °C.

Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma em tg=19,90
min., indicado para ser o 2-(p-Heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD).

Constante de velocidade observada (kobs) em fungédo do pH, para a
reacdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25
°C,u=1,0M (KCl) p/ pH=12 € u = 0 p/ pH>12.

Constante de velocidade observada (kops) para a reagdo entre
2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M), a 25 °C e em
diferentes concentragcdes de KOH, em fungcdo do aumento da forca
idnica (u).

Constante de velocidade observada (kops) para a reagdo entre
2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidréxido de potassio (KOH), a 25 °C e
u=1,0M (KCI).

Constante de velocidade observada (kobs), em fungdo da
concentragao de nucledfilos na reagao com o 2,4DNFEF, a 25 °C, u
= 1,0 M (KCI), [KHCOs3] = 0,01 M e pH = 9,0 (Dados de HOO" em
pH = 11,65).

Dados de 'H e *'P RMN dos produtos ap6s 20 min. de reago entre
2,ADNFEF (0.06 M) e D20 10% vv, a pH=13,0 e 25 °C.

Dados de 'H e *'P RMN dos produtos da reagdo entre 2,4DNFEF
(0.06 M) e NH20H (0,30 M) em D,0 10% wv, pH=7,0 e 35 °C.

Dados de 'H RMN dos produtos da reacéo entre 2,4DNFEF (0.01
M) e MeNHOH (2,03 M) em D,0, pH=9,0 e 25 °C.

Dados de 'H RMN dos produtos da reagado entre 2,4DNFEF (0.012
M) e Me;NOH (2,01 M) em D,0, pH=9,0 e 25 °C.

Dados de 'H RMN dos produtos da reagado entre 2,4DNFEF (0.012
M) e NH,OMe (2,02 M) em D,0, pH=9,0 e 25 °C.

Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma (Figura 18)
em tr=10,64 min., indicado para ser o fosfato de etila silanizado
(FE).
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Dados de mobilidade eletroforética (ue) para solugdes contendo
diferentes concentragdes de sais, SB3-14 (0,05 M) e tetraborato de
sédio (3,0 x10™° M), a 25 °C e pH=9,0.

Dados de intensidade fluorescente do pireno (2,0 x10° M) em
funcdo do aumento da concentracido de CDP em solugdo de SB3-
14 (0,05 M), na ausencia e presensa de tosilato ou perclorato de
sédio (0,05 M), a 23,0 £ 2,0 °C.

Dados de ks para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em fungdo da concentragdo de &cidos, na
presenca de SB3-14 (0,05 M) e a 25,0 °C.

Dados de kgps para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em funcdo da concentracdo de surfactante
SB3-14, na presenca de diferentes concentracées de HCl e a 25,0
°C.

Dados de kqps para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em funcdo da concentracdo de surfactante
SB3-X, na presenca de HCI (5,0 x10° M) e a 25,0 °C.

Dados de kops € log ki para a hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-
dioxolano (HFD, 1,10 x10™° M) em funcdo da concentracdo de SB3-
14, na presenca de NayPFg (0,01 M) e/ou NaClO4 (0,05 M), a 25,0
°C e HCI (5,0 x10° M).

Dados de kops © ki para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-
dioxolano (HFD, 1,10 x10™° M) em funcdo da concentragdo de sais,
na presenca de SB3-14 (0,05 M), HCI (5,0 x10° M) e a 25,0 °C.



Apéndice A. Espectro de '"H RMN (400 MHz) do 2,4-dinitrofenil etil fosfato de litio (2,4DNFEF) em D,O a pD = 9,0 e 25 °C.
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Apéndice B. Espectro de 'H RMN (400 MHz) do 2-(p-Heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD) em CDCls a 25 °C.
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Apéndice C. Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma em tg=19,90
min., indicado para ser o 2-(p-Heptoxifenil)-1,3-dioxolano (HFD).
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Apéndice D. Constante de velocidade observada (kops) em fungdo do pH, para a
reagdo entre 2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M) a 25 °C, p = 1,0 M
(KCI) p/ pH=12 e u =0 p/ pH>12.

pH Kobs, S pH Kobss S pH Kobs, S~
13,60 6,42 x10™ 11,99 3,05x10° 9,24 1,33 x10™
13,55 5,85 x10™ 11,96 8,54 x10™ 9,04 9,14 x10°
13,50 5,32 x10™ 11,49 4,45 x10™ 8,73 1,14 x10™
13,44 4,75 x10™ 11,46 4,66 x10™ 8,46 8,69 x107°
13,37 4,19 x10 10,67 2,04 x10™ 8,05 8,85 x10°
13,30 3,34 x10° 10,48 2,00 x10™ 7,50 1,11 x10™
13,20 2,70 x10° 10,24 1,74 x10™ 7,00 7,46 x10°
13,07 1,88 x10 10,18 1,46 x10™ 6,54 6,59 x10°
12,90 1,13 x10 9,98 1,565 x10™ 6,00 3,58 x10°
12,60 9,85 x10° 9,73 1,48 x10™ 5,49 1,564 x10°
12,59 9,83 x10° 9,50 1,22 x10™ 5,04 6,20 x10°
12,49 8,46 x10°° 9,49 1,07 x10™ 4,57 2,40 x10°®
12,21 4,61 x10° 9,29 1,38 x10™ 417 1,60 x10°®




Apéndice E. Constante de velocidade observada (kops) para a reacdo entre
2,4DNFEF (1,86 x10° M) e hidroxilamina (0,4 M), a 25 °C e em diferentes

concentragbes de KOH, em funcao do aumento da forga ibnica ().

-1 -1

[ KOH ], M l,l kobs; S l_,[ kobs; S

0,04 0,84 8,74 x107 1,74 1,00 x107°
1,14 9,16 x107 2,04 1,04 x10°
1,44 9,64 x107

0,20 1,00 511 x10? 1,90 6,20 x107
1,30 5,50 x107 2,20 6,56 x107
1,60 5,83 x10

0,40 1,20 1,14 x10™ 2,10 1,52 x10™
1,50 1,30 x10™ 2,40 1,66 x10™
1,80 1,41 x10™

Apéndice F. Constante de velocidade observada (kops) para a reagdo entre
2,4DNFEF (1,86 x10™ M) e hidréxido de potassio (KOH), a 25°C e pu = 1,0 M (KCI).

[KOH], M Kobs, S
0,99837 2,39 x10*
0,49918 1,00 x10™
0,31648 6,16 x10°

0,19967 3,54 x10°




Apéndice G. Constante de velocidade observada (kops), em fungdo da concentragcao
de nucledfilos na reagdo com o 2,4DNFEF, a 25 °C, u = 1,0 M (KCl), [KHCO3] = 0,01
M e pH = 9,0 (Dados de HOO em pH = 11,65).

Nucleéfilo [ Nucleéfilo], M Kobs, s [ Nucleéfilo ], M Kobs, s
NH,OH 9,90 x10@ 2,21 x10° 4,46 x10™ 1,15 x10™
1,48 x10™ 3,40 x10° 4,95 x10™ 1,26 x10™
1,98 x10™ 4,50 x10° 5,44 x10™ 1,38 x10™
2,48 x10™ 5,97 x10° 5,94 x10™ 1,52 x10™
2,97 x10™ 7,25 x10° 6,44 x10™ 1,67 x10™
3,46 x10™ 8,71 x10° 6,93 x10™ 1,80 x10™
3,96 x10™ 1,00 x10™ 7,92 x10™ 2,08 x10™
MeNHOH* 9,90 x107 6,48 x10° 2,48 x10™ 1,77 x10™
1,48 x10™ 9,70 x10° 2,97 x10™ 2,28 x10™
1,98 x10™ 1,37 x10™ 3,46 x10™ 2,90 x10™
(Me),NOH* 1,00 x10™ 8,10 x10°® 4,00 x10" 3,44 x10°
2,00 x10™" 1,69 x10° 5,00 x10™ 4,15 x10°
3,00 x10™ 2,54 x10°
NH,OMe* 3,46 x10™ 4,24 x10°® 6,44 x10™ 7,06 x10°
3,96 x10™ 4,69 x10°® 6,93 x10™ 7,43 x10°
4,95 x10™ 6,26 x10° 7,43 x10™ 9,14 x10°
5,94 x10™ 7,68 x10° 7,92 x10™ 9,62 x10°
NH,NH, 9,03 x107 2,00 x10™ 4,51 x10™ 9,12 x10™
1,35 x10™ 2,86 x10™ 4,97 x10™ 1,02 x10
2,26 x10™ 4,52 x10™ 5,42 x10™ 1,10 x10
2,71 x10™ 5,37 x10™ 5,87 x10™ 1,22 x10°
3,16 x10™ 6,29 x10™ 6,32 x10™ 1,29 x10°
3,61 x10™ 7,13 x10* 6,77 x10™ 1,37 x10°
4,06 x10™ 8,06 x10™ 7,22 x10™ 1,50 x10°
H.0, 5,02 x10° 2,24 x10°° 1,25 x10™ 5,25 x10°
7,49 x107 3,03x10° 1,50 x10™ 5,66 x107
1,00 x1072 4,38 x10° 1,75 x10™ 6,33 x10°
HO 9,98 x10™ 2,39 x10™ 3,16 x10™ 6,16 x10°
4,99 x10™ 1,00 x10™ 2,00 x10™ 3,54 x10°

*Me = CH3



Apéndice H. Dados de 'H e *'P RMN dos produtos apés 20 min. de reagdo entre
2,ADNFEF (0.06 M) e D,O 10% vv, a pH=13 0e 25°C.

O,N
—»
o~ | o/\ \Q\ SOkt

NO,
1 4 3
1 Hx NO, 31
Comp. H NMR P NMR
5 (ppm) ON R 5 (ppm)*
Hb Ha
1 6410(quint 2H, J = 7,15 Hz), 7,74 (dd, 1H, Ja,= 9,20 Hz e J,.= 0,68 -4,162
Hz), 8,55 (dd, 1H, Juy.= 9,20 Hz e Ju,= 3,06 Hz), 8,90 (d, 1H, J,= 3,06
Hz)
3 5 3,81 (quint, 2H, J = 7,15 Hz) 5,044
4 5 6,74 (d, 1H, J.,= 9,54 Hz), 8,10 (dd, 1H, J,.= 9,54 Hz e Ju,= 3,06

Hz). 8,88 (d, 1H, J,,= 3,06 Hz)

* Valores relativos ao deslocamento quimico do acido fosférico 85 %, como referencia externa.

Apéndice I. Dados de "H e *'P RMN dos produtos da reacéo entre 2,4DNFEF (0.06
M) e NH,OH (0,30 M) em D,0 10% wv, pH=7,0 e 35 °C.

ON . O5N
|| NH20H + /lpl\ B
0|o/\—’ NHOH Eto(|)o
3
w\
; Et0” ONH2
1 Hx N02 31
Comp. H NMR P NMR
5 (ppm) O:N R 5 (ppm)*
Hb Ha
1 5 4,10 (quint, 2H, J = 7,15 Hz), 7,75 (d, 1H, J,= 9,20 Hz), 8,55 (dd, -4,162
1H, Jpa= 9,20 Hz e Ju,= 3,06 Hz), 8,89 (d, 1H, J,= 3,06 Hz)
2 5 7,50 (d, 1H, J.= 9,54 Hz), 8,26 (dd, 1H, J,.= 9,54 Hz e Ju,= 2,38
Hz), 9,00 (d, TH, 3= 2,38 Hz)
3 5 3,88 (quint, 2H, J = 7,15 Hz) 5,472
4 5 6,74 (d, 1H, J.,= 9,54 Hz), 8,09 (dd, 1H, J,.= 9,54 Hz e J.,= 3,06
Hz), 8,85 (d, 1H, J= 3,06 Hz)
5 5 3,98 (quint, 2H, J = 7,15 Hz) 3,681

* Valores relativos ao deslocamento quimico do acido fosférico 85 %, como referencia externa.



Apéndice J. Dados de "H RMN dos produtos da reagao entre 2,4DNFEF (0.01 M) e
MeNHOH (2,03 M) em D,0O, pH=9,0 e 25 °C.

NO,

I NHMeOH + P
- v \ -
\Q\O/ lID\O/\ NMeOH EtO é— o

NO, o NO2
2 3
1 NHMeOH
NO,

LM
o Et0” |_\ONHMe

NO, 0o

4 5
1 Hx NO,

Comp. H NMR
® (ppm) O,N R
Hb Ha
1 0 3,91 (quint, 2H, J = 8,46 Hz), 7,73 (d, 1H, Ja,= 9,96 Hz), 8,55 (dd, 1H, Jp.= 9,96 Hz e

Jn= 2,34 Hz), 8,91 (d, 1H, 3= 2,34 Hz)

2 57,03 (d, 1H, Jav= 10,14 Hz), 7,88 (dd, 1H, Jpa= 10,14 Hz e Jp,= 5,48 Hz), 8,58 (d, 1H,
Jo= 5,48 Hz)

3 5 3,64 (quint, 2H, J = 7,32 Hz)

4 5 6,74 (d, 1H, J.o= 9,86 Hz), 8,11 (dd, 1H, Jpa= 9,86 Hz e Jp= 3,32 Hz), 8,88 (d, 1H,
Je= 3,32 Hz)

5 5 3,81 (quint, 2H, J = 7,07 Hz)

Apéndice K. Dados de "H RMN dos produtos da reacéo entre 2,4DNFEF (0.012 M)
e Me;NOH (2,01 M) em D20, pH=9,0 e 25 °C.

NO, NO,
i I
P N(Me)20H . b
0/5\0/\ —_— o Et0” |_\ON(Me)2

NO, NO, o
1 4 5

1 Hx NO,

Comp. H NMR
S (ppm) O,N R
Hb Ha
1 5 3,97 (quint, 2H, J = 6,99 Hz), 7,74 (d, 1H, Ju= 9,38 Hz), 8,57 (dd, 1H, Jys= 9,38 Hz e

Jox= 2,73 Hz), 8,91 (d, 1H, Jw= 2,73 Hz)

4 5 6,74 (d, 1H, Jao= 9,56 Hz), 8,11 (dd, 1H, Jpa= 9,56 Hz e Jp= 3,12 Hz), 8,87 (d, 1H,
Je= 3,12 Hz)

5 6 3,90 (quint, 2H, J = 7,38 Hz)




Apéndice L. Dados de "H RMN dos produtos da reagao entre 2,4DNFEF (0.012 M)
e NH,OMe (2,02 M) em D0, pH=9,0 e 25 °C.

NO,

NO, 0
o |
1] NH20Me + /p\
/FI’\O/\ —_— NHOMe  Et0” | SO
o)

3
w
P
; EtO/ \NHOMe
Hx NO,
Comp. "H NMR
5 (ppm) ON R
Hb Ha
1 0 4,08 (quint, 2H, J = 7,04 Hz), 7,74 (d, 1H, J.,= 9,37 Hz), 8,56 (dd, 1H, Jy,= 9,37 Hz e
Jox= 3,03 Hz), 8,91 (d, 1H, J»= 3,03 Hz)
2 0 7,52 (d, 1H, J.= 9,60 Hz), 8,37 (dd, 1H, Jp.= 9,60 Hz e Ju= 2,75 Hz), 9,06 (d, 1H,
Jw= 2,75 Hz)
3 0 3,80 (quint, 2H, J = 7,38 Hz)

4 5 6,74 (d, 1H, J.o= 9,62 Hz), 8,11 (dd, 1H, Jpa= 9,62 Hz e Jp= 3,25 Hz), 8,88 (d, 1H,
Je= 3,32 Hz)

5 6 3,94 (quint, 2H, J = 7,05 Hz)

Apéndice M. Fragmentograma de CG/EM do sinal do cromatograma (Figura 18)
em tg=10,64 min., indicado para ser o fosfato de etila silanizado (FE).
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Apéndice N. Dados de mobilidade eletroforética (ue) para solugbes contendo
diferentes concentragdes de sais, SB3-14 (0,05 M) e tetraborato de sédio (3,0 x107
M), a 25 °C e pH=9,0.

Sal [Sal], pe, 10° Potencial | [Sal], p.,10° Potencial
mM  cmiV's! (¢, mVv mM  cmiV's' (¢, mV

NaF 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -19,819 -1,35
2,0 -4,624 -1,06 24,0 -23,927 -1,49
4.0 -8,097 -0,94 40,0 -28,772 -1,90
8,0 -13,001 -1,05

NaOH 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -0,874 -1,59
2,0 -0,690 -1,25 24,0 -0,964 -1,75
4,0 -0,610 -1,11 40,0 -1,232 -2,24
8,0 -0,679 -1,24

NaC,H-0, 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -1,081 -1,97
2,0 -0,619 -1,13 24,0 -1,306 -2,37
4.0 -0,683 -1,24 40,0 -1,682 -3,06
8,0 -0,810 -1,47

NaCl 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -3,267 -5,94
2,0 -1,124 -2,04 24,0 -4,070 -7,40
4.0 -1,515 -2,75 40,0 -5,874 -10,68
8,0 -2,158 -3,92

NaBr 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -7,397 -13,45
2,0 -2,055 -3,74 24,0 -8,893 -16,17
4.0 -3,128 -5,69 40,0 -11,109 -20,20
8,0 -5,071 9,22

NaNO; 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -8,784 -15,97
2,0 -2,552 -4,64 24,0 -10,697 -19,45
4.0 -3,973 -7,22 40,0 -13,340 -24,25
8,0 -6,031 -10,96

Nal 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -17,725 -32,23
2,0 -5,449 -9,91 24,0 -20,167 -36,67
4,0 -8,463 -15,39 40,0 -23,684 -43,06
8,0 -12,798 -23,27

NaBF, 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -20,172 -36,68
2,0 -6,153 -11,19 32,0 -25,067 -45,58
4,0 -9,611 -17,47 40,0 26,665 -48,48
8,0 -14,898 -27,09

NaC,H;SO; 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -21,435 -38,97
2,0 -5,272 -9,58 32,0 -26,128 -47,50
4,0 -10,862 -19,75 40,0 -27,274 -49,59
8,0 -15,033 -27,33

NaSCN 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -22,873 -41,59
2,0 -6,701 -12,18 24,0 -26,096 -47.,45

Continua ...




4,0 -11,272 -20,49 40,0 -29,430 -53,51
8,0 -17,070 -31,04

NaClO, 0,0 -0,696 -1,26 16,0 -26,079 -47,42
2,0 -7,583 -13,79 24,0 -28,813 -562,39
4,0 -12,748 -23,18 40,0 -31,914 -58,02
8,0 -19,899 -36,18

NaPFg 0,0 -0,696 -1,26 4,0 -12,247 -22,27
2,0 -7,268 -13,21 8,0 -22,247 -40,45

Apéndice O. Dados de intensidade fluorescente do pireno (2,0 x10° M) em funcéo
do aumento da concentragdo de CDP em solucéo de SB3-14 (0,05 M), na ausencia
e presensa de tosilato ou perclorato de sédio (0,05 M), a 23,0 £ 2,0 °C.

Sal [CDP],M 1(337 nm) [CDP],M 1(337 nm)

0 0,0 807,20 4,36 x10™ 1487,08
6,23 x10° 934,58 4,99 x10™ 1585,37
1,25 x10™ 1011,89 5,61 x10™ 1710,55
1,87 x10™ 1089,61 6,23 x10™ 1809,07
3,12 x10™ 1287,65

NaC;H;SO; 0,0 889,53 3,12 x10™ 1268,80

(0,05 M) 6,25 x10” 945,58 3,75 x10™ 1403,10
1,25 x10™ 1014,44 4,37 x10™ 1466,93
1,87 x10™ 1129,46 5,00 x10™ 1593,30
2,50 x10™ 1180,90

NaClO, 0,0 807,20 4,36 x10™ 1423,45

(0,05 M) 6,23 x10° 934,58 4,99 x10™ 1525,11
1,25 x10™ 984,29 5,61 x10™ 1577,12
1,87 x10™ 1055,40 6,23 x10™ 1802,41
3,12 x10™ 1171,20




Apéndice P. Dados de kons para a hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em fungc&o da concentragcédo de acidos, na presenga de SB3-14
(0,05 M) e a 25,0 °C.

Acido [Acido],M  Kops, s~ [Acido],M  Kobs, S™

HCIO, 4,81x10™ 2,79 x10™ 9,63 x10° 2,47 x107
9,63 x10™ 6,50 x10™ 2,31 x10 1,31 x10™
1,93 x103 1,79 x10 4,82 x102 4,24 x10™
4,81 x10° 8,34 x10°°

HNO; 5,04 x10™ 2,40 x10™ 2,32 x107 2,28 x107
1,01 x10° 511 x10™ 5,04 x102 6,75 x10°
2,01 x10° 1,10 x10® 1,01 x10™ 1,80 x10™"
5,04 x10° 3,65 x107 2,01 x10™ 4,54 x10™
1,01 x107 8,57 x10°°

HBr 4,99 x10™ 2,49 x10™ 2,29 x10° 1,72 x107
9,97 x10™ 4,87 x10™ 4,98 x10 4,27 x107
1,99 x10° 1,37 x10° 9,97 x10 1,63 x10™
4,98 x10° 3,38 x10° 1,99 x10™ 2,74 x10™
9,97 x10° 5,50 x10°° 2,99 x10™ 6,35 x10™

HCI 5,09 x10™ 2,70 x10™ 5,09 x102 3,78 x10?
1,02 x10 4,44 x10™ 1,02 x10™ 8,94 x107
2,03 x10° 9,59 x10™ 2,04 x10™ 2,02 x10™
5,09 x10° 2,56 x10°° 3,00 x10™ 3,47 x10™
1,02 x107 6,54 x10°° 4,02 x10™ 4,84 x10™
2,29 x10 1,51 x107 5,09 x10™ 7,77 x10™

Apéndice Q. Dados de kops para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10®° M) em fungéo da concentracdo de surfactante SB3-14, na presenca
de diferentes concentragdes de HCl e a 25,0 °C.

[HCI], M [SB3-14, M Kops, ™ [SB3-14],M  Kops, S~

1,0 x10°3 0 4,07 x10 3,30 x10° 8,77 x10™
1,66 x10™ 3,52 x10 6,04 x10° 6,63 x10™
3,32 x10™ 1,62 x107 1,00 x1072 5,36 x10™
3,33 x10™ 1,34 x1072 2,00 x107 4,60 x10™
5,33 x10™ 6,69 x10° 2,42 x10° 4,70 x10™
6,66 x10™ 3,41 x10° 2,95 x107 4,53 x10™
1,00 x10° 2,45 x10°° 3,93 x10? 4,26 x10™
2,00 x10° 1,29 x10° 4,91 x10 4,19 x10™

5,0 x107 0 1,89 x10™" 6,00 x10° 3,74 x10°
2,00 x10™ 1,73 x10™ 8,00 x10°° 3,29 x10°°
4,00 x10* 5,94 x107 1,00 x1072 3,10 x10°
6,00 x10™ 2,62 x107 2,00 x10° 2,62 x10°°
8,00 x10™ 1,94 x107 3,00 x10@ 2,58 x10°°
1,00 x1073 1,23 x1072 4,00 x102 2,52 x10°
2,00 x10'z 6,47 x10'2 5,00 x10 2,44 x10°°
4,00 x10° 4,42 x10°




Apéndice R. Dados de kos para a hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em fungdo da concentragao de surfactante SB3-X, na presenca

de HCI (5,0 x10° M) e a 25,0 °C.

-1

-1

Surfactante [ SB3-X], M Kobs, S [SB3-X], M Kobs, S

SB3-14 0 4,07 x107 3,30 x10° 8,77 x10™
1,66 x10™ 3,52 x10 6,04 x10° 6,63 x10™
3,32 x10™ 1,62 x107 1,00 X107 5,36 x10™
3,33 x10™ 1,34 x107 2,00 x107 4,60 x10™
5,33 x10™ 6,69 x10° 2,42 x10° 4,70 x10™
6,66 x10™ 3,41 x10° 2,95 x107 4,53 x10™
1,00 x10° 2,45 x10° 3,93 x10? 4,26 x10™
2,00 x10° 1,29 x10° 4,91 x107 4,19 x10™

SB3-12 0 4,07 x107 6,54 x10° 1,26 x107
3,30 x10™ 3,73 x10% 9,93 x10°° 9,04 x10™
6,60 x10™ 3,48 x107 1,32 x10 7,51 x10™
1,32 x10° 3,41 x10 1,98 x10 8,46 x10™
1,98 x10° 2,56 x10 2,98 x10° 6,71 x10™
3,27 x10° 6,62 x107 3,97 x107 5,83 x10™
4,54 x10° 2,28 x10°° 5,96 x107 5,69 x10™

SB3-10 0 4,07 x107 2,77 x10°° 3,62 x10°
2,12 x10° 3,62 x10 3,16 x10° 2,64 x10°°
2,65 x10° 3,49 x107 3,56 x107 1,86 X107
1,06 x107 1,74 x107 4,00 x10 1,64 x10°
1,41 x107 1,27 x107 4,94 x10 1,25 x107
1,76 x107 8,22 x10°® 5,89 x102 1,12 x107
2,37 x107 5,63 x107

Apéndice S. Dados de kqps € log ki para a hidrélise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-
dioxolano (HFD, 1,10 x10° M) em fungédo da concentragdo de SB3-14, na presencga

de Na,PFg (0,01 M) e/ou NaClO, (0,05 M), a 25,0 °C e HCI (5,0 x10° M).

Sal [ SB3-14 ], kobs; 5-1 Iog krel [SB3'14], kobs; 5-1 |Og kreI
M M
NaClO, 0 1,91 x10™ 0 3,00x10°  591x102  -5,10 x10™
) 1,01 x10™ 1,68 x10"  -5,74 x10? 5,00x10°  577x10% -521x10"
2,53 x10™ 1,03x107  -2,69 x10™ 1,00x10% 5,56 x102  -5,37 x10™
5,06 x10™ 7,68 x10%  -3,97 x10™ 3,00x10%  4,71x10?  -6,09 x10™
1,01 x10° 6,13x10%  -4,94 x10™ 5,00 x10%  3,95x10?  -6,86 x10™
NaClO, 0 3,92 x10™ 0 1,50 x10% 327 x10"  -7,79 x10?
+ 2,00 x10°® 3,34 x10"  -6,90 x107? 2,00x10% 3,44 x10"  -9,58 x10®
Na,PFg 4,00x10°  327x10"  -7,84 x10? 3,00x10%  3,12x10"  -9,87 x107
" 6,00 x10° 3,23x10"  -8,36 x10? 4,00x102  3,00x10"  -1,15x10"
8,00 x10°® 3,22x10"  -8,45x1072 5,00x102  2,99x10" -1,18x10™
1,00 x1072 3,19x10"  -8,97 x10?

' Krel = Kops / 1,91 )(10_1 3-1 e ”

Kol = Kops / 3,92 X107 s



Apéndice T. Dados de kops € Krel para a hidrolise do 2-(p-heptoxifenil)-1,3-dioxolano
(HFD, 1,10 x10° M) em funcdo da concentragdo de sais, na presenca de SB3-14
(0,05 M), HCI (5,0 x10™ M) e a 25,0 °C.

Sal [Sal],M  Kops, 8"  log Krel* [Sal],M  Kops, s"  log Krel*
NacCl 0 2,50 x107 0 3,77 x107? 3,48 x10° 1,43 x10™
495x10° 2,66 x10° 2,65 x107 4,86 x10 3,63x10° 1,61 x107
1,00 x10%  2,85x10° 5,69 x1072 5,96 x10 3,74x10°  1,75x10™
1,59 x10% 3,01 x10° 8,01 x1072 7,00 x107 4,07 x10° 2,11 x10™
2,00 x10% 3,07 x10° 8,88 x10? 8,00 x107 4,10x10° 2,15 x10™
2,68 x10% 3,26x10° 1,15 x10" 9,00 x102 4,13x10° 2,18 x10™
3,50 x10°  3,50x10° 1,46 x10™ 1,00 x10™ 4,31x10° 2,37 x10™
NaBr 0 2,50 x10°° 0 4,00 x10 4,86 x10° 2,89 x10™
2,00x10°  2,79x10° 4,75 x10? 5,00 x107 519 x10° 3,17 x10™
500x10°  3,11x10° 9,46 x10? 6,00 x107 512 x10° 3,11 x10™
1,00 x10% 3,53 x10° 1,50 x10™ 7,00 x102 525x10° 3,22 x107
1,50 x10% 3,84 x10° 1,86 x10™ 8,00 x10 576 x10° 3,62 x10™
2,00 x10% 4,08 x10° 2,12 x10™ 9,00 x107 547 x10° 3,40 x10™
2,50x10°%  440x10° 2,45x10" 1,00 x10" 5,95x10° 3,76 x10™
3,50 x102 4,37 x10° 2,43 x10™
NaNO; 0 2,50 x10° 0 4,00 x107 6,80 x10° 4,35 x10™
500x10° 3,14 x10° 9,97 x10? 5,00 x107 6,74 x10° 4,30 x10™
1,00 x10% 3,76 x10° 1,77 x10™ 6,00 x102 7,70x10° 4,89 x10™
1,50 x102 4,27 x10° 2,32 x10" 7,00 x107 7,56 x10° 4,80 x10
2,00x10°%  4,95x10° 2,97 x10™ 8,00 x10@ 8,28 x10° 5,20 x10™
2,60x10% 528x10°  3,25x10" 9,00 x107 8,67 x10° 5,40 x10™
3,20x10°%  566x10° 3,55 x10™ 1,00 x10" 8,41x10° 5,27 x10™"
NaBF, 0 2,50 x10° 0 2,04 x107 9,76 x10° 5,92 x10™
1,02x10°  4,08x10° 2,13 x10™ 3,06 x107 1,21 x10° 6,84 x10™
2,04 x10°  445x10° 2,50 x10™ 4,09 x10 1,46 x10° 7,66 x10™
4,09x10° 5,05x10° 3,05 x10" 511 x10 1,59 x10% 8,04 x10™
6,13x10° 583x10° 3,68 x10™ 6,13 x10 1,77 x10° 8,51 x10™
8,17 x10° 6,31 x10° 4,02 x10™ 7,15 x107 1,93x10° 8,87 x10™
1,02 x10%  7,02x10° 4,49 x10™ 9,20 x102 2,16 x102 9,36 x10™
1,53x10% 8,28 x10° 5,20 x10™ 1,02 x10™ 2,28 x10° 9,60 x10™
NaC,H,SO, 0 2,50 x10° 0 4,04 x107 1,79x10° 8,55 x10™
3,37x10°  5,03x10° 3,04 x10™ 5,05 x10 2,08 x10°% 9,21 x10™
6,73x10° 6,10 x10° 3,87 x10™ 6,73 x10? 2,54 x10 1,01
1,01 x10% 7,44 x10° 4,74 x10™ 8,42 x102 2,73 x10? 1,04
2,02x102  1,21x10% 6,83 x10™ 1,01 x10™ 2,98 x10? 1,08
3,03x10%  1,63x10% 8,15x10"
Nal 0 2,50 x107 0 5,00 x107 2,48 x10° 9,97 x10™
500x10° 8,14x10° 5,13 x10" 6,00 x102 2,61 x10? 1,02
1,00x10% 1,14 x102 6,58 x10™ 7,00 x107 2,93 x10? 1,07
2,00x10%  1,59x102 8,04 x10™ 8,00 x10 2,83 x10 1,05
3,00x10%  1,89x10% 8,79 x10™ 9,00 x107 2,98 x10 1,08
4,00x10°  1,84x10% 8,68 x10™ 1,00 x10™ 3,19 x107 1,11
NaClO, 0 2,50 x10°° 0 3,53 x10 3,77 x107? 1,18
Continua ...




2,00x10° 4,27 x10° 2,32 x10" 4,00 x102 3,72 x1072 1,17
500x10°  7,21x10° 4,60 x10™ 4,50 x102 3,92 x10 1,20
7,00x10°  9,29x10° 5,70 x10™ 5,03 x10 4,88 x10 1,29
1,00 X102 1,48 x10% 7,72 x10" 6,00 x107 4,55 x10° 1,26
1,50 x10°%  2,12x10% 9,28 x10™ 7,00 x107 5,36 x107 1,33
2,00x10% 240x10% 9,82 x10" 8,00 x102 5,29 x10° 1,32
2,70x10°% 2,80 x107? 1,05 1,00 x10™" 5,66 x10 1,35
NaPF; 0 2,50 x10° 0 1,85x10° 2,88 x107 1,06
9,24 x10* 3,87 x10° 1,89 x10™ 2,77 x107? 4,12 x10 1,22
1,85x10° 4,63 x10° 2,68 x10™ 3,69 x10 5,40 x10 1,33
3,60x10°  594x10° 3,76 x10™ 4,62 x10 6,34 x107 1,40
523x10° 8,07x10° 5,09 x10™ 5,54 x10 8,36 x10 1,52
7,08x10°  1,08x102 6,35 x10” 6,46 x102 8,70 x10 1,54
9,24 x10°  1,29x10% 7,12 x10™ 7,08 x107 9,44 x1072 1,58
1,11 x10%  1,64x10% 8,17 x10™ 8,00 x107 1,04 x10™ 1,62
1,38 x10% 2,06 x10% 9,15 x10" 9,24 x107 1,05 x10™ 1,62

* Koot = Kops / 2,50 x107 ™
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The rate of specific hydrogen ion-catalyzed hydrolysis of 2-(p-heptoxyphenyl)-1,3-dioxolane and acid—base
equilibrium of 4-carboxy-1-n-dodecylpyridinium in zwitterionic micelles of SB3-14, C14H;0NMe,"(CH,);SO;~
are controlled by NaClO,4, which induces anionic character and uptake of H;O™" in the micelles. Other salts,
e.g., NaF, NaCl, NaBr, NaNOs, Nal, NaBF,, have similar, but smaller, effects on the uptake of H;O™. Salt
effects upon zeta potentials of SB3-14 micelles, estimated by capillary electrophoresis, are anion specific,
and the anion order is similar to that of the rates of acid hydrolysis and of acid—base equilibria. Fluorescence
quenching shows that the micellar aggregation number is not very sensitive to added salts, consistent with
electrophoretic evidence. These specific anion effects follow the Hofmeister series and are related to anion

hydration free energies.

1. Introduction

Observations that acid—base equilibria are controlled by ionic
micelles and other association colloids were explained by
Hartley in terms of attractive or repulsive interactions between
ions and the micelles. The subsequent availability of relatively
cheap electronic spectrometers allowed micellar effects upon
the kinetics of bimolecular ionic reactions in water to be studied
in detail. The rules that Hartley had applied to ionic equilibria
also applied to kinetics, and it was recognized that organic
compounds could be taken up by micelles, which attracted
counterionic and repelled coionic reagents with control of
reaction rate. Monographs, of which Janos Fendler was coauthor
or author, had a major impact on the development of an
understanding of these micellar rate effects.!?

A significant amount of contemporary work was summarized,
with especial emphasis on the roles of reactant transfer between
the solvent, which could be water or, with reverse micelles, an
apolar organic compound, and reactivities in the two reaction
regions.!” These compilations also related reactivities to
physical properties of micelles and other association colloids,
and had a significant effect on the general area of investigation.
There was a clear relationship between reaction rates, or
equilibria, and both the charge type of the reaction and micellar
charge, in that, as expected, rates of many ionic reactions are
insensitive to nonionic association colloids. However, assemblies
of aqueous zwitterionic surfactants, with no overall charge,
increase rates of some ionic reactions, although, at least for
bimolecular reactions with anions, they are less effective in this
regard than cationic micelles.®®

There is considerable evidence from studies of physical
properties, as well as rate effects, that the affinity of sulfobetaine
micelles toward anions increases sharply with decreasing ionic
charge density, following the Hofmeister series or the Pearson

 Part of the “Janos H. Fendler Memorial Issue”.

* Corresponding author. E-mail: faruk@qmc.ufsc.br.
# Universidade Federal de Santa Catarina.

§ University of California.

10.1021/jp801337n CCC: $40.75

hard—soft classification.®!? It is important to note that, in the
examination of electrolyte effects in aqueous micelles, interac-
tions with ions affect the properties of micelles as reaction
media, but generally these medium effects are much less
important than those related to the dependence of bimolecular
reaction rates or equilibria on local ionic concentrations in the
micellar pseudophase.!~*10 For example, Cl1O4~ is much more
effective than Br~ or CI™ in developing anionoid character in
sulfobetaine micelles to the extent that H;O", for example,
becomes associated with the micelle.>%1° It is therefore possible,
by choice of added electrolyte, to carry out either acid-catalyzed
reactions or anionic nucleophilic substitutions in a zwitterionic
sulfobetaine micelle, despite the absence of overall charge.

2. Experimental Section

2.1. Materials. We used N-tetradecyl-N,N-dimethylammo-
nio-1-propanesulfonate (SB3-14) (Sigma) as the surfactant and
pyrene (Aldrich) as the fluorescent probe. Preparation and
purification of 2-(p-heptoxyphenyl)-1,3-dioxolane (HPD) fol-
lowed previously described procedures.'! 4-Carboxy-1-n-dode-
cylpyridinium (DPC) was synthesized as described'? (mp 189
°C, dec.), 'TH NMR spectrum (CDCls, 400 MHz), d, ppm: 8.61 d
(2H), 8.42 d (2H), 4.64 t (2H), 2.04 m (2H), 1.36 m (2H), 1.25 m
(16H), 0.88, t (3H). Other reagents and solvents were of
analytical grade and were used without further purification.

In general, solutions were prepared immediately before use,
and all potentiometric and pH measurements were made with a
Metrohm, model 713, pH-meter, calibrated with standard
buffers, pH 7.00 and 9.00 (Carlo Erba), and all measurements
were at 25.0 °C.

2.2. Capillary Electrophoresis. Experiments were carried
out on an Agilent CE?P capillary electrophoresis system, with
on-column diode-array detection at 25 °C, as previously
described, and normally the electropherograms were monitored
at 272 nm.3 Samples were introduced by hydrodynamic
injection at 50 mbar/5 s. Fused-silica capillaries (Polymicro
Technologies) total length 60.0 cm, effective length 51.5 cm,
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Figure 1. (A) Typical electropherograms obtained in the presence of 0.05 M SB3-14 with NaClO4 running electrolyte, at 25.0 °C, 3 x 1073 M
sodium tetraborate, pH 9.0. Peaks: Ac = acetone; Py = pyrene. (B) Effect of added NaF (¢), NaOH (O), NaC,H;0, (%), NaCl (M), NaBr (A),
NaNO; (¥), Nal (V), NaBF, (a), NaC;H;SO; (%), NaSCN (<), NaClO, (@), and NaPFs (O) on zeta potentials of an SB3-14 micelle, at 25.0 °C,

0.05 M SB3-14, 3 x 107* M sodium tetraborate, pH 9.0.

and 50 um i.d. were used. The electrophoresis system was
operated under normal polarity and constant 30 kV. The
capillary was conditioned by flushes of 1 M NaOH (5 min),
deionized water (5 min) and electrolyte solution (10 min).
Between experiments, the capillary was reconditioned by a
pressure flush with the electrolyte containing 3 mM sodium
borate (2 min). The mobility of the micelles was monitored by
following the migration of micellar-bound pyrene (1 uM), and
acetone (0.1%) was used as the electroosmotic flow marker.

2.3. Kinetics. Reactions were monitored spectrophotometri-
cally in aqueous solutions of SB3-14 and 0—0.1 M electrolyte,
at 25.0 °C, in a UV —vis spectrophotometer, by increasing the
absorbance at 286 nm with the addition of 30 uL of HPD (in
acetonitrile) to 3 mL of reaction solution so that [HPD] = 1.1
x 1073 M. Temperatures in quartz cuvettes were controlled with
a thermostatted water-jacketed cell holder. Absorbance-versus-
time data were stored directly on a microcomputer, and first-
order rate constants, ks, Were estimated from linear plots of
In(Ae — Ay against time for at least 90% of the reaction by
using an iterative least-squares program; correlation coefficients
were >0.999 for all kinetic runs.

2.4. Fluorescence Measurements. Fluorescence quenching
of pyrene by DPC was monitored in a Varian Cary Eclipse
spectrofluorimeter. The probe concentration was low enough (2
x 107® M) to avoid excimer formation, and the quencher
concentration was varied from 6 x 107 to 5 x 107 M. The
[pyrene]/[micelles] and [quencher]/[micelles] values were low
enough to ensure Poisson distributions.!* An excitation wavelength
of 337 nm and an emission wavelength of 394 nm were used.

3. Results and Discussion

Interaction of Anions and SB3-14. The distribution of
anions between aqueous and micellar regions can be monitored
by capillary electrophoresis,'® and the electrophoretic mobility
of the micelle (4, m*> V™! s71) is given by

Lw(1 _ 1
E \t t

app eo

ey

where E is the applied electric field strength (V. m™1), L is
the effective length of the capillary, and 7,5, and t., are the

migration times of the micelle and the electroosmotic flow,
respectively. Figure 1A shows typical electropherograms of
acetone (as the electroosmotic flow marker) and pyrene (as the
micelle marker) in electrolytes in the presence of 0.050 M SB3-
14 and varying concentrations of perchlorate (from 0.008 to
0.040 M). The separation was conducted under counter-
electroosmotic flow and monitored at 272 nm, and the ultraviolet
spectra of standards shown in Figure 1B indicate that the
concentration of perchlorate ion has a significant effect on
micellar mobility.

When the zeta potential (§) is not very high, Henry’s equation
(eq 2) relates that of the micelle (&) to its mobility:

S = unleEf(kR,) 2

where 7 is the medium viscosity, fikR,) corresponds to Henry’s
function, « is the Debye—Huckel shielding parameter (m™1),
Ry, is the radius of the spherical SB3-14 micelle, and ¢, and ¢
correspond to the permittivity of the vacuum and the relative
permittivity of the solvent. In the binding experiments, ionic
strengths were 0.002—0.04 M, and « values range between 1.5
x 108 and 6.6 x 10 m~!. As previously described, Ry, of the
zwitterionic SB3-14 micelle is ca. 26 A,%¢13 and fikRy) is
0.73.64.13

The dependence of & of the micelle on the concentration of
added salt shows that the negative charge in the micellar
pseudophase increases as a function of the concentration of
added anion, tending to saturation at high [anion]. The results
for a variety of anions in Figure 1B show that the maximum
zeta potential is strongly anion specific.

The dependence of the micellar zeta potential, &y, on the
concentration of added anion fits equation 3,

_ & Blanion]
En = 1 + B[anion]

where the anion specific term &.x corresponds to the maximum
value of &, in the presence of added anion, and B describes the
change in potential in the sulfobetaine micelle as a function of
added anion. Since the critical micellar concentration (cmc) of
the SB3-14 sulfobetaine is sufficiently low (2.2 x 107* M),
any electrolyte effect on the cmc should be unimportant. Values

3



Relationship of Anion and Cation Binding in SB3-14

TABLE 1: Anion Effects on Zeta Potentials and B
Constants from Capillary Electrophoresis

anion Ema MV B, M™'  AG°:, kJ mol™"  Pugion
hexafluorophosphate ~ —78.1  c.a. 150 —12.7 169
perchlorate —69.8 134 —11.4 97.6
thiocyanate —649 114 —10.6 70.9
tosylate —61.5 106 —9.99 56.5
tetrafluoroborate —59.4 105 —9.65 49.2
iodide =527 102 —8.60 31.8
nitrate —32.9 64 —5.35 8.7
bromide —27.7 62 —4.50 6.2
chloride —17.1 36 —2.78 1.1
acetate —3.2 —0.53 1.2
hydroxide —2.0 —0.33 1.1
fluoride —-1.7 —0.28 1.1

of &, increase from near zero, in borate buffer, to significantly
negative values with added anions, reflecting the change in the
zwitterionic micelle, which, as a result of anion binding,
becomes progressively anionoid up to a maximum given by &pax
(Figure 1) and, on the assumption that the shear plane of micelles
corresponds to the physical headgroup surface, max = Yo, i.€.,
as discussed by Mysels,"” the zeta potential approximately equals
the electrostatic potential. Calculated values of B and &,y for
interactions between various anions and the SB3-14 zwitterionic
micelle are in Table 1.

Saturation follows similar dependences in terms of the total
[anion], except for the more hydrophilic, high charge density
ions. Values of B are not very anion sensitive, with an average
value of K = 90.4 £ 32.7 for all the anions in Table 1 for
which B values are available. We cannot estimate reliable values
of B for very hydrophilic ions, mostly because changes in &,
(Figure 1) are small; therefore the reported values of &y for
acetate, F~ and OH™ correspond to the detected & in the
presence of 0.04 M of the corresponding salt and are only
approximate for these anions. The reported &, for PFs~ was
extrapolated under conditions where only a limited concentration
range could be examined (Figure 1), and the reported &pax is
only approximate (Table 1). The maximum value of &, strongly
depends on the nature of the anion and its affinity for the
zwitterionic micelle, indicating that anion specific interactions
control properties of the micellar interface. Hydrophilic anions
are weakly incorporated in the zwitterionic SB3-14 micelle, and
larger, lower charge density anions such as PFs~ and ClO4™
markedly increase negative zeta potentials (Figure 1). Tosylate
anion is large and polarizable with a high affinity for the cationic
moiety of trimethylalkyl ammonium surfactants, similarly to
other large aromatic organic anions.’$>¢ The maximum zeta
potential follows an anion order similar to that previously
observed from the use of specific ion electrodes.’

As shown previously, with constant micellar size, the increase
in zeta potential follows the extent of anion incorporation. !>
We therefore measured aggregation numbers of SB3-14 micelles
in the absence and presence of anions, which have significant
electrophoretic effects. Figure 2 shows anion effects upon
changes in fluorescent intensity against quencher concentrations,
according to equation 4.4

Iy [OIN,g,

1"(7) ~ [SB3-14] — cmc @

where Q is the DPC quencher, N, is the aggregation number,
and the cmc of SB3-14 is 2.2 x 107* M. The slopes of the
experimental lines are identical, within error limits, and the
aggregation number is 61 + 2 without and with salt.
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Figure 2. Influence of DPC concentration on the pyrene fluorescence
intensity for 0.05 M SB3-14 solutions in the absence (A) and presence
of 0.05 M sodium perchlorate (M) or sodium tosylate (@).

The values of & in Table 1 indicate that interactions
between the larger, partially dehydrated anions and the cationic
moiety of the sulfobetaine micelle overcome repulsions as it
becomes more anionoid. Values of &y, follow the free energy
for anion partitioning, and 25.69 mV corresponds to ca. 4.18
kJ mole™!. The free energies for anion transfer were calculated
from the zeta potentials by using equation 5,

AGotr = ZFgmax (5)

where z is the charge number of the ion, and is 1 for the ions
examined, and F is the Faraday constant. Free energies for anion
transfer from the aqueous pseudophase to zwitterionic micelles
are given in Table 1, and the partition coefficients for all the
anions (Panion) can be obtained from the computation of the
transfer free energy according to equation 6; the calculated
values are also included in Table 1.

P . =e ACWVRT (6)

anion

Partition coefficients and transfer free energies in Table 1
follow the Hofmeister series, with large anions showing the
stronger effects, and small hydrophilic anions, with larger
hydration energies, are only weakly incorporated in the micellar
pseudophase. Although hydration free energies were not avail-
able for tosylate ion and PFs~, Figure 3 shows that free energies
for anion transfer from water to zwitterionic micelles correlate
reasonably well with the changes in hydration free energies,'®
indicating that the Hofmeister series is strongly related to the
nature of the hydration shells of the anions. Interactions of
anions with the cationic moiety of the headgroup of the
zwitterionic SB3-14 surfactant is stronger for readily dehydrated
ions than for those with tight solvation shells.

Effect of Anion Incorporation on Hydrogen Ion Concen-
tration. In order to have complete probe incorporation in the
SB3-14 micelles, we used amphiphilic DPC as an acid—base
indicator (Scheme 1).

Figure 4a shows the micellar-mediated acid dissociation
equilibria, as a function of measured pH, for monomeric 8 x
1075 M DPC, in 0.05 M SB3-14. The absorbance at 250 nm
decreases upon protonation of the zwitterionic form of DPC,
and the open points show its formation as a function of measured
pH, in 0.05 M SB3-14 and no added salt, giving an apparent
dissociation constant (pK3PP) for DPC of 1.80 % 0.03 and a pK3PP
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slightly higher than 1.77 + 0.02 for monomeric DPC at 25.0
°C in water from a similar titration (data not shown).
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The solid points represent absorbance as a function of added
sodium perchlorate, which sharply decreases absorbance as a
result of protonation of DPC, by increasing acidity in the
micellar pseudophase and with decreasing acidity in the aqueous
pseudophase. The change of apparent pH in the interfacial region
of the SB3-14 micelles estimated from the data in Figure 4A
with equation 7, is shown in Figure 4B, empirically indicating
the change of protonating power in micelles as applied to
measurements in micelles.>!”

pH,,, = pK:™ -+ log([DPCI/[DPCH']) (7

The increase in the apparent local hydrogen ion concentrations
in the micelles with added NaClO4 shows that specific anion
binding markedly increases the anionic character of the micellar
interfacial region and uptake of H™.

Apolar solvents have significant effects on acid—base equi-
libria,'8 but the water content of micellar interfacial regions is
not low,* and this medium effect should be much less important
than transfer of H*.310

Anion Effects on Dioxolane Acid Hydrolysis. The kinetics
of acid hydrolysis of HPD are simple because hydrolysis is first-
order with respect to substrate and local acid concentrations
(Scheme 2). For the specific hydrogen ion-catalyzed (Al)
hydrolysis of 1.1 x 107> M HPD, in the absence of surfactant,
the second-order rate constant, kg, at 25.0 °C is 34 + 3 M™!
s~! and, within experimental error, is unaffected by added 0.1
M NaCl, NaBr, NaNOs3, and NaClO,. This value is similar to
that of ca. 10 M~! s™! for the reaction of 2-(p-methoxyphenyl)-
1,3-dioxolane in 1:1 water—dioxane.!1* The mechanism of this
reaction is well established, as is the acceleration by anionic
surfactants.!12b

The substrate, HPD, is sparingly soluble in water and should
be fully micellar-bound with 0.05 M [SB3-14]. The results for
catalysis by inorganic acids are in Figure 5. However, while in
water, the slope of the logarithmic plot is 1.0, as expected, and
independent of the anion of the strong acids; with SB3-14, acid
specific slopes are 1.16, 1.21, 1.26, and 1.62 for HCI, HBr,
HNOs3, and HC1Oy, respectively. The increase in local acidity
in the micellar pseudophase is not proportional to the stoichio-
metric acid concentration, but is anion specific, and follows
anion effects on zeta potentials and extents of anion incorporation®-1%13
(Table 1 and Figure 1), and must be related to the hydronium
ion concentration in the anionoid micellar surface, following
the dependence of the charge effect on the nature of the anion.
This result is unique for zwitterionic micellar solutions because,
although added electrolytes increase protonation with acid
concentrations where Hammett’s acidity scale is applicable, they
have small effects in aqueous media at pH > 1. Added salts do
not significantly affect acidity in dilute aqueous acid, although
there are specific electrolyte kinetic effects in moderately
concentrated strong acids.'”

In SB3-14, at constant [HCI] (0.001 M), the addition of NaCl,
NaBr, NaNOs3, NaBF,, NaC;H;SOs, Nal, NaClOy4, and NaPF¢
markedly increases the relative rate constant, k. (Figure 6), and
the effect follows the Hofmeister series. It is important to note
that, in SB3-14 micelles, the anionic coverage,® 0,4, for NaClOy4
is ca. 0.2 and is larger than that with more hydrophilic anions,
and ion incorporation increases local ionic strength in the
micellar pseudophase by less than 20%. With fully micellar-
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Figure 5. Plots of log kobs for the hydrolysis of HPD against log[HX]:
X = CI (W); X = Br (A); X = NOjs (v), and X = ClO,4 (®), 0.05 M
SB3-14 at 25.0 °C.
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Figure 6. Salt effects on log ki for the hydrolysis of HPD with 0.001
M HCI and 0.05 M SB3-14 at 25.0 °C: NaCl (H); NaBr (A); NaNO;
(¥); NaBF, (a); NaC;H;SO; (O); Nal (V); NaClO4 (@); NaPFs (O).
Without added salt, kops = 4.4 x 1074 s7L.
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Figure 7. Changes in free energies of activation, for HPD hydrolysis,
versus free energies of anion transfer from the aqueous phase to
zwitterionic micelles.

tr?

bound substrate, any kinetic salt effect should be less important
than increase in the local hydronium ion concentration.

The salt effect on the hydrolysis of HPD is largely due to
increased concentration of hydronium ion in the micellar
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SCHEME 3: Cartoon representation of the
chameleon-type behavior of SB3-14
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q

Micellar Phase
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pseudophase, and not to changes in the micellar association of
the hydrophobic HPD. With fully micellar-bound substrate, and
neglecting the cmc, the first-order rate constant, with respect to
substrate, is given by eq 8,

kops = k[ H y1/[SB3-14] 8)

where the second-order rate constant ky g is written with local
concentration as a mole ratio of [HTy] to [SB3-14] rather than
as a local molarity. At constant [surfactant], with ky i unaffected
by specific salt effects, and k. being the ratio of observed rate
constants in the presence and absence of added salt, k. directly
reflects the changes in hydrogen ion concentration in the micellar
pseudophase eq 9.
k

o = [H g/ H ), ©)

Following Eyring's equation, the observed effect is directly
related to the changes in free energy of activation and

salt

RTIn k,, = AAG (10)

Because our working hypothesis is that incorporation of
hydronium ion in the micellar pseudophase follows the increase
in surface potential and is related to the zeta potential, the change
in free energy of activation (AAG¥) should be directly related
to the free energy of transfer of the corresponding anions
(AG®y). Figure 7 shows the linear relationship between free
energies of activation and of anion transfer with a correlation
coefficient of 0.99, and this relationship is strong evidence that
the kinetic effects discussed here are not the consequences of
induced morphological changes in the micelles.

Conclusions

The experimental results are consistent with a chameleon-
type behavior, which is controlled by salt addition inducing
anionic character and uptake of H;O™" in the micelles (Scheme
3).

The overall process is controlled by micellization giving a
zwitterionic interface that allows anion binding, and these
specific anion effects are related to anion hydration free energies.
The increase in partition coefficients follows the Hofmeister
series, with large, less strongly hydrated anions, promoting more
anionoid surfaces, which allows cation binding where, besides
anion specific effects, electrostatic interactions are important
(Scheme 3). The incorporation of hydronium ion in the micellar
pseudophase parallels the increase in the zeta potential, which
is related to surface potential.!?

The present and previous results'®? indicate that the incor-
poration of anions in zwitterionic surfaces may be important in
understanding the behavior of biological membranes. Added



14378 J. Phys. Chem. B, Vol. 112, No. 46, 2008

anions change zwitterionic surfaces, affecting both packing and
surface charges, which should modulate properties of these
surfaces. We deliberately simplified the treatment of anion
specific effects on the anionoid character of sulfobetaine micelles
by examining only hydronium and sodium ions, but have
preliminary evidence on anion effects on the incorporation of
other cations, especially those with multiple charge, giving a
complex behavior, and these results will be discussed elsewhere.
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