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RESUMO

Este trabalho, buscou avaliar o processo de detoxificacdo quimica do
pesticida Diazinon (DZN), um composto téxico da classe dos organofosforados
(OF’s) utilizado como acaricida e fungicida. Semelhante a maioria dos OF’s, o DZN
possui alta estabilidade, sendo seu tempo de meia-vida (t12) para a hidrdlise
espontanea superior a 17 meses (60 °C), envolvendo muitas vezes mecanismos
complexos, ainda pouco elucidados. Assim, tem-se buscado catalisadores que
possam acelerar essas reagdes, destacando-se o imidazol (IMZ). Sendo assim, o
foco deste trabalho foi avaliar a reagao do IMZ com DZN. Inicialmente, avaliou-se a
hidrélise acida, alcalina e na faixa de pH 2-10 do DZN a 60 °C, fundamentais para os
comparativos das reacdes subsequentes. A hidrélise acida se mostrou parecida com
a alcalina (k ~ 102 L mol' s''), mais eficientes, enquanto a hidrdlise foi mais lenta em
pH 7 (k ~ 10 L .mol' s"). Ao estudar a reagdo do DZN com IMZ, vale ressaltar as
varias espécies possiveis que podem reagir, sendo que possuem pKa's ~5 e ~ 7,
respectivamente. Observou-se que as reagdes na presenga de IMZ foram muito
mais rapidas que a hidrolise em toda faixa de pH estudada (pH 3-10). Ainda, o IMZ
mostrou um comportamento bastante peculiar pois sua forma protonada foi mais
reativa frente ao DZN do que sua espécie neutra (k ~ 104 e 10° L mol' s,
respectivamente), o que é bastante incomum e inédito na literatura. Isso trouxe um
indicio de mudanca no mecanismo da reacdo, modulado pelo pH. As reacdes com
IMZ foram mais rapidas, com incrementos cataliticos da ordem de 10® superiores a
reagao espontanea, com t12 menor que 3 h. As analises de Ressonancia Magnética
Nuclear - RMN de *'P 1D e 2D confirmaram a suspeita de mudanga no mecanismo
da reagado. Para a reacdo em pH 5 com a espécie protonada do IMZ, a reagao é
seletiva e leva a formagao de apenas um produto fosforilado. Nesse caso, sugere-se
que o IMZ atua como catalisador acido geral, assistindo o ataque de uma agua ao
atomo de fosforo. Os dados de RMN em pH 8 mostram que o IMZ se torna mais
promiscuo na sua forma neutra, levando a formacédo de 3 produtos fosforilados.
Nesse caso, propbde-se que o IMZ possa atuar como i) nucledfilo, atacando
diretamente o carbono alifatico, formando etilimidazol e um diester derivado do DZN
chamado aqui de hidroxi-diazinon (HyDZN); e ii) catalisador basico geral, auxiliando
o ataque de uma molécula de agua ao atomo de fosforo tanto do DZN quanto do
HyDZN. Analises de espectrometria de massas e efeito isotopico cinético de
solvente corroboraram com 0s mecanismos propostos nas reagdes. Em suma, o IMZ
atua de maneira incrivelmente versatil nas reacbées com o DZN, podendo exercer
multiplas catalises e modular o mecanismo de reacdo em funcado do pH: nucleofilico
e catadlise acida/basica. Essa versatilidade, ainda que represente uma
promiscuidade, muitas vezes indesejada, aqui vem a auxiliar na elucidacao
mecanistica de um agrotéxico amplamente utilizado comercialmente, com potencial
para complementar novas e eficientes possibilidades de detoxificacdo e
monitoramento. Certamente, o viés mecanistico € a ferramenta mais poderosa na
promogao de seguranga quimica.

Palavras-chave: Catalise. Organofosfatos. Desfosforilagdo. Nucledfilo promiscuo.
Detoxificagao.



ABSTRACT

This work sought to evaluate the chemical detoxification process of the
pesticide Diazinon (DZN), a toxic compound of the class of organophosphates (OF’s)
used as an acaricide and fungicide. Similar to most OF, DZN has high stability, its
half-life time (t1,2) for the spontaneous hydrolysis is over 17 months (60 °C), usually
involving complex mechanisms, still poorly elucidated. Thus, catalysts that can
accelerate these reactions have been pursued, especially imidazole (IMZ).
Therefore, the focus of this work was to evaluate the reaction of IMZ with DZN.
Initially, the hydrolyses of DZN at 60 °C were evaluated (acidic, alkaline hydrolysis
and in the pH range 2-10), which are fundamental for comparing with subsequent
reactions. Acid hydrolysis showed to be similar to alkaline (k ~ 102 L.mol".s™"), more
efficient, while hydrolysis was slower at pH 7 (k ~ 10 L.mol-'.s™"). When studying the
reaction of DZN with IMZ, it is worth mentioning the various possible species that can
react, since they have pKa's ~ 5 and ~ 7, respectively. It was observed that the
reactions in the presence of IMZ were much faster than the hydrolysis in the entire
studied pH range (pH 3-10). Moreover, IMZ showed a very peculiar behavior towards
DZN, because its protonated form was more reactive than its neutral species (k ~ 10
4and 10° L mol' s, respectively), quite unusual and unprecedented in the literature.
This suggests a mechanistic shift in the reaction, modulated by pH. The reactions
with IMZ were faster, with catalytic increments in the order of 103-fold compared to
the spontaneous reaction, with ti2 less than 3 h. The analysis of nuclear magnetic
resonance - 3'P 1D and 2D NMR confirmed the alteration in the reaction mechanism.
For the reaction at pH 5 with the protonated species of IMZ, the reaction is selective
and leads to the formation of only one phosphorylated product. In this case, it is
suggested that IMZ acts as a general acid catalyst, assisting the water attack
towards the phosphorus atom. NMR data at pH 8 showed that IMZ becomes more
promiscuous in its neutral form, leading to the formation of 3 phosphorylated
products. In this case, it is proposed that IMZ can react as i) nucleophile, directly
attacking aliphatic carbon, forming ethylimidazole and a diester derived from DZN,
namely hydroxy-diazinon (HyDZN); and ii) general basic catalyst, assisting the water
attack on the phosphorus atom of both DZN and HyDZN. Mass spectrometry
analyzes and kinetic isotopic effect of solvent corroborated the mechanisms
proposed in the reactions. Overall, IMZ acts in an incredibly versatile way in reactions
with DZN, being able to promote multiple catalyses and to modulate the reaction
mechanism in function of the pH: nucleophilic and acid/basic catalysis. This
versatility, although representing a promiscuity, often unwanted, here comes to assist
in the mechanistic elucidation of a pesticide widely used commercially, with the
potential to complement new and efficient possibilities of detoxification and
monitoring. Certainly, the mechanistic perspective is the most powerful tool in
promoting chemical safety.

Keywords: Catalysis. Organophosphates. Dephosphorylation.  Promiscuous
nucleophile. Detoxification.
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1 INTRODUCAO

1.1 PESTICIDAS: UM BREVE HISTORICO

A palavra pesticida é derivada do latim pestis que significa praga e caedo
que significa matar. Sdo compostos utilizados com o objetivo de eliminar organismos
indesejaveis em culturas, em produtos para desinfecgcdo de instalagdes, na
preservacdo da madeira, eliminacdo de parasitas de animais, entre outras
aplicacoes’.

Desde a antiguidade, os chineses ja utilizavam como pesticidas alguns
compostos inorganicos de enxofre e arsénio com propriedades toxicas conhecidas
para o controle de insetos no jardim?. Em 1629, John Parkinson recomendou que
fosse utilizado vinagre nas arvores para preveni-las do que chamou de cancer. Anos
depois (1653), Ralph Austen sugeriu utilizar urina de vaca como fonte util de
potassio para arvores frutiferas, recobrindo o solo com cinzas da madeira®.

Compostos de cobre e o acido cianidrico também ja atuavam como
fungicidas e fumigantes, no controle de fungos e pestes em museus. Até meados de
1930, a maioria dos pesticidas ainda era de origem natural ou a base de compostos
inorganicos?. Foi Paul Miiller, entomologista suigo, quem descobriu em 1939 as
propriedades inseticidas do composto organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT
— Figura 1). Dessa maneira, recebeu o prémio Nobel de medicina pelo uso do
mesmo no combate a malaria“.

O DDT se tornou bastante popular durante a Segunda Guerra Mundial,
quando foi utilizado pelos soldados das tropas norte-americanas no combate aos
piolhos que transmitiam o tifo. Anos depois, o DDT também foi amplamente usado
na agropecuaria de todo o mundo, inclusive no Brasil, pelo seu baixo prego e
elevada eficiéncia, sendo seu formulado comercial encontrado nas marcas Gesarol e
Neocid dentre as principais?*°.

A producédo do DDT atingiu o apice em 1960 e diminuiu gradativamente apos
as descobertas realizadas pela comunidade cientifica a respeito do composto (como
o seu acumulo no tecido adiposo e alta estabilidade molecular)®. Em 1962, Rachel
Carson escreveu o livro “Primavera Silenciosa”, uma critica em referéncia a
bioacumulacado de DDT e seus efeitos na reproducéo das aves e no meio ambiente.

A produgdo de Carson causou inumeras discussdes, levando até mesmo os
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governos a tomarem medidas contra a poluigdo causada pelo DDT. A maior delas foi
a proibicao da fabricacdo e venda do composto na Suécia em 1970 e nos Estados
Unidos em 1973. Entretanto, o0 mercado dos pesticidas clorados logo foi tomado
pelos pesticidas organofosforados (OF’s) que compdem grande parte do grupo de
pesticidas de uso atual?.

Os compostos OF’s sdo conhecidos desde 1854 |, porém, sua toxicidade so6
foi admitida em meados de 1930 onde OF’s como Tabun e Sarin estavam sendo
desenvolvidos com o objetivo de servir como armas quimicas para guerra, apesar de
nao terem sido utilizados para esse fimb. O primeiro inseticida OF sintetizado foi o
tetraetil pirofosfato (TEPP — Figura 1), mas, devido a sua alta toxicidade e rapida
inativacao por hidrélise, novos OF’s comegaram a surgir. O quimico alemao Gerhard
Schader, considerado como o pai da quimica moderna dos inseticidas OF’s,
descobriu o pesticida metil paration (MPT — Figura 1). Devido sua alta estabilidade e
atividade inseticida, o MPT passou a ser comercializado e utilizado em lavouras.
Entretanto, por ser muito téxico e perigoso a saude humana e animal, outros

pesticidas OF’s comegaram a disputar o lugar do MPT?267,

FIGURA 1 — ALGUNS DOS COMPOSTOS UTILIZADOS COMO PESTICIDAS NO DECORRER DA
HISTORIA.
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FONTE: O autor (2020).

1.2 PESTICIDAS OF'S E O CENARIO BRASILEIRO

Até o ano de 2050, estima-se que a populagdo mundial possa chegar a
marca de nove bilhbes de pessoas. Esse crescimento populacional gera um
aumento significativo do cultivo de produtos agricolas e alimentos, principalmente
nos paises asiaticos e no continente africano. Todavia, a agdo de patégenos
fungicos, pragas, insetos e outros problemas relacionados a deterioragdo das
culturas, potencializam a reducdo da qualidade e quantidade desses produtos,

gerando perdas econdmicas substanciais®.
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Com o aumento da atividade agricola e pratica de monoculturas em extensas
areas territoriais, além do clima temperado, a proliferacdo de pragas e pestes tem
crescido nos ultimos anos no Brasil. Consequentemente, o uso de pesticidas OF’s
também tem aumentado significativamente, o que tornou o pais o maior consumidor
de pesticidas no mundo®8. Ainda, para garantir uma produgdo agricola cada vez
maior, o Brasil ndo tem adotado leis rigidas para o controle do uso de pesticidas,
pelo contrario, vem propondo mudangas nas leis vigentes a fim de facilitar novos
registros®. Cerca de 30% dos pesticidas mais usados no Brasil j& foram banidos na
Unido Europeia (UE)°.

Dados estatisticos mostram que no ano de 2015, o estado do Mato Grosso
plantou 13,9 de hectares, o Parana plantou 10,2 milhdes de hectares e o Rio Grande
do Sul 8,5 milhdes de hectares, sendo os estados em que mais cultivaram produtos.
Também, houve o consumo de 207, 135 e 134 milhdes de litros de agrotoxicos em
cada estado respectivamente’. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) realizou um estudo entre 2013 e 2015 pelo Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) com amostras de alimentos de 26
estados do Brasil, inclusive dos citados anteriormente. Os resultados das analises
mostraram que haviam residuos de pesticidas em concentragdes consideradas
preocupantes em 38,3% das amostras, até mesmo, de alguns pesticidas ja proibidos

no pais' (Figura 2).

FIGURA 2 — ALGUNS PESTICIDAS OF'S ENCONTRADOS EM AMOSTRAS DE ALIMENTOS NAS
ANALISES REALIZADAS PELA ANVISA
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Os limites maximos permitidos para residuos de pesticidas na agua e em
alimentos no Brasil sdo muito maiores dos que os permitidos na UE. O glifosato, por
exemplo, possui um limite residual de 10 mg/kg no Brasil, quase 200 vezes maior do
que o limite permitido pela UE que é de 0,05 mg/kg'2.

Outros dados referentes ao ano de 2015 mostraram que as lavouras
brasileiras foram pulverizadas com um total de 899 milhdes de litros de pesticidas, o
que significa dizer que foram em média 12,8 kg de pesticida por habitante. Uma
quantidade tdo alta que ja é considerada um problema de saude publica devido a
contaminacao dos alimentos e do meio ambiente e posterior intoxicacdo humana e
pela bioacumulagdo (na cadeia alimentar) e nos segmentos abidticos e bidticos
animal’®14, A contaminag¢édo das comunidades de seres vivos se da principalmente
do ecossistema (seres vivos: flora, fauna, seres humanos, microorganismos; e 0s

nao vivos: agua, ar, solo, etc)™.
1.3 COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS: UM PANORAMA GERAL

De maneira geral, os compostos OF’s s&o ésteres, amidas ou tidis derivados
de acido fosfdrico, fosfénico, fosforotioico ou fosfonotidico que podem ser mono, di
ou trissubstituidos. Essencialmente, todos possuem um atomo de fosforo e uma
ligagéo fosforila caracteristica P=0 ou P=S616,

Os mono e diésteres sao naturais, encontrados nos préprios materiais
genéticos Acido Desoxirribonucleico (DNA) e o Acido Ribonucleico (RNA) e os
armazenadores de energia Adenosina Trifosfato (ATP) e Adenosina Difosfato (ADP),
por exemplo'’. Ja os triésteres séo sintéticos, compondo a classe dos pesticidas e
dos agentes neurotéxicos de guerra (armas quimicas), extremamente estaveis e
toxicos podendo causar danos irreversiveis a salde e ao meio ambiente’. A
representacdo genérica e exemplos de mono, di e triésteres podem ser verificados

na Figura 3.
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FIGURA 3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS ESTERES DE FOSFATO P=0 E P=S
MONO, DI E TRISSUBSTITUIDOS.
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Devido a alta estabilidade, a clivagem da ligagdo P-O desses compostos
pode levar muitos anos para ocorrer. Mesmo os triésteres sendo sintéticos, essa
observagdo também é verificada’™. Isso representa uma grande ameaga mundial,
nao somente pelo perigo de um ataque terrorista em massa, mas também pelo uso
indevido e as grandes quantidades estocadas desses compostos®'. Nesse
contexto, diferentes abordagens para o monitoramento e a detoxificagdo quimica de
triésteres de fosfato tem atraido bastante interesse nos ultimos anos. A ideia de
tornar um composto téxico em um composto menos tdxico ou atoxico, € o grande
desafio para esse tipo de estudo.

Até o ano de 1982, os estoques norte-americanos de compostos OF’s eram
preferencialmente incinerados. Porém, devido a liberagdo de gases toxicos e
corrosivos, o custo para a filtragem e purificagdo desses produtos tornou o processo
inviavel, sendo parcialmente substituido por metodologias alternativas como a
neutralizacdo quimica por uma base forte, estavel e barata como NaOH'.
Entretanto, essa metodologia nao ¢é eficaz para a destruicdo de todos os OF’s. Para
o Sarin, o ion OH" reage para formar o NaF e o isopropil-metilfosfonato, ao passo
que para o gas de guerra VX que possui baixa solubilidade em meio basico, a
hidrélise alcalina é bastante lenta e ainda produz como subproduto o acido tidico, de
elevada toxicidade8.

Os triésteres em sua maioria possuem atividade neurotéxica, sendo que a
principal agdo se da no sistema nervoso, na jungdo neuromuscular, inibindo a

atuacao da enzima acetilcolinesterase (AChE) em invertebrados e vertebrados. Essa
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enzima possui a funcéo de catalisar a hidrélise a acetilcolina (ACh) em acido acético
e colina (Ch). No sitio enzimatico da AchE, em uma primeira etapa ocorre a
acetilacéo da porcao referente ao grupo da Serina (Ser) pelo seu ataque o carbono
carbonilico da ACh, levando a formagéo da Ch. Na etapa seguinte, ocorre a hidrélise
da Ser acetilada, levando a formagao do acido acético e restabelecendo o sitio
enzimatico. As demais porgdes referentes aos grupos acido glutémico (Glu) e
histidina (His) também participam dessas reagdes assistindo os grupos de saida®. O

esquema e o mecanismo classico de hidrélise sdo apresentados na Figura 4.

FIGURA 4 — TRANSMISSAO NEURONAL DA ACh E SEU MECANISMO HIDROLISE POR AChE.
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Todavia, quando um OF neurotdxico interage com a AChE (Figura 5) ocorre a
interrupgéo da transmissao dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios,
causando paralisia e morte?'. Isso acontece devido a fosforilagdo da Ser e a alta
estabilidade da ligagdo P-O formada que é muito dificil de ser clivada. Dessa
maneira, o OF inibe o funcionamento da enzima (pois seu sitio ativo ndo esta mais
disponivel para hidrélise da ACh), levando até mesmo ao envelhecimento da

ACHhE?°. O processo de inibigdo da AChE também depende da estrutura do OF.

FIGURA 5 — MECANISMO CLASSICO DE INIBICAO DA AChE POR OF'S NEUROTOXICOS (ONDE
X E O GRUPO DE SAIDA DO OF).
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Sendo assim, a compreensao dos processos de detoxificacdo de pesticidas
OF’s é particularmente desafiadora devido aos diferentes e intrigantes mecanismos
envolvidos conforme as condicdes reacionais e estrutura do OF em relacdo a sua

ligagdo P=0 ou P=S"°.

1.4 COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS E SEUS MECANISMOS DE REACAO

Os ésteres fosforicos do tipo P=0 sao mais reativos em relacdo aos do tipo
P=S??, e a literatura apresenta fortes evidéncias de alguns mecanismos de
substituicdo nucleofilica uni e bimolecular. Tipicamente, as reagcoes com ésteres
fosféricos podem ocorrer por dois caminhos conhecidos principais. Um quando o
centro eletrofilico é o grupo alquil e o alvo é a clivagem da ligagao alquil-oxigénio em
decorréncia do ataque de um nucledfilo (Figura 6). Esse é o mecanismo preferencial
em meios reacionais acidos, sendo o grupo de saida o acido fosférico neutro'®23,
entretanto, o ataque nucleofilico aos grupos alquila também pode ocorrer em meios
reacionais alcalinos?*. Esse mecanismo é analogo para OF’s do tipo P=S, porém o

grupo de saida nesse caso seria 0 acido tiofosforico.

FIGURA 6 — ATAQUE NUCLEOFILICO AO GRUPO ALQUIL DO ORGANOFOSFORADO.
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FONTE: O autor (2020).

Um segundo possivel mecanismo em ésteres fosforicos ocorre quando o
atomo de foésforo € o centro eletrofilico da reagcdo. Esse mecanismo de substituicao
nucleofilica pode ser classificado como associativo (An), dissociativo (Dn) ou
concertado (AnDn) conforme nomenclatura da IUPAC. Todos podem ser
representados pelo diagrama de More O’Ferrall-dencks (Figura 7), onde a)
corresponde ao mecanismo associativo (An + Dn). Aqui o ataque pelo nucledfilo ao

atomo de fosforo leva a formacédo de um intermediario fosforano de geometria
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bipiramide de base trigonal, com posterior eliminacédo do grupo de saida. Em b), o
mecanismo é dissociativo (Dn + An), onde primeiramente ocorre a eliminagcdo do
grupo de saida formando um intermediario metafosfato de geometria trigonal, com
posterior ataque do nucledfilo ao atomo de fésforo, levando ao produto. Numa
terceira situagdo, em c), o0 mecanismo € denominado concertado (AnDn). Nesse, 0
ataque do nucledfilo e a saida do grupo abandonador ocorrem em uma unica etapa,

levando a um intermediario pentacoordenado durante o estado de transigao 82526

FIGURA 7 — DIAGRAMA DE MORE O’FERRALL-JENCKS PARA REAGCOES DE SUBSTITUIGAO
NUCLEOFILICA NO ATOMO DE FOSFORO EM ESTERES DE FOSFATO. CAMINHOS a) (An + D)
ASSOCIATIVO ; B) (Dn + An) DISSOCIATIVO ; a) (AnDn) CONCERTADO ; Re. = REAGENTES ; Int.

= INTERMEDIARIO ; Pro. = PRODUTOS.
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FONTE: O autor (2020).

Ainda no diagrama (Figura 7), sdo mostrados os caminhos d) e e), que sdo
concertados. Para d), a formagéo da ligagdo P-Nu ocorre antes da saida do grupo
abandonador. Mesmo n&o havendo consenso, os di e triésteres tendem a seguir
esse mecanismo, que também pode ser chamado de concertado com carater
associativo. Para e) o caminho concertado é favorecido com a quebra da ligagao
com o grupo abandonador mecanismo preferencial dos monoésteres que também
pode ser chamado de concertado com carater dissociativo'®?®. Todos os
mecanismos apresentados no diagrama da Figura 6 sdo analogos para OF’s do tipo
P=S. No estudo mecanistico dos compostos OF do tipo P=S, também existem os
rearranjos tiono-tiol, relacionados aos rearranjos possiveis entre as liga¢cdes do
fosforo e enxofre e fosforo oxigénio?’?8. Esse tipo de rearranjo pode ocorrer tanto
em condicdes brandas quanto extremas, por diferentes mecanismos. A

desalquilagao-realquilagéo-desalquilagdo do triéster por um nucledéfilo forte (Figura 8
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- 1) ocorre quando o anion fosfotionato formado pela desalquilagéo do éster (Figura
8 — 1 - a), pode reagir novamente com o produto alquilado (Figura 8 — 1 - b),
formando um éster do tipo P=0. Esse, pode ser desalquilado novamente pelo
nucleofilo (Figura 8 — 1 - ¢) para a formagao de um novo anion tiolato?’.

Em outra situagédo, quando os triésteres P=S reagem com aminas como a
trietilamila (que se liga fortemente com os grupos alquil), ndo ha realquilagdo e o
rearranjo pode ocorrer por outro mecanismo. Moléculas do triéster que néao
reagiram, desalquilam o triéster de partida (Figura 8 — 2 - a), dando origem ao

produto fosfotionato que reage para formar o produto fosfotiolato (Figura 7 — 2 - b)?’.

FIGURA 8 — REARRANJO TIONO-TIOL EM REACOES DE TIOFOSFATOS.
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FONTE: O autor (2020).

Esse tipo de rearranjo também pode ocorrer na auséncia de espécies
nucleofilicas seguindo um autorrearranjo, porém sao necessarias temperaturas
elevadas (120 a 180 °C), onde a reagdo segue de forma intramolecular dando
origem ao fosfotiolato?®. Entretanto, mesmo em temperatura ambiente, também é
possivel ocorrer rearranjos dessa natureza como no caso do pesticida MPT, quando

armazenado em periodos prolongados em solventes polares?”.

1.5 DIAZINON: UM CASO PECULIAR

O pesticida Diazinon (DZN — Figura 9 - a) é amplamente utilizado como
inseticida e acaricida, em residéncias e lavouras®’3'. Classificado pela Organizagdo
Mundial da Saude (OMS) como classe |l (periculosidade moderada) e de acordo
como Programa Nacional de Avaliagdo da Qualidade da Agua do United States

Geological Survey (1992-1996), esse OF ja foi detectado em aguas superficiais e
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sistemas aquaticos em concentrages variando de 0,002 a 3,80 mg.L"". Em aguas
subterréneas, as concentragdes do pesticida apresentaram 0,21 mg.L-' e até mesmo
em amostras de chuva e neblina maximos de concentragdo de até 2 e 76,3 mg.L™"' 32.

Com relagdo a sua estrutura, o pesticida possui uma ligagdo P=S, ou seja,
trata-se de um fosfotioéster. Em comparagao com o seu produto de oxidacdao P=0
Diazoxon (DZO - Figura 9 - b), € menos toxico aos organismos e ao ambiente. Nao
é volatil, tem pouca miscibilidade em agua (60 mg.L"" — 20 °C), entretanto, é miscivel

em benzeno, acetona e etanol®.

FIGURA 9 — ESTRUTURAS MOLECULARES DO a) DIAZINON E b) DIAZOXON
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FONTE: O autor (2020).

A alta toxicidade dos pesticidas OF’s e estabilidade da ligagdo P-O torna
particularmente interessante a compreensao dos processos de degradagao desses
compostos. Os mecanismos envolvidos nessas reagdes podem acontecer por vias
diferentes conforme as condi¢cbdes reacionais e estrutura do OF em relacdo a sua
ligagdo P=0 ou P=S"°.

O DZN possui varios sitios de protonacédo, que afetam diretamente na sua
reatividade e caminhos reacionais. Cada sitio pode levar a ativagdo do anel
aromatico do DZN possibilitando o ataque de um nucledfilo e a clivagem da ligagéo
P-O. A Figura 10 apresenta os equilibrios envolvidos do DZN e respectivos pKa's,
estimados através de software computacional®43> (SPARC — pKa prediction). Além
dos sitios principais (os atomos de nitrogénio), também podem ser protonados os
atomos de enxofre e o oxigénio. Embora a protonagdo do enxofre tenha a
possibilidade de ocorrer em condigbes extremamente acidas (pkas = -5,14) e o
oxigénio seja dificilmente protonado devido ao pKa proximo do nitrogénio orto (pKa-o
= 4,19 e pKan orto = 3,52), os sitios mais suscetiveis a protonagdo ainda sao os
nitrogénios aromaticos. A diferenga entre os pKiy's do nitrogénio orto e nitrogénio

para, em que o pKa-N orto € maior, sugere que o atomo de enxofre possa interagir de
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alguma maneira com o hidrogénio dificultando levemente sua saida, o que nao
ocorre no nitrogénio para*. A peculiaridade do DZN também esta relacionada aos

caminhos reacionais alternativos podem ocorrer em relacédo ao seu sitio protonado.

FIGURA 10 — SiTIOS POSSIVEIS DE PROTONACAO DO DZN.
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FONTE: Adaptado de CHURCHILL (2007)3.

Em relacdo aos mecanismos de reagao com espécies nucleofilicas, o DZN
possui trés centros eletrofilicos principais que podem ser atacados: o carbono
aromatico, o carbono alifatico e o fosforo (Figura 11). Se o ataque nucleofilico
ocorrer no carbono alifatico (Figura 11 — a), os produtos da reagédo serao o Hidroxi-
Diazinon (HyDZN) e o uma espécie do tipo Etil-Nucledfilo (EtNu). Quando o ataque
ocorrer no atomo de fésforo (Figura 11 — b) ocorre a formagao do 2-isopropil-6-
metilpirimidin-4-ol (IMPOH) e uma espécie intermediaria nucledfilo—acido
dietiltiofosférico (Nu-DTPHOS), essa ultima, logo € hidrolisada ao 4&cido
dietiltiofosforico (DTPHOS). Em uma outra situagdo, quando o ataque ocorre no
carbono aromatico (Figura 11 — c), ha a formacdo de uma espécie nucledfilo-
pirimidina (PyNu) e DTPHOS3436, Todos esses caminhos s&o possiveis nas reagoes
de hidrdlise do DZN, embora ndo haja até o momento muitos estudos reportados de

reacdes nucleofilicas com o DZN.
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FIGURA 11 — ATAQUE NUCLEOFILICO AO CARBONO ALIFATICO a); FOSFORO b); CARBONO
AROMATICO c) DO DZN.
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FONTE: O autor (2020).

Os mecanismos para hidrélise do DZN n&o estdo consolidados e ainda ha
muita divergéncia na literatura quanto ao caminho preferencial, além de existirem
poucos relatos na literatura referente a estudos mecanisticos com DZN. A Figura 12
mostra algumas possibilidades para a hidrélise acida do DZN. No caso a), o
nitrogénio aromatico na posi¢cao para em relagdo ao atomo de oxigénio € protonado
e leva a ativacado do anel aromatico. Essa ativagao facilita a clivagem da ligagéo P-
O, passando por um estagio intermediario com a formagao de uma espécie trigonal
de fosforo (metafosfato). Na sequéncia, o atomo de fésforo do intermediario trigonal
€ atacado por uma molécula de agua sendo posteriormente convertido ao produto
DTPHOS?®. Esse mecanismo €& correspondente ao Sn’ do tipo dissociativo
associativo (Dn + An) conforme apresentado no diagrama de More O’Ferrall-dencks
(Figura 7 — caminho b). Para o caminho b) da Figura 12, outro mecanismo possivel
para hidrélise acida do DZN é apresentado, que envolve a protonagao do nitrogénio
para em relagdo ao oxigénio ativando o anel aromatico. Sua ativagcdo leva a
clivagem da ligacdo P-O concomitante ao ataque de uma molécula de agua ao
atomo de fosforo. A reagdo segue um mecanismo concertado Sa? equivalente ao
mecanismo AnDn no diagrama de More O’Ferrall-dencks (Figura 7 — caminho c).

Esse caminho também leva a formagao dos produtos IMPOH e DTPHOS?34. Um fato
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importante a ser mencionado é que 0s mecanismos propostos sdo analogos com a

protonagao do nitrogénio orto em relagdo ao atomo de oxigénio.

FIGURA 12 - MECANISMOS DE HIDROLISE ACIDA DO DZN ATIVADA PELA PROTOI\JAQ/:\O DO
ATOMO DE NITROGENIO AROMATICO PARA EM RELAGAO AO ATOMO DE OXIGENIO (A)
MECANISMO DISSOCIATIVO; (B) MECANISMO CONCERTADO.
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FONTE: O autor (2020).

Ainda, para a hidrélise acida do DZN existe um mecanismo concertado
proposto cuja etapa determinante € a transferéncia simultdnea do préton para o
atomo de enxofre pelo ion hidrénio e clivagem da ligagdo P-O (Figura 13). Nessa
situacdo, ha uma sequéncia de reagcdes com a participagcao de duas moléculas de
agua. Uma molécula de agua atua como nucledfilo atacando o atomo de fésforo
enquanto outra molécula de agua abstrai um préton da primeira. Simultaneamente,
ha a regeneragéo do ion hidrénio pela abstragdo de um préton da segunda molécula
de agua. Esse seria 0 mecanismo mais plausivel em condigbes extremamente
acidas, uma vez que o pKa-s esta estimado em -5,14. Porém, ainda existem poucas
evidéncias (apenas tedricas) que corroborem esse mecanismo, uma vez que a
participagdo de duas moléculas de agua em um processo simultdneo de clivagem
formagao de ligagbes é vista como audaciosa. Outro fato que chama a atengéo é
que ainda ndo existe um consenso na literatura sobre o caminho preferencial
quando o atomo de nitrogénio € protonado, sendo os dois caminhos aceitos. De

maneira semelhante, os produtos formados sdo o IMPOH e DTPHOS?34.



35

FIGURA 13 — MECANISMO CONCERTADO DE HIDROLISE ACIDA DO DZN COM PROTONACAO
DO ATOMO DE ENXOFRE E CLIVAGEM SIMULTANEA DA LIGAGAO P-O%*,
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FONTE: O autor (2020).

Quando em pH alcalino, a hidrolise do DZN também ocorre por um
mecanismo do tipo concertado AnDn, onde o ataque do ion hidroxido ocorre
preferencialmente ao atomo de fésforo (Figura 14) concomitante com a clivagem da
ligacdo P-O, levando a formagao do IMPOH e o DTPHOS. Assim como na hidrdlise
acida, essa reagao também pode ser acompanhada pela formagdo do produto
IMPOH através do monitoramento por espectroscopia Ultra Violeta-Visivel (UV-
Vis)®’.

FIGURA 14 — MECANISMO DE HIDROLISE ALCALINA DO DZN.
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FONTE: O autor (2020).

As reacbes de hidrolise em meio acido e alcalino do DZN s&o rapidas,
porém, utilizam condicbes extremas. Em comparagao, em pH 7,4 o tempo de meia
vida (t12) para a hidrolise do DZN é estimado em 184,82 dias®. Em condigdes
acidas (23 °C), os ti2 foram estimados em 30,86 e 29,42 dias em pH 5 e 3,
respectivamente®. Para o meio alcalino (24 °C), o ti2 sdo 135,95 e 6,03 dias para
pH 9 e 10,4, respectivamente®®. Dessa maneira, diferentes abordagens séo
reportadas na literatura para catalisar a degradagdo do DZN. Sao descritos
catalisadores de complexos de metais de transigdo3%4° que apresentaram

incrementos cataliticos da ordem de 102 vezes em relacdo a reagdo esponténea.
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ons metalicos3®4! também apresentaram bons incrementos cataliticos e
seletividade, atuando diretamente no atomo de fésforo para a clivagem da ligagéo P-
0. Acidos sulfénicos depositados em silica para processos de sor¢do*?, onde além
dos incrementos cataliticos observados em relacdo a reagdo espontanea, também
foram reportados a facilidade de separacdo do substrato por filtragcdo e reuso do
material em novos processos cataliticos. Solventes verdes e micro-ondas®® também
tem sido uma boa alternativa nesses processos. A mistura de solventes mais verdes
pode influenciar diretamente no mecanismo da reacdo obtendo seletividade ao
ataque do nucledfilo nos centros eletrofilicos do DZN, como ocorre com a piperidina,
bastante eficiente nesse processo de degradagao, atacando o atomo de fosforo e o
carbono alifatico do DZN?36.

Em suma, ainda sédo poucos os estudos mecanisticos com o DZN devido a
alta complexidade e os diversos caminhos reacionais que podem ocorrer. Busca-se
cada vez mais alternativas verdes e eficientes para degradagao de OF’s, ao passo
que como no caso do DZN, muitos ainda sdo comercializados com pouca ou
nenhuma restricdo. Isso contribui diretamente para o aumento dos problemas

relacionados a saude publica e ao meio ambiente.

1.6 DETOXIFICACAO QUIMICA DE OF’S: A VERSATILIDADE DO IMIDAZOL

O imidazol (IMZ) esta presente nos sitios ativos de diversas enzimas e atua
de forma muito eficiente em processos de clivagem de OF’s. E um heterociclo
aromatico com alta solubilidade em solventes polares e apolares e pKa proximo 7,0 a
25 °C (Figura 15). Dessa maneira, a versatilidade do IMZ pode ser justificada pelo
seu carater anfétero, podendo atuar como base quando desprotonado (Figura 15 — i)
onde pode abstrair um préton de um nucledfilo (em geral H20) tornando a espécie
mais reativa. Ainda, o IMZ pode atuar como acido quando protonado (Figura 15 —ii),
efetuando a transferéncia de um préton ao substrato permitindo a sequéncia na
reacao ou assistindo um grupo de saida. Ainda, em sua forma neutra pode atuar
como nucledfilo (Figura 15 — iii)?.

A versatilidade dessa molécula e de seus derivados também pode ser
justificada em suas atividades farmacoldgicas (antibidticas, antissépticas,

antifingicas, etc)*44.
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FIGURA 15 — DIFERENTES POSSIBILIDADES REACIONAIS PARA O IMZ.
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FONTE: adaptado de ORTH (2015)*.

Devido a essa versatilidade, a literatura tem mostrado que o IMZ atua de
forma eficaz no processo de degradacdo de OF’s quando funcionalizado em
nanocatalisadores de oOxido de grafeno*. Ja em sistemas celuldsicos complexos
como residuos de casca de arroz, a funcionalizacdo com IMZ também apresentou
grande atividade catalitica para degradacado de triésteres de fosfato toxicos e
pesticidas reais como o Paraoxon*’. Recentemente, novos estudos sobre a
desfosforilagdo do pesticida Paraoxon com catalisadores homogéneos e
heterogéneos funcionalizados com IMZ também foram reportados e apontam boas
perspectivas*®48:49,

Um estudo realizado com o pesticida MPT (contém P=S, similar ao DZN),
mostrou que o IMZ catalisa seu processo de degradagao. Porém, o IMZ reage com o
carbono alifatico do MPT (Figura 16 — a) desalquilando a molécula e levando a
formagao do produto metilimidazol (MEI)'. Ja para o pesticida etil-paration (EPT), o
IMZ ataca tanto o carbono alifatico quanto o atomo de fésforo (Figura 16 — b) numa
espécie de reacdo competitiva®*. No caso do MPT, o ataque preferencial do IMZ na
metila pode estar relacionado ao efeito doador do enxofre que poderia diminuir o
carater eletrofilico do atomo de fésforo inferindo diretamente na sua reatividade com
relagdo ao centro fosférico'. Para o EPT, o enxofre também contribuir indutivamente
para a diminuigao da reatividade do centro fosforico. Entretanto, com o aumento da
cadeia, o carater eletrofilico do carbono alifatico também diminui devido ao efeito
indutivo doador do grupo metil. Dessa maneira, a reagao ocorre por ambas as vias,
e ainda que competitiva, o caminho predominante nessa reagdo se da pelo carbono
alifatico®*.

Quando a reacao do EPT com IMZ é comparada a do pesticida etil-paraoxon
(EPO) com IMZ, nota-se que para o EPO ha uma maior reatividade e seletividade,

pois o IMZ ataca preferencialmente o atomo de fosforo do EPO (Figura 16 — c),



38

passando por um estagio intermediario com o IMZ ligado ao grupo fosfato, sendo
rapidamente convertido ao fosfato menos téxico*®. Vale ressaltar que todos esses
caminhos ocorrem com o IMZ neutro, que € nucleofilico. Essas observacoes
corroboram o fato das mudancas no mecanismo de reagao dos pesticidas do tipo
P=0 em relacédo aos P=S, e também, o fato dos pesticidas P=0O serem mais reativos

e suscetiveis a ataques nucleofilicos no atomo de fésforo.

FIGURA 16 — a) ATAQUE PREFERENCIAL DO IMZ AO MPT; b) ATAQUES PREFERENCIAIS DO
IMZ DO EPT; c) ATAQUE PREFERENCIAL DO IMZ AO EPO.
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FONTE: O autor (2020).

Dessa maneira, € de interesse estudar a reagao do IMZ com DZN, buscando
a formacdo de produtos menos toxicos, uma vez que os resultados para a
detoxificagcdo quimica de pesticidas OF’'s com IMZ tem se mostrado promissores.
Ainda, é foco a elucidagcdo mecanistica pois o IMZ possui varias possibilidades de
catélise (acida, basica e nucledfilica), assim como o DZN pode modular o
mecanismo devido aos seus varios sitios de protonagao (que os OFs na Figura 16

nao possuem).
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2 JUSTIFICATIVA

Os problemas de saude e ambientais causados pelo uso constante de
pesticidas OF’s nas lavouras e culturas do Brasil e do mundo sao recorrentes e
trazem grande preocupagdo. Nosso pais € o maior consumidor de agroquimicos do
planeta e varios pesticidas sédo recorrentemente identificados em analises
laboratoriais em niveis preocupantes’”.

A OMS estima que aproximadamente 220.00 mortes sejam causadas por
casos de intoxicagao por pesticidas ou ainda suicidio decorrentes do uso de OF’s. A
respeito da intoxicagdo dos trabalhadores agricolas, sdo cerca de 25 milhdes
anualmente. Como consequéncias da exposicdo a agrotoxicos OF's e
organoclorados, problemas respiratérios como bronquite asmatica e outras
anomalias pulmonares, efeitos gastrointestinais e para alguns compostos, disturbios
musculares, debilidade motora e fraqueza podem se tornar mais evidentes®'%5%, Em
1998, o Sistema Nacional de Toxicologia registrou 5268 casos de intoxicagdo por
agrotoxicos, sendo que 181 foram vitimas fatais®.

Nesse contexto, a literatura mostra que o IMZ e alguns derivados sao
moléculas promissoras para o processo de catalise em reag¢des de desfosforilagcao
de triésteres de fosfato*>194647.51 devido a sua alta versatilidade e reatividade,
podendo exercer multiplas catalises. Todavia, ainda ndo existe nenhum estudo
sistematico reportado sobre a degradacado do pesticida DZN que envolva IMZ ou
derivados como possiveis catalisadores. Este fato pode estar relacionado a
complexidade dos mecanismos envolvidos, uma vez que os diversos caminhos
alternativos podem ocorrer nas reacbes com o DZN e também, a relacdo P=0
versus P=S pode afetar diretamente o mecanismo da reacdo quanto ao seu
processo de deteccao.

Dessa maneira, este projeto busca compreender a reatividade do IMZ frente
ao DZN, a fim de otimizar e catalisar a sua reagédo de degradagao. Busca-se avaliar
a versatilidade do IMZ através da sua reatividade quando protonado (IMZH) e
quando desprotonado (IMZ). Além disso, busca-se também elucidar os mecanismos
das reacdes e beneficiar-se desses para o monitoramento do OF. O entendimento
da reatividade dos OF’s frente a novas moléculas € fundamental para o
desenvolvimento de métodos que auxiliem na detoxificagdo quimica dessa classe de

compostos, tornando o ambiente mais salubre aos seres vivos.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse projeto € estudar a reagdo do pesticida DZN com

IMZ, promovendo sua detoxificagao quimica.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
A fim de se alcangar o objetivo geral, visam-se as seguintes estratégias:

v Extrair, purificar e caracterizar o OF DZN da amostra comercial Diazitop pelas
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 3'P e 'H), espectroscopia na
regiao do Infravermelho (FT-IR), Espectroscopia UV-Vis;

v" Avaliar o comportamento cinético das reacdes de hidrélise do DZN na auséncia
e presenca de IMZ utilizando espectroscopia de UV-Vis com variagdes nas
condi¢des reacionais como pH, temperatura, entre outros;

v' Analisar as reagdes utilizando ferramentas da fisico-quimica organica como
perfil de pH, efeito isotdpico cinético do solvente, entre outros nas reagdes do
DZN com IMZ;

v' Elucidar os mecanismos das reagdes utilizando RMN 3'P, 'TH e '3C (1D e 2D), e
espectrometria de massas, para o auxilio na deteccdo de intermediarios e

produtos;

FIGURA 17 - REACOES DO IMZ COM DZN AVALIADAS NESSE TRABALHO.
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FONTE: O autor (2020).



41

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

Os reagentes utilizados foram IMZ (Sigma-Aldrich), deuteroxido de sddio
(Aldrich), acetonitrila (Carlo-Erba), acetato de etila (Merck), metanol (Dinémica)
hidroxido de sédio (Vetec), hidréxido de potassio (Vetec), acido cloridrico (dindmica),
acido acético (dinamica), fosfato de potassio (Vetec), citrato trissédico (Vetec),
carbonato de sodio (Vetec), cloreto de deutério (Aldrich), deuteroxido de sodio
(Aldrich), sulfato de sédio (Vetec). O DZN foi extraido da amostra comercial Diazitop

seguindo o procedimento descrito na literatura.

4.2 EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PESTICIDA

A extracao do pesticida DZN foi realizada a partir da sua amostra comercial
Diazitop (solido), com trés porgdes de 50 mL acetato de etila, em funil de extragéo.
Seguida de adi¢ao de por¢des de agua destilada para separagédo das fases aquosa
e organica. Posteriormente, o liquido foi secado com sulfato de sddio e o solvente foi
rotaevaporado lentamente®®. O material oleoso obtido foi caracterizado pelas
técnicas de FT-IR (espectrémetro Bromem Bruker Vertex 70/70v® com pastilha de
KBr na regido de 4000 cm™ a 400 cm™'), RMN de 'H e *'P (Bruker AVANCE 400® ;
500 yL de D20 contendo TMSP; DZN = 1x10° mol.L"; para o RMN de 3'P foi
utilizado um capilar contendo H3PO4) e UV-Vis (Agilent Cary 60 — com banho
termostatizado acoplado). Uma solugdo estoque do pesticida foi preparada em
acetonitrila em uma concentragdo de 0,01 mol.L-' de DZN que foi mantida em

freezer.

4.3 ESTUDOS CINETICOS

Todas as reagdes foram acompanhadas por UV-Vis entre 190 e 800 nm com
temperatura controlada de 60 °C. O monitoramento da reacao se deu pela formagao
do produto IMPOH que possui dois Amax em 229 nm e 260 nm?®’. Em todos os casos,
uma aliquota de 20 pL de solugédo estoque de DZN (0,01 mol.L"" — em acetonitrila)

foi adicionada na cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico contendo 3 mL das
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solugdes de interesse (0 pH das solugdes foi ajustado pela adigdo de [HCI] 0,1
mol.L"" ou [NaOH] = 0,1 mol.L"" . Nas reagdes em D,0 o pD foi ajustado com adig&o
de [DCI] 0,1 mol.L-* ou [NaOD] = 0,1 mol.L"", resultando em uma concentracéo final
de DZN 6,67x10° mol.L-! (condigbes de pseudo-primeira ordem). As reagdes foram
tamponadas quando necessario utilizando os tampdes (0,01 mol.L™") CaCOs (pH 8,0
- 9,0), KsPOs4 (pH 6,0 - 7,0) e Na3CsHs07 (pH 5,0). Em meio deuterado, o valor de pD
foi corrigido usando a relagdo: pD = pH + 0,4 2. As cubetas foram seladas com
parafiime e o monitoramento da reacao se deu por cinco tempos de meia-vida. Os
dados obtidos foram tratados com o software Origin 9, ajustados de acordo com as
seguintes equacdes de pseudo-primeira ordem para consumo do reagente (eq. 1) e

formagao do produto (eq. 2):

At = Ajpr + (Ag - Ajng)*(e7obs™) eq. 1
A= Ag+ (Ag - App)*(1 - ekobs™) eq. 2
Onde:

A = Absorbancia em determinado tempo

Ao = Absorbancia inicial

Ainf = Absorbancia no infinito

kobs = Constante de velocidade observada de pseudo-primeira ordem

t = tempo

Outras equacgdes foram deduzidas e ajustadas, conforme os perfis cinéticos

obtidos que se mostraram diferentes dos previstos pelas equagdes acima.

4.4 ANALISES POR RMN - 'H, 3C E 3'P

As andlises de RMN de 'H, "*C e 3'P foram realizadas com uma aliquota de
20 uL da solugdo estoque de DZN 0,15 mol.L"" em D20 (Tetrametilsilano - TMSP)
resultando em uma concentracgdo final de 6x10® mol.L"' de DZN em tubo de RMN
contendo 500 yL de solugédo 0,2 mol.L' de IMZ em D20 com pD ajustado pela
adicado de [NaOD] 0,1 mol.L"' e [DCI] 0,1 mol.L"". Essas condicbes foram
empregadas para as reagées em pD 5,0 e pD 8,0. Os espectros de RMN de 3'P



43

foram referenciados com um capilar contendo H3PO4 em &p 0,00. Os tubos foram
selados com parafiime e as reagdes foram mantidas em banho termostatizado a 60
°C e monitoradas até o completo desaparecimento do sinal do reagente e
aparecimento dos sinais dos produtos. Os experimentos de RMN 2D de correlagao a
longa distancia 'H-3'"P (HMBC) foram adquiridos em um espectrometro Bruker
AVANCE 400, operando a 4,7 T, observando os nucleos de 'H e 3'P a 400,13 e 161,
97 MHz, respectivamente, equipado com uma sonda de detecgao direta - BBO ('H,
°H e 3C) de 5 mm, com gradiente de campo ao longo do eixo z. Todas as analises
foram feitas em colaboracdo com a Prof. Dr?. Caroline D'Oca e a Dr?. Maria Costa

do centro de RMN do departamento de quimica da Universidade Federal do Parana.
4.5 ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS — ESI-MS

As andlises de ESI-MS (LTQ OrbiTrap XL — Thermo Scientific) foram
realizadas com uma aliquota de 50 pL da solucéo pds-reacao dissolvida em 2 mL de
metanol, resultando em uma concentracao final de 3,25x10~° mol.L*! da solucdo pds-
reagao. Utilizando o modo positivo, foram analisadas as reagdes em pH 5,0 (IMZ
ainda protonado) e pH 8,0 (IMZ ja desprotonado) e para a identificagdo de possiveis
intermediarios e os produtos da reacgao, ainda, a verificagdo de uma possivel
mudanca nos mecanismos envolvidos nas reacdes. Para as analises em pH 8,0
foram adicionados 10 pyL de acido acético concentrado como agente ionizante.
Todas as analises foram feitas em colaboragdo com o Prof. Dr. Alfredo Oliveira e o
técnico de laboratério Thiago Santos do departamento de quimica da Universidade
Federal do Parana. O resumo da metodologia utilizada no trabalho é apresentado na

Figura 18.

FIGURA 18 - METODOLOGIA UTILIZADA NOS ESTUDOS COM DZN.
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FONTE: O autor (2020)
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO DO DIAZINON
Apods a extracdo do DZN, este foi caracterizado pelas técnicas de RMN, UV-

Vis e FT-IR. A seguir sdo mostrados inicialmente os espectros de RMN de 'H (Figura
19 — A) e *'P (Figura 19 — B) para o DZN.

FIGURA 19 — ESPECTROS DE RMN DO DZN. (A) RMN 'H CONTENDO TMSP E EM (B) 3'P RMN
COM CAPILAR DE H3PO4 EM D;O. ([DZN] = 0,2 mol.L"" ; 25 °C)
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FONTE: O autor (2020).
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Analisando-se o espectro de RMN de 'H (Figura 19 - A) foi possivel observar
os sinais referentes as metilas do grupo etdéxi em o4 1,17 e 61 1,15 (m, 6H) e outros
dois sinais em 6n 4,27 e on 4,71 (m) referentes aos grupos metilénicos o oxigénio.
Além disso, os sinais do grupo isopropila foram observados em 61 1,24 € o1 1,27 (m,
6H) relativos aos grupos metila da isopropila e um sinal em &4 3,02 (m, 1H) relativo
ao hidrogénio metinico. Também foi observado um sinal em 64 6,62 (s,1H) referente
ao hidrogénio aromatico e outro sinal em dn 2,37 (s, 3H) referente aos hidrogénios
metilicos. Outros sinais também foram observados como em o1 5,46 e o1 5,36 que
podem estar relacionados a impurezas presentes na amostra. A partir do espectro
de RMN de 3'P (Figura 19 - B) foi observado um sinal em &p 60,56 referente ao
grupo tiofosfato. Os deslocamentos observados estdo de acordo com os dados
reportados na literatura®’.

No espectro FT-IR (Figura 20 — A) do DZN, diversas bandas podem ser
atribuidas sendo que algumas podem ser resultantes de vestigios de acetato de etila
provenientes da extragdo da amostra. Para facilitar a analise, somente as principais
bandas do composto foram atribuidas. A vibragdo assimétrica da ligagédo C-H de
metila encontra-se entre 2850 e 3000 cm™. Em 1600 cm™, é possivel verificar as
bandas correspondentes ao estiramento C=C do anel aromatico do DZN e bandas
entre 1300 e 1000 cm™ correspondentes ao estiramento das ligagdes C-O. A fraca
banda em 651 cm™' ¢ atribuida aos estiramentos da ligagao P=S 3.

Para o espectro de UV-Vis do DZN (Figura 20 — B) nota-se uma banda
intensa na regidao de 247 nm, correspondente ao Amax de absorgdo do pesticida
devido as transi¢gdes ocorridas no anel aromatico dos pares de elétrons nao ligantes
do nitrogénio = > n* 3. Dessa forma, as técnicas utilizadas confirmaram que a
extracdo do DZN foi bem sucedida e possui pureza suficiente para os estudos

cinéticos e mecanisticos seguintes.
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FIGURA 20 — ESPECTROS DE FT-IR (A) E UV-VIS (B) CARACTERISTICOS DO DZN.
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5.2 ESTUDOS CINETICOS: REACOES DE HIDROLISE DO DIAZINON

A literatura reporta que as reacgdes de hidrolise do DZN s&o extremamente
lentas a 25 °C %%, Diante disso, as reagdes foram realizadas a 60 °C para que
fosse possivel se obter as constantes de velocidade em um tempo relativamente
menor. Assim, foram estudadas as reacdes de hidrélise acida e alcalina, além da
hidrolise em meio tamponado na faixa de pH de 2-10. Conforme ja citado, o DZN
possui varios sitios que podem ser protonados, assim como o produto de sua
hidrolise, IMPOH. A Figura 21 mostra os equilibrios envolvidos tanto para o DZN

quanto para o IMPOH, representando apenas as faixas de pH onde foram
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estudados. Para o DZN, é apresentado o equilibrio no nitrogénio orto (pKa N-H orto =
4,03 a 60°C) em relagao ao atomo de oxigénio do tiofosfato, a sigla DZNH se refere
a espécie protonada do pesticida. Para o IMPOH, sao representados os equilibrios
em relagdo ao atomo de nitrogénio para (pKa N-H para = 2,84) e para o grupo OH do
pirimidinol (pKa o-H para = 9,3) reportados na literatura®*3’. As siglas IMPOH*, IMPOH-

se referem as espécies protonada (N-H) e desprotonada (O-H) do IMPOH.

FIGURA 21 — EQUILIBRIOS ENVOLVIDOS NAS ESPECIES DZN E IMPOH,

X+

+ N
| NH pKa403 NI N
)\)\ - ‘OEt )\)\ |:"OEt
OEt OEt
DZNH DZN
pKa 2,84 )\)\ 0Ka 9,3 )\/k :
)\)\OH P4 OH P = o
IMPOH* IMPOH IMPOH"

FONTE: Adaptado de CHURCHILL (2007)* e PIEDA (2001)?".

Para os estudos da hidrolise do DZN, foi necessario estimar o seu pKa a 60
°C (a literatura reporta apenas em temperatura menor), uma vez que o DZN pode
reagir por diferentes caminhos conforme suas formas idnica ou neutra34. Assim,
foram analisados os espectros iniciais das rea¢des de hidrélise do DZN, ou seja em
pH’s diferentes, sendo possivel verificar a variagdo na absorbancia (um decréscimo
em fungédo do aumento do pH) do primeiro espectro de cada reacao (Figura 22 — A)
permitindo obter o pKa. A estimativa se deu pelo plot da absorbancia em 247 nm do
primeiro espectro de cada reacdo em fungéo do pH (Figura 22 - B), obtendo-se o pKa
do DZN de 4,03 a 60 °C utilizando a relagdo descrita pela eq. 3 %. O pKs do DZN
reportado a 25 °C é de 2,6 %, o que mostra a variagdo significativa na basicidade, e
possivelmente da reatividade do pesticida em funcdo da alta temperatura

empregada aqui.
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FIGURA 22 — (A) PERFIL DE ABSORBANCIA EM FUNGAO DO COMPRIMENTO DE ONDA E (B)
PERFIL DE ABSORBANCIA EM FUNGAO pH PARA O PRIMEIRO ESPECTRO DE CADA REAGAO
DE HIDROLISE DO DZN. (247 nm ; 60 °C ; [DZN] = 6,67x10"° mol.L™" ; A LINHA SOLIDA EM (B)
CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS COM A EQ. 3 %)
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FONTE: O autor (2020).
Abs = [DZN]XDZNH beoan [DZN]XDZNbSDZN eq. 3
Onde:

Abs = absorbancia;

[DZN] = concentracao de DZN;

yozne = frac@o molar da espécie DZN protonada®;

yozn = fragdo molar da espécie DZN desprotonada®;

eozni = absortividade molar da espécie DZN protonada;
eozny = absortividade molar da espécie DZN desprotonada;

b = caminho éptico.
*As fracbes molares das espécies protonada e desprotonada de DZN foram obtidas pela seguinte

relacao:

_ [H+] _ KaDZN
XDZNH B <[H+] + KaD2N> © XDZN B < [H+] + KaDZN>

Onde:
[H*] = concentragdo do ion hidrogénio;

Kapzn = constante de acidez do DZN obtida pela relagéo 10-P<abzn,

Ainda, pelo ajuste dos dados experimentais obtiveram-se os valores de
absortividade molar para as espécies sendo eoan = 4129,30 L.mol'.cm™ a
absortividade molar da espécie protonada do DZN e epzn = 2953,05 L.mol'.cm™ a

absortividade molar para espécie desprotonada do DZN.
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Inicialmente foram analisadas as reacdes de hidrdlise acida e alcalina do
DZN. Esses estudos sao de grande importancia, uma vez que ha necessidade de
verificar os produtos e os comprimentos de onda maximos de absorgcao, bem como
as constantes de velocidade. Essas constantes serdo utilizadas nos experimentos
seguintes para os ajustes dos perfis de pH das demais reagdes. O conjunto de
dados das reacgdes estd apresentado na Figura 23 pelos espectros UV-Vis
consecutivos da hidrolise acida (Figura 23 — A) e alcalina (Figura 23 — C) do DZN e

seus respectivos perfis cinéticos (Figura 23 — B e D).

FIGURA 23 — ESPECTROS CONSECUTIVOS UV-VIS PARA (A) HIDROLISE ACIDA E (C)
HIDROLISE ALCALINA E PERFIS CINETICOS PARA (B) HIDROLISE ACIDA E (D) HIDROLISE
ALCALINA DO DZN TIPICAMENTE OBTIDOS NAS REACOES. (60 °C ; [HCI] = 0,1 mol.L"; [NaOH] =
0,1 mol.L""; [DZN] = 6,67x10°° mol.L™ ; AS LINHAS SOLIDAS EM (B) E (D) CORRESPONDEM AOS
AJUSTES DOS DADOS EXPERIMENTAIS UTILIZANDO AS EQUACOES 1 (REAGENTE) E 2
(PRODUTO).

A g ow e
© 4 @ 247 nm PN FoEt
O 0.8+ Q 044
<% <« E

«
Qo =
Q044 S 0.16 1
2 $ ! 2 0.124 IMPOH® SN
< 263 nm )I\)\(,H
0.0+ T T T 0.08 1 T T T T T T
200 250 300 350 0 10 20 30 40 50
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

2o

Absorbancia
o
o

Absorbancia

o
o
L

o

200 250 300 350 5 10 15 2b_ 25 30 35
Comprimento de onda (nm) Tempo (min)

FONTE: O autor (2020).

Analisando a Figura 23 é possivel verificar em ambos os casos o consumo do
DZN na regido de 247 nm (ajustado com a eq. 1) e a formagéo do produto IMPOH
na regiao de 263 nm para hidrélise acida e 262 nm para hidrélise alcalina (ambos
ajustados com a eq. 2). O produto IMPOH possui uma segunda banda de absorgéo
em 230 nm quando protonado e em 229 quando desprotonado, as quais também
podem ser utilizadas para o seu monitoramento. Entretanto, devido aos melhores

ajustes, as bandas em 263 nm e 262 nm foram escolhidas para o acompanhamento
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cinético na hidrdlise acida e hidrélise alcalina, respectivamente. As reagdes se
processam de forma rapida devido as condicbes extremas utilizadas. Ainda, é
possivel verificar que a hidrdlise alcalina € mais rapida quando comparada a
hidrélise acida, visto que as constantes de velocidade obtidas para a hidrélise acida
e alcalina s&o: kuso*oznn = (1,22 + 0,02)x102 L.mol'.s™! e konpzn = (2,83 + 0,08)x1072
L.mol'.s™'. Nesses casos, a hidrdlise acida ocorre com a espécie protonada, DZNH
(Figura 23 — B) e a hidrdlise alcalina com a espécie neutra, DZN (Figura 23 — D).
Vale ressaltar que foram obtidas constantes muito semelhantes pelo ajuste do perfil
de reagente e produto, indicando que a reagdo acompanhada n&o deve passar por
intermediarios ou reagdes paralelas e deve seguir se forma concertada Re—>Pro.
Foram avaliadas as reacgdes de hidrolise do DZN na faixa de pH 2-10, em
diferentes tampdes. Notou-se que mesmo a 60 °C, algumas reagbes se
apresentaram bastante lentas. Para pH 6,0 e 7,0 as constantes de velocidade foram
estimadas utilizando o método da velocidade inicial vo '°, com o ajuste em pH 5,0
como referéncia. Ja para pH 8,0 e 10, a referéncia adotada foi o ajuste da reagédo em
pH 9,0. Alguns perfis cinéticos observados na faixa de pH 2-10 se mostraram
diferentes das reag¢des de hidrolise acida e alcalina como no caso da reagéo do DZN
em pH 5,0 (tamponada com citrato trissédico), apresentada na Figura 24. De
maneira similar ao anteriormente mostrado, ocorre o incremento nas bandas 229 nm
e 263 nm (Figura 24 - A) que indica formagao do produto pirimidinico IMPOH da
reagao. Entretanto, ndo é possivel verificar o decaimento da banda do reagente em
247 nm que indicaria o consumo do DZN. Uma das possiveis explicacdes para essa
observacao seria o fato de que as bandas das espécies ibnicas e neutras presentes
no meio nessa faixa de pH podem se sobrepor, ndo permitindo assim discernir
claramente o perfil de decaimento do reagente. Essa observagao foi constatada na
maioria dos tampdes estudados (pH 3 — 10), com perfis bastante similares,
diferenciando somente a constante de velocidade da reacdo. Dessa maneira, as
reacdes foram monitoradas pela banda de formag¢do do produto em 263 nm. Para
pH 5,0 o perfil cinético ajustado utilizando a eq. 2 é evidenciado na Figura 24 - B.
Assim, as constantes de velocidade obtidas para as reagdes se referem apenas a

formacéao do produto IMPOH nas faixas de pH 2 a 10.
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FIGURA 24 — (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS UV-VIS E (B) PERFIL CINETICO TIPICAMENTE
OBTIDO NA REACAO DO DZN EM pH 5,0. (263 nm ; 60 °C ; [NasCsHsO7] = 0,01 mol.L" ; [DZN] =
6,67x10°5 mol.L-"; A LINHA SOLIDA EM (B) CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS
EXPERIMENTAIS COM A EQ. 2
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FONTE: O autor (2020).

O perfil de pH obtido para hidrélise do DZN esta apresentado na Figura 25,
onde é possivel verificar que quanto mais se aproxima de pH 7,0 a reacao se torna
mais lenta, pois ha menor contribuicdo das espécies mais reativas H3O* e OH" %°. O
perfil da Figura 25 foi ajustado com a eq. 4, modelo que considera as reagdes
envolvendo a fracdes molares das espécies protonada e desprotonada do DZN de
acordo com o0 meio reacional. Ainda, a equagao considera a hidrdlise acida e basica
(knso*PNH e kowP?N), apresentadas anteriormente (Figura 23). A equacgéo se adequa
muito bem aos dados experimentais obtidos, indicando que o modelo proposto é
valido, podendo se obter dados confiaveis para as constantes de velocidade acida e
alcalina, bem como as reagdes espontaneas kor e ko2. O modelo proposto esta

representado na Figura 26.

FIGURA 25 — PERFIL DE pH OBTIDO DAS REAGCOES DE HIDROLISE DO DZN EM DIFERENTES
TAMPOES. ([DZN] = 6,67x10"° mol.L"" ; [TAMPOES] = 0,01 mol.L"" ; 60 °C ; A LINHA SOLIDA
CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS COM A EQ. 4)
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FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 26 — ESQUEMA REACIONAL PROPOSTO PARA AS REACOES DE HIDROLISE DO DZN.
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FONTE: O autor (2020).
kObS = (kH3O+DZNH[H3O+] + k01DZNH)X pzni T (kH3O+DZN[H30+] + k02D2N+ kOH-DZN [OH-])X DZN eq. 4
Onde:

kobs = constante observada de pseudo-primeira ordem,;

knso'oznn = constante de velocidade de hidrélise acida com DZN protonado;
knso'ozn = constante de velocidade de hidrdlise acida com DZN desprotonado;
konozn = constante de velocidade de hidrdlise alcalina com DZN desprotonado;
komozne = constante de velocidade espontanea do DZN protonado;

kozozn = constante de velocidade espontanea do DZN desprotonado;

yozni = frag@o molar da espécie protonada DZN;

yozn = fragdo molar da espécie desprotonada DZN;

[H3O*] = concentracao de ion hidronio;

[OH = concentracéo de ion hidroxido.

A partir do ajuste do perfil de pH da Figura 25 com a eq. 4, foi possivel obter
todas as constantes de velocidade para hidrolise do DZN a 60 °C, que estao
apresentados na Tabela 1. As constantes obtidas sdo fundamentais para se obter
um comparativo com as reacgoes realizadas na presenca de IMZ, uma vez que nao
existem muitos estudos da hidrélise do pesticida realizada nessas condicdes,

apenas poucos dados a 25 °C %%, Como mencionado anteriormente, torna-se
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evidente que as reacgdes alcalina e acida, utilizando condicbes extremas, sdo muito
mais eficientes que a reagdo espontanea, cerca de 103 e 10° vezes mais rapidas que
ko1 € ko2 respectivamente. A Figura 27 mostra esse comparativo de forma bastante
clara com os tempos de meia-vida (grafico apresentado em escala logaritmica) de
cada reacdo. A reacao de hidrolise alcalina possui o menor tempo de meia-vida o
que pode dar um indicio que ocorre por um mecanismo concertado'34. Para a
hidrdlise acida, as duas espécies podem reagir, o DZNH e o DZN, sendo a espécie
protonada a mais reativa, consequentemente com menor t12. Isso pode ser
explicado tendo em vista os sitios de protonacdo do DZN, podendo reagir por
diferentes caminhos (como mostrado na figura 10), facilitando a clivagem da ligagao
P-O. Para as constantes de hidrolise espontanea ko1 e ko2 também percebe-se que a
reacdo com DZNH é mais rapida que com DZN. Mais uma vez, a espécie DZNH
ativada facilita o ataque nucleofilico da molécula de agua (que € um nucledfilo fraco)
no atomo de fésforo para a clivagem da ligagado P-O do pesticida. Para espécie DZN,
esse processo € dificultado pois ndo ha espécies acidas e alcalinas em
concentracdes consideraveis nessa faixa de pH que possam levar a ativagao da

molécula do DZN ou ataque no centro fosforico, respectivamente.

TABELA 1 — CONSTANTES DE VELOCIDADE OBTIDAS PARA AS REACOES DE HIDROLISE DO
DZN DOS DADOS DA FIGURA 25 PELA EQ. 4 ; 60 °C.

Knzo pznn Knzo'pzn Konpzn Ko1pznH Kozpzn
(M".s'1) (M'1.s'1) (M'1.S'1) (M'1.S'1) (M'1.S'1)

(3,33 +£0,02)x102 | (4,0+0,01)x103 (2,86 £ 0,15)x10™" | (5,96 + 0,93)x10 | (9,02 + 0,72)x10”

FONTE: O autor (2020).

Nota: o pKa do DZN pode sofrer pequenas variagdes conforme o ajuste dos dados experimentais pelo

software. No caso do ajuste dos dados das reagdes de hidrolise, o pKa do DZN foi estimado em 4,23.
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FIGURA 27 — TEMPOS DE MEIA-VIDA DAS REAGOES DE HIDROLISE DO DZN.
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FONTE: O autor (2020).

Com os estudos de hidrélise realizados até entado, iniciaram-se os estudos

cinéticos na presenca de IMZ e demais analises comparativas.

5.3 ESTUDOS CINETICOS: REACOES DO DIAZINON COM IMIDAZOL

O perfil de pH das reacdes do IMZ com o DZN foi construido em uma faixa
bastante ampla, variando de pH 3 a 10 na temperatura de 60 °C. A seguir, séo
apresentados os espectros e perfis cinéticos (Figura 28 — A e B) tipicamente obtidos
para essa reagao em pH 5,0. Em solugcdo aquosa, o IMZ apresenta duas bandas
caracteristicas principais em 282 nm e 301 nm devido as transi¢cées do tipo ©m 2> m*
5. Observa-se que na reagdo com DZN, ocorre um incremento na regido de 272
nm, o qual indica a formacédo de um produto pirimidinico, e que foi escolhida para o
monitoramento da reacdo. No espectro, ndo €& possivel detectar a banda de
decaimento do reagente, que pode ser explicado devido ao fato da mesma ocorrer

em 247 nm, sendo encoberta pelo IMZ que se encontra em excesso .
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FIGURA 28 — (A) ESPECTROS CONSECUTIVOS UV-VIS E (B) PERFIL CINETICO TIPICAMENTE
OBTIDO NA REAGAO DO DZN COM IMZ EM pH 5,0. (272 nm ; 60 °C ; [NasCsHsO7] = 0,01 mol.L™* ;
[DZN] = 6,67x10° mol.L™"; A LINHA SOLIDA EM (B) CORRESPONDE AO AJUSTE DOS DADOS
EXPERIMENTAIS COM A EQ. 2)
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FONTE: O autor (2020).

O perfil de pH obtido nas reagdes do DZN com IMZ e o comparativo das
reagoes na auséncia de IMZ é apresentado na Figura 29. Um comportamento atipico
foi observado em pH’s mais alcalinos (> 8), onde o perfil cinético indica que a reagao
ocorre de maneira mais lenta, o que é incomum para o IMZ pois seu pKa esta
estimado em 6,70 a 60 °C *°. De fato, seria esperado que a reacdo se processasse
de forma mais rapida com o IMZ desprotonado que é mais nucleofilico’®. Para os
pesticidas similares ao DZN como MPT e EPT, essa observacao é confirmada e
tem-se um perfil de pH bastante distinto do observado na Figura 29 (kobs aumenta
com maiores pH até atingir um patamar em torno de pH 8,5)'%%4. Isso indica que a
espécie acida do IMZ também promove uma catalise na reacao com DZN. Os dados
da Figura 29 foram ajustados com a eq. 5, baseada no esquema da Figura 30 onde
sdo consideradas as reacdes entre as espécies idnicas e neutras do DZN e IMZ
conforme o meio onde se encontram. No mesmo esquema, também s&o
consideradas as reagdes de hidrdlise acida, hidrélise alcalina e hidrélise espontanea

do DZN. Observa-se a equacao proposta se adequou bem aos dados experimentais.
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FIGURA 29 — PERFIL DE pH OBTIDO DAS REACOES DO DZN COM IMZ (PRETO) E
COMPARATIVO DAS REACOES DE HIDROLISE DO DZN (AZUL). ([DZN] = 6,67x10"° mol.L™" ; [IMZ]
=1,00 mol.L"; 60 °C ; AS LINHAS SOLIDAS CORRESPONDEM AOS AJUSTES DOS DADOS

EXPERIMENTAIS COM A EQ. 4 PARA AS REACOES DE HIDROLISE E EQ. 5 PARA AS
REACOES COM IMZ)
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FONTE: O autor (2020).

NOTA: a reagédo de hidrdlise do DZN em pH 2 foi omitida no grafico para fins de uma melhor

visualizagdo. Entretanto, para o ajuste dos dados experimentais, esse resultado foi considerado.

FIGURA 30 - ESQUEMA REACIONAL PROPOSTO PARA AS REACOES DO DZN COM IMZ.
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FONTE: O autor (2020).

kObS = (k07DZNH + kHsoJ'DZNH[H3o+:I + kn1DZNH[IMZ])XDZNH

+ (Koot Khy0tom [H30 1+ Kpo, [IMZ]+ Kn3 o, [IMZ]+ Kom oz [OHY o eq. 5
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Onde:

kobs = constante observada de pseudo-primeira ordem,;

kiuso*P?N" = constante de velocidade de hidrdlise acida da espécie DZN protonada;
k0PN = constante de velocidade de hidrdlise acida da espécie DZN desprotonada;
kowP?N = constante de velocidade de hidrélise alcalina da espécie DZN desprotonada;
ko1 = constante de velocidade espontanea com espécie DZNH;

ko2 = constante de velocidade espontanea com espécie DZN;

kn1 = constante de velocidade da reacdo entre as espécies DZNH e IMZH;

kn2 = constante de velocidade da reacao entre as espécies DZN e IMZH,;

kn3 = constante de velocidade da reacdo entre as espécies de DZN e IMZ;

wmzn = fragdo molar da espécie protonada do IMZ;

yimz = fracdo molar da espécie desprotonada do IMZ;

[IMZ] = concentracao de IMZ.

E possivel observar no perfil de pH (Figura 29) e no esquema reacional
(Figura 30) proposto que a reatividade do IMZ frente ao DZN esta intrinsicamente
ligada a suas espécies idbnica e neutra. Verifica-se que em condi¢des acidas, o IMZ é
mais reativo do que em condi¢des alcalinas, o que € incomum uma vez que quando
desprotonado o IMZ se torna mais nucleofilico, e se esperaria que fosse mais
reativo. Por outro lado, mesmo sendo mais lenta, a reagdo do DZN com IMZ
desprotonado ainda € mais rapida se comparada a reacdo espontidnea, o que
evidencia o papel catalitico do IMZ em todas as faixas de pH estudadas.

Através do ajuste do perfil de pH (Figura 29) das reagbes do DZN com IMZ,
foi possivel se obter as constantes de velocidade de segunda ordem para a reagéo,
apresentadas na Tabela 2. Inclusive, obtiveram-se resultados em concordancia aos
calculados para os estudos iniciais de hidrélise. E possivel verificar que o IMZ
catalisa a reacdo com o DZN pois as constantes sdo superiores a hidrolise
espontanea para o pesticida, mas inferiores as realizadas em condi¢coes extremas
(acida e alcalina), o que € esperado. Ainda, analisando a Tabela 2, observa-se que o
valor de kn7 € 0 mais alto dentre as constantes obtidas. Isso pode ser explicado
devido ao fato das duas espécies se encontrarem protonadas e dessa maneira, um
possivel mecanismo de transferéncia de proton do IMZH para o DZNH possa ocorrer
facilitando a clivagem do OF, pelo ataque de uma agua no fosforo. Ja para knz, que

se refere a reacdo da espécie protonada de IMZH com a espécie desprotonada do
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DZN, pode-se sugerir um mecanismo onde o IMZ novamente atua com a
transferéncia do préton para facilitar a o ataque da agua no DZN. Nota-se que a
constante kn2 € menor que knr mas ainda assim maior que kns. Para kns, as duas
espécies se encontram desprotonadas, dessa maneira, o IMZ pode atuar como
nucledfilo atacando os diferentes centros eletrofilicos do DZN. O que é observado,
entretanto, é que o IMZ n&o é mais reativo (comparada com as outras condigdes Kn1
e kn2) frente ao DZN nessas condigdes, muito pelo contrario. O IMZ se torna menos
reativo frente ao DZN quando desprotonado, o que pode ser indicativo de uma
mudang¢a no mecanismo da reagao, que de maneira preliminar, pode-se sugerir que

€ menos efetivo com o IMZ nucleofilico e possa atuar como catalisador basico-geral.

TABELA 2 — CONSTANTES DE VELOCIDADE OBTIDAS PELO AJUSTE DO PERFIL DE pH DAS
REACOES DO DZN COM IMZ DA FIGURA 29 UTILIZANDO A EQ. 5.

k01 DZNH k02 DZN kn1 DZNH kn2 DZN kn3 DZN

(M'.s™) (M'.s™) (M'.s™) (M'.s™) (M'.s™)

(5,96 £ 0,93)x10% | (9,72 £0,72)x107 | (1,11 £0,05)x10* | (9,96 + 0,12)x10° | (5,47 + 0,16)x10°®

FONTE: O autor (2020).
Nota: o pKa do DZN pode sofrer pequenas variagdes conforme o ajuste dos dados experimentais pelo
software. No caso do ajuste dos dados das rea¢des com o IMZ, o pKa cinético do DZN foi estimado
em 4,43.

Com os dados experimentais obtidos €& possivel estimar o incremento
catalitico da reagcdo em relagdo a reagao espontanea para cada constante (Figura
32). Para as constantes kn2 € kn3, estimou-se o incremento com base no valor obtido
para a reacao espontanea ko2 com a espécie DZN. Assim, as reagdes foram cerca
de 1000 (kn2) e 550 (kns) vezes mais rapidas comparadas a reagao espontanea. Para
estimar o incremento catalitico da constante kns, utilizou-se o valor obtido para kor
pela seguinte relacdo: kor = (kor + knso'pznu[H3O']). Uma vez que o pKa do DZN foi
estimado em 4,03 utilizou-se a [H30*] de pH 3,0 (10-3) para o célculo. As constantes
acidas obtidas na auséncia de IMZ estdo muito préximas de kn7, corroborando a
hipétese de auséncia de catalise nessa regido, ndo havendo incremento catalitico
significante, sendo que a ordem crescente de incremento catalitico kn1 < kn3z < Kn2.

Além do mais, quando o incremento catalitico obtido pela reagdo do IMZ é
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comparado ao incremento catalitico reportado na literatura (nas mesmas condigdes),
nota-se que os resultados para IMZ sdo bastante promissores. Para as reagdes do
DZN com catalisadores de silica funcionalizados com acidos sulfénicos em forma
solida, o incremento catalitico € da ordem de 223 vezes, e quando na forma coloidal,
esses catalisadores apresentam incremento catalitico da ordem de 81 vezes*?. Isso
evidencia a potencialidade do IMZ nesses processos, independente de sua espécie
ibnica ou neutra, a reacdo com DZN se processa de maneira rapida e eficiente.

Os tempos de meia-vida para as constantes de segunda ordem kn foram:
150 min para kn1, 167 min para knz € 305 min para kn3, mostrando que de maneira
diferente do incremento catalitico, as constantes de velocidade das rea¢des seguem

a ordem Kn1 > kn2 > kns.

FIGURA 31 — INCREMENTOS CATALITICOS EM RELACAO A REACAO ESPONTANEA DE
HIDROLISE DO DZN CALCULADOS PARA AS CONSTANTES kn OBTIDAS A PARTIR DO AJUSTE

DA FIGURA 29.
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FONTE: O autor (2020).

De fato, o IMZ atua de maneira eficiente na reacdo com o DZN conforme os
dados observados. Porém, € necessario saber qual o tipo de mecanismo envolvido
na reagcdo que explique esse comportamento intrigante do IMZ, que parece mudar
de mecanismo com a variacédo do pH, o que ainda nao é reportado na literatura.

A maior reatividade do IMZH frente ao DZN pode estar relacionada a dois
mecanismos principais, o de catalise acida geral ou catalise nucleofilica onde o IMZ
poderia atuar nos dois casos. Uma evidéncia para essa hipotese preliminar é o perfil

de concentragdo em funcado de kobs (Figura 32) obtido para as reagdes do IMZ com



60

DZN em pH 5,0. O aumento linear de kobs traz um indicio dessas duas possibilidades
levantadas, uma vez que esse perfil é tipicamente observado para esses
mecanismos. Quando se trata de catalise acida especifica, onde apenas o ion H*
participa do processo catalitico, o perfil esperado é diferente, com o valor constante
de kobs em fungdo do aumento da concentragao®, diferente do observado na Figura
32.

FIGURA 32 — PERFIL DE CONCENTRACAO VERSUS koss PARA AS REAGOES DO IMZ COM DZN
EM pH 5,0.
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FONTE: O autor (2020).

Essas e outras hipoteses estao representadas na Figura 33 juntamente com
o diagrama de distribuicdo de espécies do DZN com o IMZ. O caminho (a)
representa kn1 que ocorre na regiao em vermelho do diagrama de distribuig¢ao,
mostra a reacao das espécies protonadas IMZH com DZNH. O IMZH pode atuar
como catalisador acido geral, transferindo um préton para o DZNH pelo atomo de
enxofre, enquanto uma molécula de agua ataca o atomo de fésforo. No caminho (b)
que representa kn2 que ocorre na regiao representada em verde no diagrama de
distribuicdo, as espécies protonada IMZH e desprotonada DZN podem reagir. O
IMZH poderia transferir o préton para o DZN no atomo de nitrogénio, ativando o anel
aromatico e uma molécula de agua atuaria hidrolisando o DZN. Existe ainda uma
outra possibilidade para kn2 onde de uma molécula de agua abstrair um préton do
IMZH, e ele atuar como nucledfilo nos sitios eletrofilicos do DZN. Por ultimo, no
caminho (c) que representa kns € ocorre na regido em laranjado do diagrama de

distribuicdo, as espécies reativas sao as desprotonadas IMZ e DZN. O IMZ pode
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atuar como nucleéfilo ou catalisador basico geral. Como nucledfilo, ele pode atacar
os diferentes centros eletrofilicos do DZN e como catalisador basico, ele abstrai um
préton da agua, auxiliando no seu ataque ao DZN. Algumas dessas hipoteses sao
plausiveis conforme os dados da literatura3.

A fim de verificar se de fato ocorre transferéncia de préton na reacéo, foram

realizados estudos de efeito isotdpico.

FIGURA 33 - ESQUEMA REACIONAL PROPOSTO PARA AS REACOES DAS DIFERENTES
ESPECIES DE IMZ COM DZNH E DZN E DIAGRAMA DE DISTRIBUICAO DE ESPECIES PARA IMZ
E DZN. CAMINHOS (a) CATALISE ACIDA GERAL, (b) CATALISE ACIDA GERAL E CATALISE
NUCLEOFILICA, (c) CATALISE NUCLEOFILICA E CATALISE BASICA GERAL.
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FONTE: O autor (2020).
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5.4 EFEITO ISOTOPICO CINETICO DE SOLVENTE

As reagdes do IMZ com DZN também foram realizadas na presencga de
solvente deuterado (D20) para a obtengao de indicios de transferéncia de préton na
etapa determinante da reagao. O perfil de pD obtido para a reacdo em D-O (Figura
34) mostra que, em comparagdo a reagao em H20, as reagcbes em solvente
deuterado se processam de forma mais lenta em praticamente todas as faixas
avaliadas. Essas observagbes podem de fato ter alguma relagdo com os
mecanismos de catalise acida geral e catalise basica geral, tendo em vista que
mesmo ocorrendo de forma mais lenta, as reagdes em D20 ainda sdo mais rapidas

do que as na auséncia de IMZ.

FIGURA 34 — PERFIL DE pH E pD TIPICAMENTE OBTIDOS NAS REACOES DO IMZ COM DZN EM
H20 E D20 A 60 °C. A LINHA SOLIDA EM AZUL SE REFERE AO AJUSTE DOS DADOS
EXPERIMENTAIS DO PERFIL DE pH DAS REACOES DO IMZ COM DZN EM H20 UTILIZANDO A

EQ. 5.
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FONTE: O autor (2020).

Foram calculados os efeitos isotopicos do solvente (KlEsov) para pH 5,0
(regido em que a espécie IMZH predomina e que corresponde a kn2) e para pH 8,0
(regido em que a espécie IMZ predomina e que corresponde a kn3) apresentados na
Tabela 3.
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TABELA 3 — EFEITOS ISOTOPICOS DO SOLVENTE CALCULADOS PARA A REAGCAO DO IMZ
COM DZN EM pH 5,0 E pH 8,0.

Kobs H20 / Kobs D20 Kobs H20 / Kobs D20
pH/pD 5,0 pH/pD 8,0
1,20 1,18

FONTE: O autor (2020).

Os valores calculados tanto para pH/pD 5,0 como pH/pD 8,0 foram um
pouco maior do que 1 e podem dar indicios dos mecanismos propostos. Por
exemplo, seria esperado um KlEsqv acima de 1 para a possivel catalise acida com
imidazol protonado que ocorre na reagao em pH 5, relacionado a kn2. No caso de
uma catalise basica geral pelo IMZ neutro, auxiliando o ataque da agua ao atomo do
fésforo ao DZN, que ocorreria na reacdo em pH 8 relacionada a kns, o valor KlEsow
obtido também esta acima de 1 ®'. Entretanto, existem relatos de que os KIEsov s&o
mais comumente préoximos de 2 para os tipos de catalises mencionados. Outro fator
que pode estar afetando a reacdo envolve uma possivel deuteracido do IMZ em
diferentes posi¢des. Acredita-se que essa deuteragdo possa causar algum efeito
adicional na reacdo, porém sdo necessarias mais analises para inferir sobre essa
hipétese. De fato, os resultados a seguir de RMN, mostram que o hidrogénio do
carbono 2 também pode ter certa acidez e trocar com deutério®. Assim, essa troca
pode também afetar estericamente a reagcdo e a constante de velocidade. De
qualquer forma, o efeito isotopico traz alguns indicios que possa ocorrer a catalise
acida e basica proposta, visto que mecanismos puramente nucleofilicos levam a

efeitos isotdpicos igual 1 ©'.

5.5 ELUCIDACAO MECANISTICA: ANALISES POR RMN

A partir do estudo cinético realizado por UV-Vis, prosseguiu-se com o0s
estudos por RMN na tentativa de identificar os produtos e intermediarios da reacao,
bem como os mecanismos associados. Para a realizagdo dos experimentos de
RMN, os valores de pH 5,0 e 8,0 foram escolhidos pois, o IMZ se encontra

protonado (pH 5,0) e desprotonado (pH 8,0), que pode também ser verificado no
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diagrama da Figura 33. Nesse caso, a reagdao em pH 5 e 8 correspondem as
reagées que ocorrem pelos caminhos kn2 e kns, respectivamente. O perfil incomum
de pH sugere uma possivel mudanga no mecanismo da reagdo conforme a espécie
ibnica ou neutra.

Como ja mencionado, o atomo de nitrogénio orto do DZN pode ser
protonado, o que levaria a ativagdo do anel e posterior clivagem da ligagdo P-O do
DZN. Em uma etapa subsequente, haveria a formagao de espécies intermediarias
do IMPOH e DTPHOS, mas que seriam rapidamente convertidas as suas formas
neutras com a regeneragao do IMZH (Figura 35 — a). Um mecanismo tipico de
catdlise acida geral®, o que ainda nao foi reportado para o IMZ nesse tipo de
reagao.

Outro caminho possivel para a reagdo com a espécie idnica do DZN seria
uma molécula de agua abstraindo o préton do IMZH, e o IMZ formado poderia atacar
os centros eletrofilicos do DZN: o carbono aromatico, os carbonos alifaticos e o
atomo de fésforo (Figura 35 — b). Esse mesmo mecanismo poderia ser observado
em pH 8,0 com o IMZ ja desprotonato (Figura 35 — c). Os produtos referentes ao
ataque do IMZ ao carbono aromatico sdo o pirimidina-imidazol (PYRIMZ) e o
DTPHOS. Porém, esse talvez seja o caminho mais incomum de ataque pelo IMZ,
pois em estudos anteriores realizados com pesticidas similares?*, esse caminho nao
ocorre, ndo é favoravel. Quando o ataque ocorre no fésforo, numa primeira etapa
seria esperado a formacdo de uma espécie intermediaria de imidazol-dietilfosfato
(IDETPHOS) e o IMPOH. Na segunda etapa, o IDETPHOS seria hidrolisado levando
a formacao das espécies IMZ e DTPHOS. Para esse caminho, ja existem estudos
que mostram a promiscuidade do IMZ pelo centro fosférico®*#°. Ainda, outra
possibilidade seria o ataque do IMZ a uma etila do DZN, gerando o HyDZN e
etilimidazol (EtIMZ). Essa preferéncia de ataque do IMZ ao carbono alifatico também
ja foi observada em estudos anteriores’® com pesticidas similares.

Uma ultima possibilidade seria o IMZ abstraindo um préton da molécula de
agua (Figura 35 — d), o ion hidroxido formado a partir disso poderia atacar o centro
fosférico do DZN (preferencial pelo ion hidréxido)34, um tipico mecanismo de catélise
basica geral®. A Figura 35 apresenta todas as possibilidades atribuidas para as

reacdes do IMZ com DZN com suas espécies idnicas e neutras.
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A Figura 36 apresenta os espectros consecutivos de RMN de 3'P para a
reacdo do DZN com IMZ em pD 5,0 onde pode ser observado a formagado de um
produto fosforilado em &p 55,56, que pode ser atribuido ao DTPHOS®2, O sinal
relativo ao DZN em &p 61,31 permitiu verificar o seu consumo em relagdo ao tempo.
O sinal intenso em &p 0,00 se deve ao capilar de H3PO4 utilizado como padrao de
referéncia. Um sinal com baixa intensidade em 6p -12,17 (omitido) foi verificado ao
final da reacdo, este, acredita-se que pode estar relacionado a uma espécie
fosforilada do tipo P=O proveniente de um rearranjo tiono-tiol ocorrido na reagéo
levando a uma espécie fosforilada O=P(OR)x®3%4. Entretanto, como a intensidade
desse sinal ndo é significativa, e trata-se de um processo bastante complexo, séo

necessarias mais analises para confirmacgao da estrutura dessa espécie.

FIGURA 36 — ESPECTROS CONSECUTIVOS DE RMN DE *'P DA REACAO DO IMZ COM DZN EM
pD 5,0. (CAPILAR HsPOx ; [IMZ] = 0,2 mol.L" ; [DZN] = 1x10° mol.L™" ; 60 °C)

DTPHOS 6&p 55,56
~a
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Op (ppm)
FONTE: O autor (2020).

A~

Como indicado no esquema da Figura 35, a formagéo do produto DTPHOS
pode ocorrer tanto pelo ataque do IMZ no carbono aromatico quanto pelo ataque no
fésforo. Nessas condigdes (pD 5,0) o IMZ esta protonado, portanto, ndo atua como
nucledfilo, mas pode transferir seu préton para outra espécie do meio ou ter seu
préton abstraido por uma molécula de agua, ainda que pouco provavel. Nao foram

detectadas as espécies IDETPHOS e PYRIMZ, que seriam intermediarios por esses
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caminhos reacionais (com a molécula de agua abstraindo o préton do IMZH). Foram
realizados experimentos de RMN de 'H (Apéndice 1) e RMN 2D de correlagdo a
longa distancia 'H-3'"P e 'H-*C (HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Coherence)
para a reacdao em pH 5,0 com intuito de verificar as possiveis correlagdes entre
carbono e hidrogénio e fosforo e hidrogénio nas espécies do meio (Figura 37 - A—-B
— C). Analisando-se o mapa de correlagdo ('H-3'C) HMBC, pode-se verificar ndo ha
correlagao entre os & tipicos de C do IMZ e os 6 tipicos de H do DZN, o que poderia
trazer indicios de uma possivel formagao da molécula PYRIMZ, caso o ataque do
IMZ ocorresse no carbono aromatico. E possivel verificar que nesse caso, ha
somente a correlagéo dos § tipicos de C do IMZ com seus proprios & de H ("H Simz =
7,37 ppm = 3'C Simz = 119,3 ppm; 'H mz = 8,5 ppm = 3'C §IMZ = 137,9 ppm). Para
o DZN, somente correlagdes de seus proprios 6 de C de H foram observados. Assim,
a formacdo do produto DTPHOS pelo ataque do IMZ via carbono aromatico foi

descartada.
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FIGURA 37 — (A) MAPAS DE CORRELACAO DE RMN A LONGA DISTANCIA ('H-'3C) HMBC DA
REACAO DO IMZ COM DZN: (B) AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &1 3,00-0,80 DO DZN:; (C)
AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &1 9,00-7,00 do IMZ. (CAPILAR HsPOx ; [IMZ] = 0,2 mol.L™" ; [DZN]
= 1x10°° mol.L"" ; 60 °C; pD 5,0)
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A partir da andlise dos experimentos de RMN 2D HMBC ('H - *'P) para
reagcao do DZN e IMZ em pD 5,0 (Figura 38 — A — B) observou-se que os hidrogénios
do DZN em &1 1,87 e 1,07 correlacionam a 3J com o em &p 61,31 do DZN. Para o
DTPHOS foi verificado que o seu sinal em &y 3,82 correlaciona a 3J com o seu dp
55,56 , bem como em &1 4,13 6p = 61,31, corroborando com sua estrutura. O ataque
do IMZ no atomo de fésforo também pode ser descartado, ja que ndo se observou a
a formacdo do intermediario IDETPHOS. E possivel que a técnica ndo tenha
sensibilidade suficiente para detectar esse intermediario, no entanto, estudos
anteriores*® de outros OF s com IMZ mostram o acompanhamento da formacéo e
decomposigcédo de intermediarios analogos. Ainda, nas condi¢gbes reacionais de pD
5,0 onde o IMZ esta protonado, ndo se espera que ele ataque nucleofilicamente o
fésforo, de forma eficiente. Esse tipo de mecanismo prevalece quando este esta

desprotonado.

FIGURA 38 — (A) MAPAS DE CORRELACAO DE RMN A LONGA DISTANCIA ('H-3"P) HMBC DA
REACAO DO IMZ COM DZN; (B) AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &k 4,0-1,0 DO DZN E DTPHOS
(CAPILAR H3POs4 ; [IMZ] = 0,2 mol.L" ; [DZN] = 1x10° mol.L"" ; 60 °C; pD 5,0)
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Considerando-se que em pD 5,0 foi observado apenas o produto DTPHOS e
que os dados sugerem que o IMZ ndo atue como nucledfilo nos centros eletrofilicos
do DZN, propde-se entdo o mecanismo de catalise acida geral concertado com a
transferéncia do préton do IMZ ao DZN (Figura 39). Isso também esta de acordo
com os dados cinéticos mostrados anteriormente. Nesse caso, O IMZ transferiria 0
préton ao atomo de nitrogénio orto ao mesmo tempo em que ocorre a clivagem da
ligacdo P-O, através de um ataque no fésforo por uma molécula de agua, um
equilibrio rapido. No final, o IMZ regenera o préton, atuando de fato como catalisador
acido da reacgao. Essa proposta mecanistica é bastante audaciosa e curiosa pois o
IMZ atua como catalisador acido e € mais eficiente que sua forma de atuagdo em
pH’s maiores (como base/nucleofilica), como sera mostrado a seguir. Até o0 momento
existem nao relatos na literatura de reagcdes de OF s com IMZ que proceda por esse

caminho.

FIGURA 39 — MECANISMO DE CATALISE ACIDA GERAL PROPOSTO PARA A REAGCAO DO DZN
COM IMZ EM pH 5,0.
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FONTE: O autor (2020).

Como mencionado anteriormente, as observacdes apresentadas até entao,
apontam a possivel mudanga no mecanismo da reacdo quando o IMZ esta em sua
forma neutra/nucleofilica. A Figura 40 apresenta os espectros consecutivos de RMN
de 3'P para a reacdo em pD 8,0 no qual pode ser observada a formacgdo de trés
produtos fosforilados. O sinal em 6p 55,38 pode ser atribuido ao DTPHOS, ja o sinal
em op 51,08 é proposto como o HyDZN, e ainda, um sinal menos intenso em &p

47,16 é proposto como um fosfato monossubstituido, o etil-tiofosfato (EtPHOS).
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Também é possivel notar um sinal em 6p -12,00 que aparece ao final da reacéo e
que pode ser devido a um possivel rearranjo tiono-tiol como comentado
anteriormente®. O sinal do DZN foi observado em &p 61,20 e um sinal em &p 59,30
aparece nas primeiras horas e também ao final da reagdo, podendo indicar

formacao de uma espécie muito parecida com o DZN, que pode ser IDETPHOS.

FIGURA 40 — ESPECTROS CONSECUTIVOS DE RMN DE 3'P DA REACAO DO IMZ COM DZN EM
pD 8,0. (CAPILAR H3sPOx ; [IMZ] = 0,2 mol.L" ; [DZN] = 1x10° mol.L™" ; 60 °C)
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FONTE: O autor (2020).

A fim de validar a proposta das espécies fosforiladas formadas HyDZN (&p
51,08), EtPHOS (6p 47,16) e IDETPHOS (6p 59,30), foram obtidos espectros de
RMN 2D de correlagdo a longa distancia ("H-3'P) e ('H-"3C) HMBC (Figura 41 — A e
B). Para a reagdo em pD 8,0 foi observado no mapa de correlagao ('H-"3C) HMBC
que o sinal em 61 7,09 do IMZ (s, 2H) apresentou correlagéo a 3J com o seu carbono
em Sc 135,9 tipico de carbono aromatico®. Nado foram identificadas correlagdes
entre os hidrogénios da espécie IMPOH com o IMZ, que poderia levar a formagéo do
produto PyRIMZ, ou seja, ndo ha ataque no carbono aromatico. No entanto, também
observou-se que o sinal em dn 7,77 do IMZ n&o apresentou correlacdes de carbonos
de metilas ou etilas com seus hidrogénios, ndo sendo possivel atribuir com clareza a
formacédo da espécie EtIMZ, que seria proveniente do ataque do IMZ ao carbono
alifatico, que por sua vez ftraria indicios da formagdo do HyDZN em o&p 51,08.

Também, por um motivo ainda desconhecido, nao foi possivel observar com clareza
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correlagdes com dos hidrogénios aromaticos do HyDZN com seus carbonos, apenas
um sinal muito fraco quase na regidao do ruido. Uma possivel explicagdo para a
observagdo da nao existéncia de correlagdes entre os hidrogénios do IMZ e
carbonos de metila e etila, no caso da formagao do EtIMZ seria a deuteracédo do
IMZ®° ocorrida no carbono 2. Os hidrogénios do IMZ apresentam bastante labilidade
na troca com deutério, assim o hidrogénio em & 7,77 pode estar sendo trocado
durante reagao, ocasionando no desaparecimento desse sinal, ndo sendo possivel
verificar essas correlagdes entre °C e 'H. Essa hipétese foi confirmada pelo mesmo
experimento de RMN 3'P em pH 8,0 desta vez realizado na presenca de solvente

nao deuterado (H20) e monitorado com um capilar de D-O com TMSp (Apéndice 2).

FIGURA 41 — (A) MAPAS DE CORRELACAO DE RMN A LONGA DISTANCIA ('H-'3C) HMBC DA
REACAO DO IMZ COM DZN; (B) AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &k 7,95-6,65 DO IMZ. (CAPILAR
HsPOs ; [IMZ] = 0,2 mol.L™" ; [DZN] = 1x10° mol.L™" ; 60 °C; pD 8,0)
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No intuito de investigar se o IMZ ataca o atomo de fosforo e gera a espécie
EtPHOS (6p 47,16) realizou-se o experimento de RMN HMBC ('H-3'P) em pD 8,0
(Figura 42 — A - B). A partir desse experimento, foi possivel verificar que o IMZ nao
ataca o atomo de fésforo onde o sinal em ox 3,90 € pertencente ao grupo etila do
EtPHOS e apresenta correlagao a 3J com o sinal de fosforo em 6p 47,16. A formacao
da espécie EtPHOS é menos esperada e nao prevista inicialmente na Figura 35.
Mesmo com baixas intensidades, o experimento ainda mostra outras correlagdes
como a correlagado do fésforo do DTPHOS &p 55,38 com seus hidrogénios em 6n
4,15 e os hidrogénios metilénicos o oxigénio da etila do HyDZN com o fésforo 6p
51,08. Acredita-se que diluicdo da amostra pode ter inferido na intensidade dos

sinais observados, dificultando novas atribui¢cdes de sinais.

FIGURA 42 — (A) MAPAS DE CORRELACAO DE RMN A LONGA DISTANCIA ("H-3'P HMBC DA
REACAO DO IMZ COM DZN; (B) AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &+ 4,40 - 3,50 DOS
PRODUTOS FOSFORILADOS EM &p 55,38, dr 51,08 E 6p 47,16 (CAPILAR H3sPOg4 ; [IMZ] = 0,2
mol.L"" ; [DZN] = 1x10° mol.L™" ; 60 °C; pD 8,0)
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Com base nas observacgdes feitas, a reacdo em pD 8,0 pode ocorrer por
alguns caminhos alternativos. A formagéo da espécie DTPHOS seria realizada a
partir do mecanismo de catalise basica geral, com ataque de um ion hidroxido
formado pela abstracdo de um préton de uma molécula de agua pelo IMZ
nucleofilico (Figura 43 — a). Essa hipotese estaria de acordo com os dados de RMN
HMBC obtidos, visto que o IMZ ndo ataca o fosforo e nem o carbono aromatico para
formar o DTPHOS. Vale a pena mencionar o DTPHOS foi o segundo produto
fosforilado formado, e considerando as reacbdes anteriores de hidrélise do DZN, a
formagao da espécie DTPHOS ocorre de maneira mais rapida do que na auséncia
do IMZ, justificando a sua participagdo como catalisador basico na formagao do
DTPHOS.

Em relacdo a formagao dos produtos HyDZN e EtPHOS, s&o propostos dois
outros mecanismos baseados nas correlagdes atribuidas. A suposigcao € que o IMZ
nucleofilico poderia atacar o carbono alifatico para formar o HyDZN (Figura 43 - b) e
EtIMZ. De fato, estudos anteriores mostram que IMZ pode preferir atacar carbonos
alifaticos nas reagées com OF’s que contem P=S (Ex: MPT, EPT)?*. Em uma outra
etapa, para justificar a formagao do EtPHOS, o IMZ poderia atuar novamente como
catalisador basico geral abstraindo um préton de uma outra molécula de agua, o ion
hidroxido formado atacaria o fosforo (Figura 43 — c). Esse proposta esta de acordo
com os espectros consecutivos na Figura 40, onde forma-se inicialmente HyDZN e,
ao final da reacdo, tem-se a formacdo do EtPHOS. De qualquer forma, esses
caminhos menos preferenciais que o caminho a) da Figura 43, ja4 que o produto
majoritario na reacédo em pD 8,0 € o DTPHOS, através de uma catalise basica do
IMZ.
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FIGURA 43 - MECANISMOS PROPOSTOS PARA A REAGCAO DO DZN COM IMZ EM pH 8,0.
CAMINHOS a) CATALISE BASICA GERAL ; b) ATAQUE NUCLEOFILICO ; c) CATALISE BASICA
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As andlises de RMN s6 comprovam a versatilidade do IMZ quando
protonado e desprotonado. Para o caso do DZN, o IMZ é mais reativo e seletivo
quando protonado e leva preferencialmente a formacdo de um produto DTPHOS
através de uma catdlise acida, concomitante ao ataque da agua no atomo de
fésforo. Quando desprotonado, o IMZ ele se torna promiscuo, podendo atacar o
carbono alifatico e atuar como catalisador basico concomitante ao ataque da agua.
Ou seja, numa mesma reagao ele atua como catalisador acido, basico e nucleofilico,
sendo modulado pelo pH. Os espectros de RMN 'H, deslocamento quimicos das
espécies estudadas nesse trabalho bem como os dos seus produtos encontram-se
na Tabela A1- Apéndice. Buscando compreender os produtos formados na reacao,

foram realizadas analises complementares por ESI-MS.

5.6 ELUCIDACAO MECANISTICA: ANALISES POR ESI-MS

As analises por espectrometria de massas foram realizadas com as reacdes
em meio aquoso, com o intuito de corroborar os dados obtidos. Inicialmente,
realizou-se a analise em pH 5,0 (Figura 44) onde € possivel verificar os principais

fragmentos ion moleculares obtidos na quebra do DZN no modo positivo. Foram
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atribuidos os ions moleculares correspondentes as espécies IMPOH (m/z = 153,10),
HyDZN (m/z = 277,08), DHyDZN (m/z = 249,6) além do proprio DZN (m/z = 306,11).
De fato, estdo de acordo com os dados reportados® e modelo proposto. Ainda,
chama atencdo um sinal intenso com m/z 169,08, referente ao ion molecular
pirimidintiol (IMPSH) que pode ter sido formado devido a um rearranjo tiono-tiol
ocorrido durante a reacdo com o IMZ, ou ainda devido as altas energias de
ionizagdo provenientes do equipamento®. Nao é possivel verificar no espectro total
nenhum ion molecular com intensidade significativa que corresponda as espécies
imidazélicas possiveis de serem formadas devido ao ataque no fésforo, no carbono
alifatico e no carbono aromatico. O que corrobora as analises de RMN em pH 5,0 e

o fato do IMZ atuar como catalisador acido.

FIGURA 44 — ESPECTRO ESI-MS (+) DA REAGAO DO DZN COM IMZ EM pH 5,0. ([IMZ] = 0,2
mol.L™" ; [DZN] 1x10° mol.L"" ; 25 °C)
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A reacao do DZN com IMZ em pH 8,0 (Figura 45) também foi investigada por
ESI-MS. E possivel verificar a formacdo de espécies semelhantes as que haviam
sido formadas em pH 5,0. Com base no espectro total, buscou-se os sinais
correspondentes as espécies imidazodlicas que poderiam estar sendo formadas nas
reacdes. Foram isolados os ions moleculares em m/z 125,11 atribuido inicialmente
ao dietilimidazol (DEtIMZ — Figura A9 - Apéndice) e m/z 97,68 atribuido ao EtIMZ
(Figura 46). Esses ions moleculares foram isolados e analisados por ESI-MS/MS(+)

a 34 eV sendo possivel verificar que os ions moleculares filhos obtidos para a
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quebra do ion molecular com m/z 125,11 (atribuido ao DEtIMZ) correspondem a
alguns ions moleculares que podem ser atribuidos as espécies imidazdlicas
propostas incluindo o EtIMZ. O EtIMZ (m/z 97,68) também foi isolado e analisado por
ESI-MS/MS a 34 eV gerando espécies analogas ao DEtIMZ.

FIGURA 45 — ESPECTRO ESI-MS (+) DA REACAO DO DZN COM IMZ EM pH 8,0. ([IMZ] = 0,2
mol.L™" ; [DZN] 1x10° mol.L"" ; 25 °C)
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FIGURA 46 — ESPECTRO ESI-MS/MS (+) DA REAGCAO DO DZN COM IMZ EM pH 8,0. ION
MOLECULAR 97,68 ([IMZ] = 0,2 mol.L""; [DZN] 1x10° mol.L"" ; 25°C ; 34 eV)
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FONTE: O autor (2020).

Com base nos dados apresentados, foi possivel verificar de fato a formacéao
de espécies imidazdlicas na reagao do IMZ com DZN em pH 8,0. O que esta de

acordo com os dados cinéticos obtidos e mecanismos propostos por RMN.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de detoxificagao quimica do pesticida DZN com IMZ foi realizado
com sucesso. Uma abordagem que se mostrou bastante eficiente, uma vez que
ainda nao havia sido explorada na literatura. Os estudos cinéticos, RMN e ESI-MS
buscaram elucidar os principais mecanismos envolvidos nas reagcbes do DZN com
IMZ, as quais, apresentaram incrementos cataliticos da ordem de 10° vezes
superiores a reagao espontanea e tempos de meia-vida inferiores a 3 h.

De maneira bastante peculiar, as reagdes foram mais rapidas com IMZ em
sua forma ibnica comparada a sua forma neutra, o que indicou uma possivel
mudanca de mecanismo. De fato, as evidéncias apontaram para um mecanismo
tipico de catalise acida geral (que foi mais eficiente nessa reac¢do), onde o IMZH
pode atuar transferindo o préton para o nitrogénio orfo do DZN, promovendo a
ativacao de seu anel aromatico, permitindo concomitantemente o ataque nucleofilico
de uma molécula de agua no atomo de fésforo eletrofilico. Ainda em sua forma
ibnica, o IMZ se torna seletivo, assistindo a formacdo de apenas um produto
fosforilado identificado por RMN 3'P.

Quando neutro, observou-se que o IMZ se torna promiscuo e pode assistir a
formagao de trés produtos fosforilados derivados do DZN (também identificados por
RMN 3'P), atuando por diferentes vias: i) catalise basica geral, abstraindo um préton
de uma molécula de agua para a formagao do ion hidréxido que ataca o atomo de
fésforo; i) ataque nucleofilico, onde ataca o carbono alifatico do DZN gerando um
diéster,; iii) catalise basica geral, onde atua novamente abstraindo um préton de uma
molécula de agua para formar o ion hidréxido que ataca o diéster formado em ii).

As analises de efeito isotdpico cinético do solvente ndo apresentaram com
clareza indicios que pudessem corroborar os mecanismos propostos. Entretanto,
uma possibilididade levantada foi o fato que a deuteragdo do IMZ (verificada por
RMN HMBC 'H-3'P), em diferentes posi¢des, possa acarretar algum efeito adicional
que tenha alguma influéncia ainda desconhecida sobre a reagéo, tornando-a mais
lenta. As demais analises realizadas de RMN e ESI-MS identificaram os produtos
das reagdes, podendo concluir que ndo passam por intermediarios e devem seguir
de forma concertada R->P.

De maneira geral, esse estudo mostrou a relevancia da proje¢cao de métodos

eficientes para a detoxificagdo quimica de pesticidas OF’s, sendo o IMZ uma
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abordagem inovadora e eficaz frente ao DZN. O fato de poder exercer multiplas
catalises, evidencia a versatilidade do IMZ, permitindo ser modulada em funcéo do
pH, delineando novas possibilidades como deteccao e monitoramento. A perspectiva
mecanistica se mostra a uma ferramenta eficiente para a promogao da seguranga
quimica, até mesmo nos casos mais peculiares e incomuns como o do pesticida
DZN.
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FIGURA A1 — Espectros consecutivos de RMN de 'H da reacéao do IMZ com DZN pD 5,0 (A)
ampliagéo entre d6H 9,0-6,0 ; (B) ampliagao entre a regidao 6H 4,5-2,8 ; (C) ampliagdo entre a regiao
8H 2,8-(-0,2). (TMSP-ds; [IMZ] = 0,2 mol.L™"; [DZN] = 1x105 mol.L"" ; 60 °C).
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FIGURA A2 — Espectros consecutivos de RMN de 'H da reacéo do IMZ com DZN pD 8,0 (A)

88

ampliagéo entre 1 8,6-6,0 ; (B) ampliagcéo entre a regido o+ 4,5-2,8 ; (C) ampliagcao entre a regiao o+
2,6-0,0. (TMSP-d4; [IMZ] = 0,2 mol.L""; [DZN] = 1x10° mol.L"" ; 60 °C).
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FONTE: O autor (2020).
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FIGURA A3 — Espectro de RMN de "*C do DZN (TMSP-d4 ; D2O/Acetonitrila - 95:5; [DZN] = 0,2

mol.L™" ; 25 °C)
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FONTE: O autor (2020).
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FIGURA A4 — Espectro de RMN de "H do IMZ (TMSP-d4 ; D20; [IMZ] = 0,2 mol.L™"; 25 °C ; pD 8,0).
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FIGURA A5 — Espectro de RMN de *'P da reagdo do IMZ com DZN pH 8,0 em H20 (TMSP-d4; [IMZ]
=0,2mol.L""; [DZN] = 1x10° mol.L"" ; 60 °C).
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FONTE: O autor (2020).

FIGURA A6 — Espectro de RMN de 3'P da hidrdlise possivel intermediario reacional IDETPHOS pD
8,0 em D20 (Capilar de HsPOs ; 60 °C).
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91

FIGURA A7 — Mapas de correlagdo RMN a longa distancia ('H-"*P) HMBC da reagdo do IMZ com
DZN em H20. Ampliagao da regiédo entre &4 4,0-3,6 do DZN (Monitorado com capilar de D20 TMSP-
d4; [IMZ] = 0,2 mol.L"" ; [DZN] = 1x10°° mol.L" ; 60 °C).
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FIGURA A8 — Mapas de correlagdo RMN a longa distancia ('H-"*C) HMBC da reag&o do IMZ com
DZN em H20. Ampliagao da regiéo entre &4 7,8-6,8 do IMZ (Monitorado com capilar de D-O TMSP-
d4; [IMZ] = 0,2 mol.L"" ; [DZN] = 1x10°° mol.L" ; 60 °C).
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FIGURA A9 — ESI-MS/MS (+) da reagéo do DZN com IMZ em pH 8,0. ion molecular 97,68 ([IMZ] =
0,2 mol.L™"; [DZN] 1x10° mol.L"! ; 25°C ; 34 eV)
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TABELA A1 - DESLOCAMENTOS QUIMICOS DE RMN 'H, °C, *'P EM D20 DAS ESPECIES
QUIMICAS DAS REACOES ESTUDADAS NESSE TRABALHO.

ESPECIE
8H (ppm) 86 (ppm) 6P (ppm)
1,17-1,15(m, 6H); | (1)176,37; (2) 171,93 ;
1.24-1.27(m, 6H) ;| 5 165,58 (4) 108,49 ;
DZN 2,37 (s, 3H); (566,77 ; (5) 66,19 ;
3,02 (m, 1H) ; 60,56
(6) 38,06 ; (7) 23,94 ;
4,27 — 4,71 (m) ;
6.62 (s, 1H) ©)21,81; (87 21,81;
(9) 16,15; (97) 16,35
HyDZN 3,94 (m) 51,08
IDEPHOS 57,40
EtPHOS 3,90 (m) 47,16
DTPHOS 3,82-4,13 (m) 55,56
IMZ 8,50 (s, 1H); (1) 133,9
1S {80 2] @) 119,3; (21 119,3

FONTE: O autor (2020).
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TABELA A2 — CONSTANTES DE VELOCIDADE kops DAS REACOES ESTUDADAS NESSE
TRABALHO (T = 60 °C).

pH Hidrdlise DZN Reacao DZN com | Reag¢ao DZN com
(s™) IMZ em H,0 (s') | IMZ em D,O (s™)

2,0 3,40x10*

3,0 3,86x10° 1,56x10*

3,5 1,24x10°

4,0 1,00x10° 1,14x10* 1,18x10*

4,5 6,42x10°

5,0 3,51x10% 9,85x10° 8,97x10°

55 9,80x10°

57 8,77x10°

6,0 9,91x107 8,55x10° 8,03x10°

6,5 7,15x10° 6,40x10°

6,8 6,35x10°

7,0 7,02x107 5,55x10° 5,02x10°

7,5 5,33x10°

7,8 5,67x10°

8,0 1,28x10° 5,72x10° 4,55x10°

8,5 5,65x10°

9,0 2,89x10° 5,80x10° 5,28x10°

9,5 6,23x10°

10,0 2,96x10° 6,82x10° 5,58x10°

FONTE: O autor (2020).




