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RESUMO

Organofosfatos e derivados sdo compostos vastamente utilizados como defensivos
agricolas devido a sua alta estabilidade e consideravel eficiéncia. Apesar de sua
importancia, a utilizagédo irresponsavel e recorrentes proibicées por maleficios a saude
humana e ao meio ambiente tem requerido métodos eficientes de degradacao de
estoques obsoletos de pesticidas, visando evitar intoxicagbes e inumeras mortes
humanas que ocorrem todos os anos. A substituicdo nucleofilica € um método
importante para mitigar a toxicidade de organofosfatos. No presente estudo, a
degradagao do organofosfato dietil-2,4-dinitrofenilfosfato (DEDNPP) e do pesticida dietil-
4-nitrofenilfosfato (Paraoxon) promovida por 1,2,4-triazol (TAZ) foi investigada através
de estudos cinéticos, analises por ressonancia magnética nuclear (RMN) e calculos
computacionais utilizando a teoria do funcional da densidade. Os resultados mostraram
que a rapida degradacédo dos organofosfatos é promovida principalmente pela forma
aniénica do nucledfilo (TAZ(-)) em pH superior a 8 (6timo em pH = 11) com incrementos
cataliticos na ordem de 108 e 10° vezes em relag&o a hidrolise espontanea do DEDNPP
e Paraoxon, respectivamente. Através de analises por RMN foi observada que a rota
exclusiva de degradagdo do DEDNPP mediada por TAZ(-) ocorre via clivagem da
ligacdo P-O, por mecanismo concertado com alto grau de sincronicidade. O
intermediario fosforilado resultante foi monitorado por RMN de 3'P e sua rapida hidrdlise
leva a formacao de diéster atdxico e regeneracédo do TAZ(-) como catalisador auténtico
da reacdo. Conforme indicado por calculos computacionais em nivel M06-2X/6-
311++G(d,p), o principal centro nucleofilico da molécula corresponde nitrogénios
equivalentes do TAZ(-) (1 e 2). No geral, por meio desse estudo, foi constatada a
eficiéncia e seletividade do TAZ(-) atuando em meio aquoso como agente detoxificante
de organofosfatos, e os resultados podem instigar a projecdo de novos catalisadores

para degradacgao eficiente e racional de pesticidas dessa classe.

Palavras-chave: detoxificagdo, organocatalise nuclecdfilica, 1,2,4-triazol.



ABSTRACT

Organophosphates and derivatives are compounds widely used as agrochemicals due
to their high stability and considerable efficiency. Despite its importance, the imprudent
use and numerous prohibitions motivated by the harm to human health and the
environment have required efficient methods of degrading obsolete stocks of pesticides,
to avoid poisoning and countless human deaths that occur every year. Nucleophilic
substitution is an important method to mitigate the toxicity of organophosphates. In the
present study, the degradation of organophosphate diethyl-2,4-dinitrophenylphosphate
(DEDNPP) and of the pesticide diethyl-4-nitrophenylphosphate (Paraoxon) promoted by
1,2,4-triazole (TAZ) was investigated by means of kinetic studies, nuclear magnetic
resonance (NMR) analyses and computational calculations using density functional
theory. Results showed that the rapid degradation of organophosphates is mainly
promoted by the anionic form of the nucleophile (TAZ(-)) at pH higher than 8 (optimal at
pH = 11). Rate enhancements on the order of 108 and 10° times were observed
compared to spontaneous hydrolysis of DEDNPP and Paraoxon, respectively. NMR
analyses indicated that the exclusive route of degradation of DEDNPP promoted by
TAZ(-) occurs via P-O bond cleavage in a highly synchronous concerted mechanism.
Rapid hydrolysis of the phosphorylated intermediate was observed by *'P NMR, leading
to the formation of a non-toxic diester and regeneration of TAZ(-) as an authentic catalyst
for the reaction. As indicated by computational calculations at the MO06-2X/6-
311++G(d,p) level, equivalent nitrogens of the TAZ(-) (1 and 2) are the main nucleophilic
center of the anion. Overall, the efficiency and selectivity of TAZ(-) was verified, acting
as a detoxifying agent for organophosphates in aqueous medium. Results may instigate
the projection of new catalysts for the efficient and rational degradation of
organophosphate pesticides.

Key words: detoxification, nucleophilic organocatalysis, 1,2,4-triazole.
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1. INTRODUGAO

11 A Quimica dos organofosfatos: processos biolégicos, armas

quimicas e estoques obsoletos de pesticidas.

Os organofosfatos sdo uma classe de compostos organofosforados, comumente
também denominados ésteres de fosfato. Sdo derivados do acido fosférico em que um
a trés hidrogénios sao substituidos por grupos arila ou alquila. A quantidade desses
grupos arremetem a classificacdo dessas espécies quimicas, que podem ser mono-, di-
ou trissubstituidos, conforme mostrado no Esquema 1, sendo tipicamente formados

através de reacdes de esterificagdo.’

Esquema 1 — Estrutura geral dos organofosforados.

________________________________________________________________

BN
. HOY | Sor | HOV Il orR | ROM | SOR
i OH 5 OR, 5 OR, i
monoéster i diéster i triéster

Fonte: autoria propria

Um dos grandes interesses em estudar essas estruturas recai em explorar a alta
estabilidade das ligagdes entre os atomos de fosforo e oxigénio, sendo que, por essa
razao, a natureza vem utilizando dessas para composicado de estruturas fundamentais
no organismo.? Pode-se citar, por exemplo, o DNA e RNA, diésteres de fostato em que
os nucleotideos sao conectados por esse tipo de ligacao. Essa alta estabilidade resulta
em elevados tempos de meia-vida, superando 13 milhdes de anos no caso de hidrolise
espontanea de diésteres de fosfato.® Dentre diversas outras fungdes dos ésteres de
fosfato no organismo pode ser destacado o fornecimento de energia, com a hidrélise da
adenosina trifosfato (ATP) para a formagdo da adenosina difosfato (ADP), liberando
30,5 kJ mol', como ilustrado no Esquema 2. Apesar de fornecer energia para transporte
ativo de moléculas, locomogéo e divisdo celular,* essa reacdo apenas € espontanea ao

receber atuacado da enzima ATPase para a catalise do processo, superando a grande
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estabilidade das ligagdes P-O e a inerente repulsao eletrostatica proveniente dos

oxigénios adjacentes ao fosforo.®

Esquema 2 — Rota de hidrélise do ATP.
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Fonte: Adaptado de Principios de Bioquimica de Lehninger.*

Assim como o fez a natureza, o homem também se aproveitou da alta
estabilidade de organofosfatos, utilizando-a como base para a sintese de substancias
com outras finalidades. Dentre essas, os populares organofosforados,® que séo
organofosfatos nao naturais (i.e. sintéticos), que podem ser utilizados como agentes
toxicos, sejam pesticidas, inseticidas e até mesmo armas quimicas de guerra.® De fato,
desde o inicio do século XX tem-se utilizado armas quimicas, visto que a utilizagdo em
massa dessas substancias extremamente toxicas pode reduzir drasticamente o custo
militar, se comparado a armas convencionais.” Por essa razdo, a primeira guerra
mundial ficou conhecida como “Guerra Quimica”. As bem conhecidas armas quimicas
derivadas de organofosforados (Esquema 3), como Tabun e Sarin, foram descobertas
na década de 30 pelo quimico alem&o Gerhard Schrader® que, devido a similaridade
estrutural entre pesticidas e armas quimicas, sintetizou-os acidentalmente enquanto
buscava novos agrotéxicos para controle de pragas nas lavouras alemas. Entretanto, o
primeiro relato de utilizacdo do Sarin foi apenas em 1988, quando Sadam Hussain
autorizou os militares iranianos a atacarem mais de 40 aldeias de povos Curdos,
momento que ficou conhecido como Massacre de Halabja durante a guerra Ira-lIraque,
o qual deixou cerca de 180 mil mortos devido a intoxicagdo por este organofosfato.® A
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utilizacdo massiva dessas substancias levou a necessidade da criacdo da Convencéao
sobre Armas Quimicas, um acordo realizado em 1997 que formaliza a proibicdo de
producgao e utilizacdo dessas substancias — mais de 190 paises aderiram a este acordo
que foi realizado pela Organizagdo para a Proibicdo de Armas Quimicas (do inglés,
OPCW)." Mesmo assim, essas substancias ainda sdo utilizadas de forma irregular

causando intoxicacdes severas.

Esquema 3 — Estruturas de alguns organofosforados: Armas Quimicas.
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Fonte: Adaptado de Campos (2009).""
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No organismo as armas quimicas derivadas de organofosforados tem atuagéo
como inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE). Uma vez inibida no organismo, esta
enzima n&o tem capacidade de clivagem da acetilcolina, um neurotransmissor de
fundamental importancia. O Esquema 4 apresenta a rota mecanistica da hidrélise da
acetilcolina, que consiste inicialmente em um ataque nucleofilico da hidroxila do a-
aminoacido serina (Ser) a carbonila da acetilcolina, auxiliado pelo grupo imidazol (IM2)
da histidina (His), que atua como catalisador basico ao retirar o préton da Ser, elevando
sua reatividade. Apo6s a formacao do intermediario tetraédrico, o IMZ se comporta como
catalisador acido ao favorecer a saida do grupo OR. Assim, a molécula de agua realiza
um ataque nucleofilico ao carbono da carbonila do éster formado, com IMZ atuando
novamente como catalisador basico e posteriormente acido, levando a formagao de um
novo intermediario tetraédrico. A ultima etapa da reacao é referente a formacgao do acido

carboxilico e a regeneragao da Ser.'?
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Esquema 4 — Mecanismo de clivagem da Acetilcolina pela AChE.

Acetilcolina
0 R CO_ R
N CH | / | ’ N
( o/\/ ( 3)3 o Hsc_?_‘o . e H3C_CCQ+ . N NH
o’ I N O H =
‘0. LINT Z>NH . HN” "NH . His
/ o 'Ser \—( 'Ser /
'S er ‘—(
! His His, “
AChE
_0 _ol +/H Co Né\N

(;0 AN OH N
| N” “NH N NH
H,C-C-OH . o g + HsC OH + .
i+ \—& E oer
/OH His, His,
'Ser ’ ’

Fonte: Adaptado de Campos (2017).""

As oximas sdo uma classe de substancias capazes de reativar a AChE inibida e,
inclusive, compdem o material distribuido a soldados nos Estados Unidos'
(Esquema 5). Apesar disso, as oximas apresentam alta toxicidade e baixa
seletividade, '’ instigando a necessidade de novos catalisadores para esta finalidade.
De fato, apesar de agentes externos poderem, em certo casos, reativar a AChE no
organismo, o processo deve ocorrer no prazo maximo de 48 horas, visto que durante
este periodo a enzima sofre um processo irreversivel chamado envelhecimento,
perdendo sua atividade biolégica permanentemente.'® Apesar das limitagoes, elas
conseguem, de forma razoavelmente satisfatéria no organismo, promover reagdes de
transferéncia do grupo fosforila, comumente chamadas de desfosforilagdo. Além disso,
um estudo recente indicou que também podem ser aplicadas como detoxificantes de
pesticidas, diminuindo a agéo téxica de organofosfatos devido a sua degradacgao, ainda

que nao ocorra de forma catalitica, conforme discutido em detalhes posteriormente.'”
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Esquema 5 — Mecanismo da atuagao da oxima como catalisador da reativagcao da AChE.
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Fonte: Adaptado de Campos (2017).""

Dentre as aplicagbes benéficas de compostos da classe dos organofosforados,
estdo sua ampla utilizagdo como defensores agricolas, com o intuito de controlar pragas
em lavouras de cultivo, potencializando a producgédo. Porém, o uso indiscriminado,
irresponsavel e exagerado tem levado a severas consequéncias a saude e ao meio
ambiente. Cabe ressaltar que esses sao apenas uma classe de pesticidas, e ainda que
haja outras bastante utilizadas, como organoclorados, carbamatos, piretroides,
piretrinas, etc, os organofosforados tém sido os maiores responsaveis pelos casos de
intoxicagdo. A proibicdo total de organoclorados, como é o caso do
diclorodifeniltricloroetano, mais conhecido DDT,'® € um reflexo do aumento de casos de
intoxicagdo por organofosforados, chegando, por exemplo, a 60,2% dos casos
reportados na Provincia de Juangsu, na China entre 2008 e 2018, conforme
apresentado na Figura 1. A efeitos comparativos, em 2005 os Estados Unidos
reportavam 37% dos casos de intoxicag&o por organofosforados,'® evidenciando ainda

mais a crescente taxa de intoxicagdo por organofosforados ao longo do tempo.'®
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Figura 1 — Distribuicao das classes de pesticidas responsaveis por casos de intoxicagdao em
Juangsu entre 2007 e 2018.

60,2% B Organofosforados

Il Herbicidas e Fungicidas
I Outros Inseticidas
Carbamatos

Outros Pesticidas
[ Inseticidas Halogenados

B Rodenticidas

Percentual de casos de intoxicagéo

Fonte: Adaptado de Wang, et.al. (2019).1°

Enquanto a figura anterior apresentava a distribuicdo de intoxicacdo por
diferentes classes de pesticidas em Juangsu, a Figura 2 apresenta a forma que as
pessoas sao contaminadas no Brasil por essas mesmas substancias. O grande
potencial agricola do Brasil torna seus trabalhadores rurais extremamente expostos a
essas substancias toxicas. A falta de controles rigorosos de utilizagao, armazenamento,
gerenciamento de residuos e até mesmo de quais pessoas tem acesso aos pesticidas,
faz com que haja grande contaminagao por essas substancias. Além disso, ha regides
do pais que a maior causa de intoxicacao € por tentativa de suicidio e nao somente pelo
uso habitual durante o trabalho nas lavouras, evidenciando ainda mais a falha do
sistema de controle de pesticidas. Apesar do surpreendente numero de intoxicagdes por
pesticidas no Brasil entre 2007 e 2014 (25.106 casos), cabe mencionar que
aproximadamente 29,6% dos casos de intoxicagdo ndo sao reportados, majorando

ainda mais este numero para mais de 32.500 casos de intoxicagdo por agrotoxicos.?°
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Figura 2 — Distribuigao de tipos de intoxicagao por pesticidas no Brasil entre 2007 e 2014.
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Fonte: Bombardi (2017).'®

Como mencionado, apesar de possuir importancia na produgao de alimentos,
varias evidéncias cientificas tém mostrado maleficios ao meio ambiente e
principalmente a saude humana, causado pelo uso de muitas dessas substancias.
Podemos citar alguns desses maleficios que levam a intoxicagbes agudas e cronicas,
os mais comuns sao faléncia no sistema nervoso central, efeitos neuroldgicos,
esquizofrénicos e carcinogénicos.?! Orgdos internacionais, como Unido Européia e
Organizagao Mundial da Saude, possuem sério controle e monitoramento de pesticidas,

com recorrentes proibicdes; em contraste ao Brasil, onde muitos desses ainda s&o
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amplamente utilizados. Tendo em vista que recentemente nos tornamos um dos
principais consumidores de agrotoxicos no mundo, a situagao se torna alarmante, visto
que a utilizacdo massiva dessas substancias leva ao acumulo de pesticidas obsoletos
estocados e descartados de forma irregular.?? A estrutura de alguns defensivos
agricolas com restrigdes de uso internacionais estao apresentadas no Esquema 6.
Com finalidade de degradacdo de organofosforados, reacdées de substituigdo
nucleofilica tem atraido muita atengcdo nas ultimas décadas, levando a mitigagdo sua
acao tdxica.>?32% Estudos conduzidos pela avaliacdo detalhada dos mecanismos
dessas reagoes de desfosforilagao, da reatividade de nucledfilos e das rotas reacionais
possiveis tem sido pauta de estudos e estédo atrelados a projegao de novos catalisadores

para detoxificacdo quimica.

Esquema 6 — Organofosforados com restricées de uso pela Organizagao Mundial da Saude,

Uniao Europeia e Estados Unidos.
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Fonte: Adaptado de Campos (2017).""

1.2 Mecanismos de degradacdo de triésteres de fosfato: rotas de

substituicao nucleofilicas e hidrdlise.

As reacgdes de desfosforilagcdo de Organofosforados com grupo P=O e bons
grupos abandonadores promovidas por agentes nucleofilicos ocorrem tipicamente via
fésforo (Via P), em que o ataque nucleoficlico leva a clivagem da ligagdao P-O, como
indicado no Esquema 7. A reagéo via carbono (Via C), ocorre competitivamente apenas
em alguns casos particulares,® ou em organofosforados contendo ligagdo P=S

envolvendo nucledfilos fortes.26
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Esquema 7 — Rotas de substituicao de triésteres de fosfato.
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Fonte: Adaptado de Campos (2017)."

Os mecanismos de substituicao nucleofilica via fésforo podem ser classificados
em trés categorias, sendo eles: (l) associativo (An+Dn), em duas etapas com formacgao
de intermediario pentacoordenado apds adi¢cao do nucledfilo e posterior eliminacdo do
grupo abandonador; (IlI) dissociativo (Dn+AN), também em duas etapas, com grupo
abandonador eliminado primeiramente, levando a um intermediario muito eletrofilico de
geometria trigonal plana, com a formagao da nova ligacao entre o nucledfilo e o fésforo;
(1) concertado (AnDn), com simultdneo ataque nucleofilico e saida do grupo
abandonador, em uma etapa Unica.®

A Figura 3 apresenta o diagrama bidimensional de More O’Ferral-Jencks, que
ilustra os trés mecanismos e cada distintos plausiveis etapa reacional. As divisdes | e Il
estdo nas arestas do diagrama, levando aos intermediarios formados, que podem ser
encontrados nos primeiros vértices do diagrama, a partir dos reagentes. No interior do
diagrama encontra-se o mecanismo concertado. As curvas representadas pelo
pontilhado vermelho sédo relacionadas ao postulado de Hammond e caracteristica do
estado de transi¢éo (ET), indicando que o mecanismo concertado pode ser assincrono,
com carater associativo ou dissociativo, resultante de fatores estéricos e eletrénicos de

cada sistema envolvido no ET.?”
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Figura 3 — Diagrama de More O’Ferral-Jencks contendo os possiveis mecanismos de reagao

envolvendo substituicdo nucleofilica via fésforo.
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Fonte: Adaptado de Campos (2017).""

As reagdes envolvendo hidrélise de organofosforados estdo entre as mais
estudadas, evidenciando a regioespecificidade da reagao via fésforo,?® em competicdo
entre 0os mecanismos associativo (i) e concertado (iii).2>?° Nesse contexto, através de
calculos computacionais, Kirby e colaboradores avaliaram a hidrélise do triéster difenil-
2-nitro-fosfato.®® A divergéncia de resultados tedricos iniciais com dados experimentais
de décadas antes, levaram a hipotese de que mais do que uma molécula de agua
estariam envolvidas no ET, e ndo apenas uma atuando como nucledfilo da reacao.
Nesse estudo, entado, verificou-se que trés moléculas de agua atuam no ET, em que
através de ligacdo de hidrogénio e prototropismo a barreira de ativacdo diminui
drasticamente se comparado a apenas uma molécula de agua, chegando a resultados

concordantes com o valor de energia de ativagao obtido experimentalmente. Assim, o
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mecanismo proposto pelos autores esta representado no Esquema 8. Nota-se que

enquanto uma molécula de agua atua como nucledfilo, outra atua como mediadora de

transferéncia de um préton até o grupo fosforila. Por fim, uma terceira molécula de agua

promove a desprotonagao da fosforila e transferéncia de préton ao grupo abandonador,

que sai neutro. Resultados mostraram que esse mecanismo é mais favoravel em relagéao

ao concertado, com diferenga na barreira de ativagéo de 3,12 kcal mol-".

Esquema 8 — Mecanismo de hidrélise do difenil-2-nitro-fosfato.
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Fonte: Adaptado de Kirby.3

Reacoes de transferéncia do grupo fosforila promovidas

por

Os mecanismos citados anteriormente no item 1.1 norteiam estudos envolvendo

a transferéncia do grupo fosforila através de diversos nucledfilos diferentes. Estes, por

sua vez, estdo dentro de classes especificas de compostos quimicos que podem ser

avaliados individualmente, cada um com sua particularidade de reatividade, seletividade

e principalmente, o mecanismo que o distingue. Podemos citar, por exemplo, nucledfilos

do tipo a3, heterociclos®? e outros nucledfilos33.
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1.3.1 A reatividade de a-nucleéfilos frente a reagoes de desfosforilagao.

Nucledfilos do tipo alfa (a-nucledfilos) sdo conhecidos por sua elevada
nucleofilicidade, inclusive acima da prevista por escalas de pKa. Dentre as explicagbes
mais aceitas esta a caracteristica de apresentarem um par de elétrons livre no atomo
ligado diretamente ao centro nucleofilico.! Hidroxamatos,34 hidrazina?!, hidroxilaminas®®
e as oximas (Esquema 9) sdao exemplos de classes que detém efeito alfa e muitas ja
tiveram sua reatividade investigada em reagbes com organofosfatos.343 Os
incrementos cataliticos de reagdes podem chegar a ordem de 108 em relagao a hidrdlise

espontanea.36

Esquema 9 — Estrutura molecular de uma (l) hidroxilamina; (ll) oxima e (lll) hidrazina.
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Fonte: Autoria Propria

A grande desvantagem da utilizagdo dessas substancias é que em alguns casos
ha formacao de novas espécies fosforiladas impassiveis a solvdlises, processo que
caracterizaria uma reacao catalitica. Em outros casos, a espécie sofre outras reacdes
secundarias em que o produto final ndo é o nucledfilo regenerado, ou seja, eles ndo séo
seletivos e ainda podem percorrer caminhos paralelos na reagao.

Como denominado por Orth e colaboradores, hidroxamatos e oximas podem
realizar reagoes de “ataque suicida”, devido a conversao de um nucledfilo extremamente
forte em um nucledfilo fraco sem atividade catalitica.?’ O Esquema 10 descreve um
desses casos, em que o ion benzohidroxamato (BHO") ataca o fésforo do triéster dietil-
2, 4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) liberando o grupo abandonador 2,4-dinitro-fenolato
(DNP). Além disso, o ataque nucleofilico resulta na formacao de um intermediario que
rapidamente sofre o rearranjo de Lossen para a formagao do fenil-isocianato. A hidrolise
do fenil-isocianato resulta no dietil-fosfato (DEP) e na anilina, que € um nucledfilo fraco
incapaz de realizar um subsequente ataque nucleofilico para a transferéncia do grupo

fosforila de outra molécula de DEDNPP, um dos requisitos fundamentais para a
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ocorréncia de um processo catalitico, além de nado ser facilmente conversivel ao
nucledfilo original. Além disso, a reagdo nao € seletiva, visto que o ion BHO" tem

capacidade de atacar o carbono alifatico.

Esquema 10 — Ataque suicida do BHO- ao DEDNPP.
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Fonte: Adaptado de Orth (2009).2

Outro nucledfilo com efeito alfa que também é importante mencionar é a
hidroxilamina que, apesar de ser um nucleéfilo ambidentado, geralmente apresenta
fosforilagao seu através do oxigénio, que é favorecido devido ao carater mais duro em
relagdo ao nitrogénio.3” Entretanto, Kirby e colaboradores constataram que o produto
formado e observado na Ressonanica Magnética Nuclear (RMN) de 3'P nao era
referente ao zwitterion fosforilado. A evidente formacao de hidrazina como subproduto
os levou a percepcao de que outra molécula de hidroxilamina livre em solugao estaria
atuando como base,? conforme descrito no Esquema 11. Assim, foi proposto que a
hidroxilamina na sua forma zwiteridnica (I) ataca o fosforo do triéster (Il) levando a
formagcao de um intermediario (lll) o qual rapidamente reage com outra molécula de
hidroxilamina, agora pelo nitrogénio, formando um intermediario instavel (IV)
(HONHNH2). A literatura descreve o método de Watt e Chrisp para produgédo de

hidrazina e nitrogénio gasosos como produtos da reag¢ao entre duas diimidas (V) que,
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nesse caso, foi formada pelo intermediario (IV).3* Assim, o produto final da reagdo é uma

hidrazina, e a hidroxilamina nao é regenerada ao fim do processo.

Esquema 11 — Proposta de mecanismo da reagao entre Hidroxilamina e DEDNPP.
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Fonte: Adaptado de Kirby (2008).38

1.3.2 Processos cataliticos em reagoes de desfosforilagao: a reatividade do

imidazol e derivados.

Um processo se torna autenticamente catalitico em reagdes de desfosforilacédo
se o intermediario fosforilado for hidrolisado (ou solvolisado), de modo que o agente
promotor da clivagem do organofosforado seja regenerado e, idealmente, utilizado em
baixa concentracao relativa ao substrato. Essas caracteristicas tém sido observadas em
reacoes envolvendo estruturas micelares,?® complexos metalicos*® e materiais
funcionalizados,*! os quais tém se mostrado extremamente eficientes para as reacdes
de transferéncia do grupo fosforila.

Buscar novas espécies de baixa massa molecular tem sido um significativo
norteador para projecao de sistemas para detoxificagdo de organofosforados. As
enzimas sdo inspiradoras por seu sitio ativo extremamente eficiente, seletivo e

especifico a reagao que catalisa, se beneficiando de interagcdes intermoleculares fracas
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com o soluto.**? Nesse contexto, como citado anteriormente, o IMZ é um residuo de
aminoacido da His que, por exemplo, exerce papel fundamental na catalise da hidrdlise
da acetilcolina e na desfosforilagdo do RNA, durante processo de sintese de proteinas.?’
Essa versatilidade do IMZ inspirou estudos que puderam avaliar e confirmar a eficiéncia
do IMZ também frente a degradagao de organofosfatos, sendo, de fato, catalitica. Tal
observacao foi proposta em estudo de sua reatividade diante de uma série de
organofosfatos, como o etil-2,4 dinitrofenil fosfato (EDNPP) e DEDNPP, promovendo
degradagdo com incrementos cataliticos acima de 103 vezes?' em relagdo a suas
hidrolises espontaneas. Espectros sucessivos de RMN indicaram mecanismo via
fésforo, condizente com ataque nucleofilico do nitrogénio iminico do IMZ, levando a
formacgao de intermediario fosforilado rapidamente hidrolisado, conforme mostrado no

Esquema 12.

Esquema 12 — Mecanismo de rea¢do do IMZ com DEDNPP e EDNPP.
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Fonte: Adaptado de Orth (2011).2

A eficiéncia catalitica do IMZ em processos de transferéncia do grupo fosforila no
organismo (vide supra) também tem estimulado outros estudos envolvendo seu uso em
reacdes com pesticidas reais, sendo tipicamente observado comportamento catalitico.
Estudos tem mostrado que o IMZ atua de forma eficiente na degradagédo do Paraoxon,
levando a incrementos cataliticos na ordem de 10® quando comparado a hidrolise
espontanea deste pesticida,*> em processo exclusivamente via clivagem da ligagdo

P—O. Também fora observado alta reatividade com outros organofosforados, inclusive
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com ligagdes P=S, apesar de, nesse caso, haver competi¢cdo entre rotas via fosforo e
carbono.? Por exemplo, Silva e colaboradores avaliaram a reatividade do IMZ frente ao
organotiofosfato (OTP) Metil-Paration (MPT), e compararam com o organofosfato Metil-
Paraoxon (MP) em termos da competigdo de rotas e reatividade. Como ja mencionado,
o produto de degradagao desejado desse tipo de reagao é via fosforo, uma vez que a
solvélise do produto € facilmente efetivada para regeneragao do catalisador. Ja o
produto formado via carbono leva a alquilagdo do nucledfilo pelo carbono alifatico,
reduzindo sua atividade catalitica. A reagcao do IMZ com o MP resulta na reacao via P,
formando o IMZ fosforilado (IMZ-P) e o p-nitro-fenolato (p-NP), conforme indicado na cor
rosa no Esquema 13. Por sua vez, a reacao do IMZ com o MPT esta demarcado pela
coloragao azul no mesmo esquema, resultando na alquilagao do nucledfilo que forma o
1-metilimidazol (1-MEI), cuja nucleofilicidade é inferior a do IMZ.** Apesar da
competitividade das rotas, essa reacgéo via fésforo (IMZ — P) leva a apenas 1% do
produto, enquanto o nucledfilo alquilado é formado majoritariamente na reagao. Além
disso, o produto formado da reagdo € o acido-O-metil-O-paranitrofenil-tiofosfato
(DMPT), espécie cuja toxicidade n&o é tdo atenuada quanto a produtos formados de

reagOes via P.33

Esquema 13 — Rotas plausiveis de reac¢ao do IMZ com MPT e MP.

MP: R =0
MPT: R =S
@ Alquilagdo aromatica nao identificada

Fonte: Adaptado de Silva.Z®

A fim de potencializar a reatividade do IMZ frente a reacdes de desfosforilagao,
Campos e colaboradores realizaram estudos teoricos e experimentais envolvendo

derivados do IMZ para verificar a influéncia de substituintes (Esquema 14). Em um
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primeiro trabalho foram investigados derivados metilados monosubstituidos, visto que
grupos alquila podem atuar como indutores de carga. Dos 4 derivados avaliados nos
estudos cinéticos, pode-se destacar o 4,5-metilimidazol (4(5)MEI), foi o unico que
apresentou reatividade maior que o anel ndo substituido. Essa espécie conta com
equilibrio tautomérico envolvendo duas espécies diferentes: 5-metilimidazol e 4-
metilimidazol. A reatividade de ambos os tautdmeros foi distinguida através de calculos
tedricos e analises por RMN de 3'P, mostrando que tautdmero metilado na posigéo 5 é
o responsavel por tornar o IMZ mais reativo, enquanto o tautémero 4MEI apresentou
baixa reatividade relativa. Analises por RMN de 3'P indicaram que o processo também
€ catalitico para o0 4(5) MEI e, como mencionado, surpreendentemente a reatividade de
ambos os tautdbmeros p6de ser acessada, através da detec¢cdo e monitoramento da

formacao e degradacgéo de dois intermediarios fosforilados diferentes.*

Esquema 14 — Equilibrio tautomérico em metilimidazoéis.
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Fonte: Adaptado de Campos.'’

Em estudo subsequente, foram investigados substituintes no anel que pudessem
estabilizar o ET através da capacidade de ligacdo de hidrogénio entre nucledfilo e
eletréfilo ou serem indutores de carga para aumentar a nucleofilicidade do nitrogénio.
Com isso, foram realizados calculos tedricos em nivel B3LYP/6-31+g(d,p) para varios
derivados de IMZ 4,5-monossubstituidos (grupos SH, NH2 e OH), com destaque ao
5-aminoimidazol (Esquema 15) que apresentou menor barreira de ativagdo. Uma
explicagdo plausivel para este resultado € a maior ativagdo do anel imidazdlico por
conjugagdo do par de elétrons do nitrogénio, levando a diminuicdo da barreira

necessaria para atingir o ET. De fato, os calculos acusaram barreira sutiimente menor
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(0,4 kcal mol') em relagdo ao IMZ nao substituido, mais uma vez indicando que sua

reatividade € mais influenciada através de grupos doadores instalados na posigéo 5.

Esquema 15 — Mecanismo concertado proposto para a reagao do 5-AZ com DEDNPP a partir de

calculos realizados em nivel B3LYP/6-31+g(d,p).
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Fonte: Adaptado de Campos (2017).""

1.3.3 Outros compostos nitrogenados como agentes detoxificantes de

Organofosfatos

Além dos famosos gases VX e GB, os autores também utilizaram o pesticida MP,
visto que esse é considerado estruturalmente simulante para estudos de reacbes com
agentes nervosos. Dentre as espécies avaliadas, o estudo destaca compostos iminicos
como o 1,5,7-triazobiciclo [4.4.0] dec-5-eno (TBD), 7-metil-1,5,7-triazobiciclo[4.4.0]dec-
5-eno (MTBD) e trimetil-guanidina (TMG) como excelentes promotores da degradacao
do MP (Esquema 16). O poder nucleofilico destes compostos iminicos levaram a
completa conversdao do MP em um diéster atdéxico em até 60 minutos para o TBD e
MTBD, periodo extremamente curto frente a hidrolise desse organofosfato, que em 7
meses apenas 24% foi convertido em produto atoxico.*® Por meio de estudos cinéticos
por RMN, foi possivel observar a diminuigao da intensidade do sinal referente ao MP e
a confirmagao da formagao do intermediario fosforilado seguida de sua hidrdlise,
levando a regeneracao dos nucledfilos. Espectros sucessivos de RMN também foram
obtidos para outros compostos nitrogenados, porém estas substancias nao
apresentaram resultados tao satisfatérios quanto os compostos que possuem o grupo
imina. A anilina, por exemplo, que é um nucledfilo fraco,?' levou cerca de 68 dias para

completar a reagao.
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Esquema 16 — Estrutura do MP e compostos nitrogenados avaliados.
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Fonte: Adaptado de Wilson.*6

Os estudos apontam que compostos iminicos, em geral, se comportaram de
maneira eficaz frente a desfosforilagdo de organofosfatos, evidenciando o alto poder
nucleofilico de moléculas que possuem o grupo imina. Além disso, ressalta-se a
facilidade de hidrdlise dos intermediarios com ligacdo N(imina)-P, indicativo da
regeneracao do nucledfilo como catalisador auténtico da reagdo, porém, em certos
casos, apenas em condi¢cdes reacionais especificas, com controle do numero de

equivalentes de catalisador.*6

1.3.4 A quimica do heterociclico 1,2,4-triazol

Compostos heterociclicos possuem importancia incontestavel — sua versatil
atuacao permite uma vasta aplicagao ja conhecida e reportada na literatura, permitindo
arealizacao da sintese de moléculas que sao facilmente encontradas no dia a dia, como
vitaminas, medicamentos e até mesmo em dispositivos eletrdnicos e sensores.*” Um
caso interessante para reagbes nucleofilicas é o 1,2,4-triazol (TAZ), um heterociclo
iminico que pode ser obtido através de reacdes de ciclo desidratacdo de N-N diacil-
hidrazinas com aminas.*” O TAZ é um precursor responsavel na produgdo de uma série
de medicamentos, como o Anastrazol, amplamente utilizado no tratamento de cancer

de mama,*® o Fluconazol, conhecido pelo tratamento de infecgdes flngicas*® e, na
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classe dos fungicidas, temos o Tebuconazol, utilizado para o tratamento de fungos
patogénicos em plantas.®°

Sendo analogo do IMZ, o foco do presente estudo envolvendo a reatividade do
TAZ foi encorajada pela hipotese de que o nitrogénio piridinico adicional, que o torna
mais acido, (pKade 10,1%") permitiria 0 acesso a sua forma aniénica — sendo essa mais
nucleofilica que a forma neutra — em pH mais baixo que o IMZ (pKa™MZ = 14,0 52). Além
disso, o TAZ apresenta equilibrio tautomérico em sua forma neutra, e essa versatilidade
estrutural pode ser importante para sua reatividade.®® O Esquema 17 apresenta o
tautomerismo, as diferentes espécies e centros nucleofilicos, sendo o numero dos
nitrogénios de cada tautdmero representados pelas cores (i) azul, remetendo ao nome
da estrutura tautomérica; (ii) vermelho, indicando os centros nucleofilicos do tautémero

em questao.

Esquema 17 — Equilibrio tautomérico entre as espécies do TAZ.
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Fonte: Autoria Prépria

O 1H-TAZ possui dois centros nucleofilicos distintos representados pelos
nitrogénios 2 e 4 (1H-TAZ N2; 1H-TAZ N4), enquanto o 4H-TAZ possui um unico centro
nucleofilico, visto que o plano horizontal de simetria molecular indica que os nitrogénios
1 e 2 sao idénticos. Devido a perda do préton, a formacao da espécie anidnica leva a
perda do tautomerismo. Entretanto, esta espécie ainda possui dois centros nucleofilicos
ndo equivalentes, o primeiro sendo representado pelo nitrogénio 4 (TAZ (-) N4), e o
segundo representado pelos nitrogénios 1 e 2 (TAZ (-) N2), idénticos por simetria
molecular.’

Em trabalho realizado ha mais de quatro décadas, com o intuito de investigar o
equilibrio tautomérico do TAZ, técnicas experimentais foram realizadas através da
incidéncia de radiagdo microondas nessa espécie em fase gasosa. O estudo nédo
detectou a presencga do tautdbmero 4H-TAZ, evidenciando que o tautdbmero 1H-TAZ &
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predominante em fase gasosa.>* Entretanto, ainda com esse foco, em 1990 Cox e
colaboradores realizaram um estudo tedrico para averiguar o quao predominante é o
tautobmero 1H-TAZ em relacdo ao 4H-TAZ. Através de simulagdes computacionais por
calculos ab Initio, utilizando o nivel de teoria MP2/3-21G, foi possivel determinar a
constante de equilibrio de 2x10-® para a interconversdo entre os dois tautémeros,
sugerindo a presenga do 4H-TAZ, ainda que minoritariamente.®

Com isso, o TAZ é candidato a potencial catalisador para reagdes de degradagao
de organofosforados, pois, hipoteticamente, seu grupo imina altamente reativo poderia
formar um intermediario passivel de ser hidrolisavel para regeneracao do catalisador.
Nesse contexto, com o intuito de obter maiores detalhes acerca da reatividade dessa
espécie que até o momento ndo havia sido estudado frente a degradagdo de
organofosfatos, estudos cinéticos e calculos mecanico-quanticos se mostram
promissores para investigagao dos sistemas. Isso porque associagao entre as técnicas
experimentais e teodricas permite a complementaridade, minimizando limitagdes de cada
abordagem. Ademais, investigar a atividade catalitica desse heterociclo e efeitos de
substituintes pode levar a catalisadores ainda mais efetivos, auxiliando a projegéo de
novos scaffolds moleculares para processos de detoxifiacdo e encorajando o

desenvolvimento de novos materiais.

1.4 Algumas aplicagdes de calculos baseados na teoria do funcional da

densidade na quimica de organosfatos.

Para uma melhor compreensdo de mecanismos de reacgdo, calculos
computacionais tém sido ferramenta fundamental, sendo utilizados desde determinagao
de fatores que governam a quebra e formagao de ligagdes quimicas, localizagao de ETs,
determinacdo de barreiras de ativacido, dentre outras aplicacbes, permitindo explorar
qualquer sistema quimico para determinar e explorar suas propriedades para diversos
propositos. Dentre os métodos de aproximagcdo de resolugdo da equacgado de
Schrodinger para sistema polieletrénicos, por exemplo para aplicagdo na quimica de
organofosforados, a teoria do funcional da densidade (DFT, do inglés density funcional
theory) tem tido grande éxito e ampla utilizag&o, visando elucidagdo de mecanismos de
reacao e até mesmo a projecéo e design de catalisadores para sua degradagdo, uma
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vez que as simulagbes computacionais podem levar a obtengdo de estruturas mais
especificas para a degradacao do organofosforado em questdo. A DFT, diferente de
outros métodos baseados em fungdes de onda, utiliza a densidade eletrdnica distribuida
pela molécula, que é propriedade observavel do sistema.?5” A partir disso, W. Kohn e
L.J Sham (1965) propuseram equagdes em fungdo de um unico elemento de volume,
essa equacgao — conhecida como Equacgdes de Kohn-Shan — determina a energia do
sistema por meio da densidade de probabilidade (p) em encontrar um elétron em
determinada regido (r) do espacgo. A expressao E[p(r)] representa essa equagado, em
que, como mencionado, a energia do sistema € uma fungdo da densidade eletronica
que, por conseguinte, € fungdo da regido do espago. Em termos matematicos,
expressoes deste tipo sdo chamadas de funcional.®® Os termos de energia que estio
relacionados a esse funcional estdo contidos na Equagao 1, em que ET é o termo
relacionado a energia cinética e eletrénica considerando a aproximacdo de Born-
Oppenheimer, EV é a energia de atragdo nucleo-elétron e repulsdo nuclear, E’ que
considera a energia relativa a repulsido eletrénica e por fim (ECT), que contempla a
interacao de correlacao e troca entre elétrons com spins paralelos, além de estar ligado

a aproximagao da relagao entre energia do sistema e densidade eletrénica.

Elp(M]=ET[pM]+EY[p(O] + E'[p(N] + ET[p(D] (1)

N&o existe fungdo conhecida que possa estimar ECT exatamente, para que
relacione com precisédo a densidade eletrénica e a energia. Por isso, faz-se necessario
a utilizagdo de outras aproximacgdes para representar este termo, originando varios
funcionais e a escolha desses é fundamental para que haja representatividade de dados
experimentais.'-®® Para calculos de geometria de moléculas organicas, o funcional
B3LYP5° tem sido amplamente utilizado, enquanto que para determinagéo de barreiras
de reacdo e quantificacdo de interacdes, por exemplo, o M06-2X% tém apresentado
resultados confiaveis.

Além dos estudos ja mencionados (vide supra), recentemente Kamerlyn e
colaboradores desenvolveram a projecao de novas enzimas que sdo capazes de
catalisar a degradagcdo de organofosforados com grupos abandonadores mais
resistentes. Na situagéo, foram realizadas simulagdes envolvendo o gas VX e com o

organofosfato diisopropilfluorofosfato, comparando as eficiéncia cataliticas dessas
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enzimas projetadas com hidrolases, as quais ja possuem comprovacgao de eficiéncia
catalitica na detoxificagcdo de organofosforados com estabilidade menor.'

Esse tipo de calculo também é muito visado para sistemas nucleofilicos, como
mencionado anteriormente, a hidroxilamina € um a-nucledfilo ambidentado com grande
potencial nucleofilico para promover reacéao de desfosforilagdo, sabendo disso, estudos
envolvendo sua reatividade frente ao triester dietil-8-dimetilamdnio-1-naftol foram
realizados através de calculos tedricos para determinar o mecanismo da reagao.
Calculos realizados em nivel Hartree-Fock com o conjunto de base 6-31/+G(d,p)
determinaram que a estrutura zwitteridnica deste ligante (*NH3O") é a mais reativa,
sendo o ataque nucleofilico realizado preferencialmente pelo oxigénio aniénico3®
(mecanismo (a), Esquema 18) devido a possibilidade de ligagdo de hidrogénio com a

fosforila, conforme indicado pelo ET apresentado neste mesmo esquema.

Esquema 18 — Mecanismos de rea¢ao da hidroxilamina com um triéster de fosfato e ET do
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Fonte: Adaptado de Kirby.3®

Assim, os calculos computacionais tem se mostrado ferramentas muito
importantes para elucidacdo de mecanismos de reacao, pois sistemas complexos
podem ser estudados e avaliados através de calculos computacionais, que simulam a
reacdo de uma forma muito precisa. Dentre varias aplicagdes dos calculos
computacionais, ele pode simplificar a elucidagdo de um mecanismo de reacéo,
auxiliando no confronto de resultados obtidos experimentalmente e podendo reduzir

custos de reacdes in vitro e até mesmo otimizar o tempo de bancada.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a degradag¢ao dos organofosfatos

DEDNPP e Paraoxon por meio de estudos cinéticos e computacionais utilizando TAZ.

-

N -

Esquema 19 — Estrutura dos organofosfatos avaliados com TAZ.
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Fonte: autoria prépria

2.2 Objetivos especificos

Realizar estudos cinéticos da reacdo do TAZ com DEDNPP e Paraoxon, para avaliar
a reatividade do nucledfilo na degradacao dos substratos e comparar com estruturas

similares propostas na literatura;

Avaliar a influéncia do pH do meio reacional;

Determinar os parametros de ativagdo como entalpia, entropia e energia de ativagéao

para as reacdes entre o TAZ e DEDNPP;

Realizar analises por RMN de 'H e 3'P da reagédo do TAZ apenas com DEDNPP

para verificar se o processo é catalitico e determinar a rota preferencial de reacao;

Realizar calculos tedricos para propor, com detalhes, os mecanismos de reagao

mais favoraveis entre TAZ e DEDNPP;

Avaliar a escolha do funcional nos calculos tedricos de barreiras reacionais frente

aos resultados experimentais.
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3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Os nucledfilos e tampdes foram obtidos comercialmente pela Merck e nao
purificados antes da utilizacdo. Ja os organofosfatos foram obtidos em parceria com o

grupo da prof. Dr? Elisa Souza Orth, no Grupo de Catalise e Cinética (UFPR).

3.2 Estudo cinético

As reacodes foram realizadas em cubeta de quartzo de tampa redonda, utilizando
um espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary, disponivel no Laboratério Multiusuarios de
Andlises Quimicas (LAMAQ — UTFPR), e em espectrofotdmetro UV-Vis Agilent Cary 60.

Nos estudos cinéticos avaliou-se os fatores: (i) efeito do pH; (ii) efeito da
Temperatura; (iii) efeito da concentragdo do nucledfilo e (iv) Possibilidade de reagao via
Substituicdo Nucleofilica Aromatica (SnAr). Os estudos cinéticos foram realizados em
condi¢des de pseudo-primeira ordem, com base no monitoramento das reag¢des através
da técnica de espectroscopia de UV-Vis, registrando a absorbancia referente aos
produtos de clivagem do Paraoxon e DEDNPP via fésforo nos comprimentos de onda
de 360 e 400 nm. Conforme estudo similar,3? preparou-se TAZ a 0,5 mol L-"em agua e
adicionou-se 3 mL dessa solugdo em uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de
1cm. Posteriormente adicionou-se a esta cubeta 10uL da solugdo de organofosfato a
102 mol L' (solvente: acetonitrila). Os seguintes tampdes a 0,01 mol L' foram usados:
citrato de sédio (de pH 3 a 6,2) e 2-Amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol (de pH 7 a 9).
As solugdes foram auto-tamponadas com TAZ para valores de pH superiores a 9,0. Ao
adicionar os orgafosfatos, a reagao se inicia no espectrofotdmetro a 25 °C. Espectros
pré e pés-reagao foram adquiridos, similar ao indicado na Figura 4.A, quando nao foi
possivel monitorar por meio de espectros sucessivos, devido a rapidez das reacdes em
certas condigdes. Os perfis cinéticos obtidos foram satisfatoriamente ajustados a
equacao de primeira ordem, como exemplificado na Figura 4.B.
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Figura 4 — A) Espectros tipicos de pré e pés reagdo da clivagem do DEDNPP via fésforo. B) Perfil

de pseudo-primeira ordem obtido pelos dados referentes ao monitoramento da banda em 400 nm.
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Fonte: Campos (2009)""

A lei de velocidade completa para as reacbes de consumo dos substratos
(DEDNPP ou Paraoxon) esta apresentada na Equacdo 2 e considera o esquema
cinético de reacdes paralelas (Esquema 20), sendo contabilizadas as contribuicdes da
hidrolise espontanea (ko), hidrolise alcalina (ko) e a propria constante do nucledfilo (kn),

que sera determinada a partir dos experimentos.

Esquema 20 — Rotas de degrada¢ao do DEDNPP e Paraoxon.
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Fonte: Autoria propria

d—[sub;fmt"] = —ko[Substrato] — koy[OH][Substrato] — ky[Nu][Substrato] (2)

A equacéo pode facilmente ser reescrita como:

W = —[Substrato] (ko + koy[OH] + ky[Nu)) (3)
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A equacao de ajuste de reagdes em condi¢gdes de pseudo-primeira ordem se
baseia na variagdo da concentragdo do nucledfilo ser insignificante em relagdo a
concentragéo do substrato, permitindo entdo que os parametros cinéticos sejam obtidos
apenas em fungao da espécie que possui a menor concentracdo. Com isso, a Equacao 3
pode ser reescrita em fungdo da constante observada (kobs), uma vez que as
contribuicbes das constantes e concentragdes de hidroxido e TAZ podem ser

consideradas constantes (Equacéo 4).
kops = ko + koy[OH] + kyn[Nu] 4)

Substituindo a Equacao 6 em 5, tem-se que:

d[Substrato]

= = —kops[Substrato], (5)

A concentragdo do substrato é expressa em mol L', o tempo (t) em segundos e
kobs em s A lei de velocidade representada na Equagdo 5 pode ser integrada no

intervalo de tempo inicial (t=0) até um tempo t qualquer da reacao levando a Equacao 6.
[Substrato], = [Substrato], e *obst (6)

Algumas relagdes sdo importantes destacar considerando um balango de massa
entre o substrato e o produto formado. Em um tempo t qualquer de reacgao, a
concentracdo do substrato € equivalente a diferenga entre a concentragao final do

produto e a concentragédo nesse instante de tempo.
[Substrato]; = [Produto], — [Produto]; (7)

Além disso, a concentragéo inicial do substrato € igual a concentracgéo final do

produto.
[Substrato], = [Produto], (8)

Substituindo as Equacdes 4 e 5 em 6, tem-se a equagao 9 de pseudo-primeira

ordem referente a formacgao do produto.

[Produto], = [Produto],, (1 — e Kobs b (9)
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Como o produto pode ser monitorado através da espectroscopia UV-Vis, pode-
se utilizar a lei de Lambert-Beer (Equagao 10) para relacionar a concentragao do produto
formado com a absorbancia A, fazendo uso da absortividade molar do produto (g) em

L mol' cm-' e o caminho 6ptico da amostra (b) em cm.

A = ¢b [Produto] (10)

Assim, combinando as equagdes 9 e 10, obtém-se uma relagdo (Equagéo 11)
entre kobs € absorbéncia, podendo ajustar os dados diretamente das medidas

espectrofotométricas.
At=A0+(Aoo_Ao)(1_e_k0bst) (11)

Os termos 4;, 4, e A, séo referentes as absorbéancias no tempo t, inicial e infinito
respectivamente. O ajuste permite obter a constante observada, a qual esta relacionada
a parametros termodinamicos do sistema, como no caso da energia de ativagéo (4G¥)

de uma reacgao, que pode ser obtida através da Equacéao 12.

AG* = —1In (%) RT  (12)

Sendo kb a constante de Boltzmann (1,381x10-22 m? kg s2K-"), h a constante de Planck
(6,626%103*m?kg s*') e R a constante dos gases (8,314 J K- mol").

Outros parametros termodindmicos foram obtidos através da realizagcdo das
reagdes com variagdo da temperatura (T). Valores experimentais de Entalpia de
ativagdo (AH*) e Entropia de ativagdo (AS*) foram obtidos utilizando o coeficiente

angular e linear do Plot de Eyring (Equacgéo 13) e através da Equacgao 14.

() = () + 52 () 13

AG* = AH* — TAS* (14)
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3.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN unidimensionais (1D) foram adquiridos apenas para a
reacoes de TAZ com DEDNPP. A reacao foi realizada no Laboratério de Ressonanica
Magnética Nuclear (LabRMN) localizado na UFPR em um espectrdmetro de RMN
Bruker AVANCE Il HD 400 operando a 9,4 T, equipado com uma sonda multinuclear de
deteccao direta de 5 mm com gradiente z.

Em um tubo de RMN, 50 yL de DEDNPP concentrado em acetonitrila (2,6 x 103
mol L") foram adicionados a 450 pL de solugdo de TAZ 0,1 mol L-'. Os experimentos
foram adquiridos usando 500 uL de CDCI3z para moléculas isoladas e 1:9 acetonitrila /
H20 contendo 10% (v/v) de D20 (para blogueio e shimming) para monitorar as reagdes
a 25°C.

Através da técnica de RMN de 3'P, péde-se avaliar se o processo é catalitico
monitorando as intensidades dos sinais referentes ao consumo de DEDNPP, hidrodlise
do intermediario formado ou do produto dietilfosfato. As analises de RMN foram
realizadas em parceria com o professor Dr. Anderson Barison e o Dr. Leociley R. A.
Menezes, na ocasido aluno do programa de pés-graduagcdo em Quimica da UFPR.

Um resumo ilustrado da metodologia utilizada nesse trabalho esta apresentado

no Esquema 21.

Esquema 21 — Resumo da metodologia aplicada na pesquisa
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Fonte: Autoria prépria.
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3.4 Calculos tedricos

Os calculos tedricos foram realizados apenas para a reagao de TAZ e DEDNPP.
Foram performados utilizando o cluster do Departamento de Fisica (DAFIS) da UTFPR
€ as maquinas do nosso grupo de pesquisa.

Incialmente, o funcional B3LYP5%° combinado com o conjunto de base 6-31+G(d,p)
foi utilizado para otimizacdo da geometria molecular dos reagentes, produtos e ET
propostos. Posteriormente, calculos completos de otimizagdo de energia utilizando o
funcional M06-2X® combinado ao conjunto de base 6-311++G(d,p) foram realizados.
Com isso, pode-se verificar a dependéncia da escolha do nivel de teoria em relacéo a
reatividade do TAZ. Foi utilizado a solvatacdo de modo implicito (smd — do inglés:
solvatation model density),6? metodologia em que o solvente é considerado com um
continuo visando redugao de custo computacional.

O mapeamento da superficie de energia potencial de uma reagéao foi realizado
através de scans de ligagdo. Assim, realizou-se a aproximagao gradativa do nucledfilo
ao substrato, até que o perfil de energia envolvido na formagao e quebra de ligagoes
apresentou um ponto de maximo. Essa geometria de ponto de maximo foi utilizada como
ponto de partida para o calculo do ET, que, apds otimizagcdo completa, pode ser
identificado por apresentar uma unica frequéncia imaginaria referente ao modo
vibracional adequado para a reacao de interesse.

Calculos de coordenada intrinseca da reagao® (IRC — do inglés: Intrinsic reaction
coordinate) foram realizados para confirmar a estrutura do ET e identificar os minimos

de energia conectados a essa, conforme a Figura 5.
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Figura 5 - IRC para um ET conectado ao reagente A formando o produto B.
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Fonte: Adaptado de Wazzan & Safi.t

As barreiras de ativagao foram calculadas subtraindo o valor de energia de Gibbs
encontrado para o ET do somatdrio de energia entre os reagentes, considerando os
minimos de energia infinitamente separados. Por fim, os resultados calculados foram
comparados com a energia de ativagcdo obtida experimentalmente para propor o
mecanismo mais adequado. Todos os calculos mecanico-quanticos foram realizados

utilizando o software Gaussian09%°.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

De antemao, cabe ressaltar que a elevada reatividade observada para o TAZ em
sua forma aniénica permitiu que estudos cinéticos fossem realizados com Paraoxon
mesmo em temperatura ambiente, conforme detalhes discutidos a seguir. Tal
reatividade do TAZ frente ao DEDNPP e Paraoxon foi avaliada através de estudos
cinéticos, enquanto, com o primeiro, foram também realizados calculos tedricos e
analises por RMN. E importante ressaltar que o DEDNPP é um triéster ativado que
possui tempo de meia vida para a hidrolise espontanea de aproximadamente 50 dias,
permitindo que as reacdes propostas fossem realizadas em tempo habil. O Paraoxon
apresenta tempo de meia vida para a hidrolise espontanea de aproximadamente 3x10*
anos,* cerca de 2,0x10° maior que a do DEDNPP e, pela menor reatividade, os estudos
de RMN foram realizados apenas com o triéster ativado para otimizar a aquisicdo de
resultados. Pode-se projetar os resultados obtidos com DEDNPP ao Paraoxon, visto
que estes organofosfatos possuem muita similaridade estrutural, sugerindo que os
centros reativos sdo os mesmos, levando a mecanismos similares de reagdo para um

mesmo nucledfilo proposto.*3

4.1 Estudos cinéticos

Inicialmente a reatividade do TAZ foi investigada frente ao triéster ativado
DEDNPP através de estudos cinéticos utilizando espectrofotometria de UV-Vis
monitorando a banda em 400 nm, referente ao produto DNP (vide supra)). Em estudos
cinéticos preliminares propusemos avaliar o TAZ em sua forma neutra em pH 7,5, uma
vez que, nessa condicdo, seria garantido que a populacdo de triazolato seria
insignificante, baseado em seu alto pKa. Isso porque, conforme mencionado, o TAZ
apresenta pKa 10,1.5" Assim, a Figura 6A apresenta os espectros sucessivos de
varredura UV-Vis para a reacao realizada em condi¢des de pseudo-primeira ordem com
DEDNPP a 5,2x10° mol L'. Os espectros apresentam absorbancia nas bandas de 360
e 400 nm, sinalizando a formagao do DNP, produto tipico de clivagem do DEDNPP via
fésforo. A Figura 6B apresenta o perfil cinético da absorbancia em 400 nm em fungao
do tempo de reacgéo, que permite obter a constante de primeira ordem da reacao atraves
da utilizagdo da Equacao 13. Na Figura 6C pode-se observar o perfil cinético da reagéo,

porém em pH 10,5.
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Figura 6 — A) Espectro UV-Vis indicando aumento da absorbancia nas bandas caracteristicas de
clivagem do DEDNPP (5,2x10-5 mol L") em reagdo com TAZ (0,5 mol L") em pH 7,5 a 25°C. B) Perfil
de pseudo-primeira ordem obtido pelo monitoramento espectrofotométrico em 400 nm da reagao
em pH 7,5 a 25°C. C) Perfil de pseudo-primeira ordem para a clivagem de DEDNPP com TAZ em

outra reagio, alterando o pH para 10,5 e a concentragio de TAZ para 0,1 mol L.
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A Figura 7A apresenta os espectros sucessivos tipicos obtidos para a reagao de
TAZ com Paraoxon. Diferente da reacao com DEDNPP, esta apresenta apenas uma
banda caracteristica da reacao localizada em 400 nm. A Figura 7B apresenta o perfil

cinético da reacgao considerando a absorbancia de 400 nm em fungéo do tempo.
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Figura 7 — A) Espectro UV-Vis indicando aumento da absorbancia na banda caracteristica de
clivagem do Paraoxon para a reagdo com TAZ 0,5 mol L', pH 10,5. B) Perfil de pseudo-primeira

ordem obtido pelo monitoramento espectrofotométrico em 400 nm a 25 °C.
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Assim, para uma maior compreensao da reatividade do TAZ em sua forma neutra
e ibnica, realizou-se uma série de reacdes de TAZ com DEDNPP e Paraoxon, variando-
se o pH gradativamente (em torno de 0,5 unidade). A Figura 8 (A — DEDNPP;
B — Paraoxon) apresenta estes perfis de pH, sendo o eixo vertical da direita
representando a hidrélise espontanea de cada organofosfato, e o eixo da esquerda
representando a degradacéo destes promovida por TAZ. Observa-se que a velocidade
aumenta conforme o pH é elevado e isso é notado com mais facilidade na reacido de
TAZ com DEDNPP, em que a reacdo comecga a ter um aumento expressivo na
velocidade de reacao na faixa de pH 8,1. Isso porque, conforme mencionado, devido ao
pKa do TAZ de 10,1, é possivel ter acesso a quantidade significativa (~1%) de sua
espécie anidnica e mais reativa em solugées com pH duas unidades abaixo desse valor.
A menor reatividade apresentada pelo Paraoxon estd associada ao seu pior grupo
abandonador (nitrofenol (NP)) que apresenta pKa 7,2, enquanto pKa de 4,1 é observado
para o DNP,% grupo abandonador do DEDNPP.
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Figura 8 — Perfil cinético de pH para areagio de TAZ (-) (0,5 mol L") com DEDNPP (m, eixo esquerdo)
a 25 °C e a hidrolise DEDNPP®7 (o, eixo direito). B. Perfil cinético de pH para a reagao de TAZ(-) (0,5

mol L") com Paraoxon (e, eixo esquerdo) a 25 °C e a hidrélise de Paraoxon® (o, eixo direito).
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Resultados indicam que em solugdes mais acidas (pH <6) a taxa de formacéao de
DNP diminui severamente, confirmando o observado nos estudos cinéticos preliminares,
sugerindo que a forma neutra de TAZ apresenta baixa reatividade, consistente com seu
pKan de 2,2.5" Foi observado que em pH 3,6, por exemplo, que a degradagdo de
DEDNPP promovida por TAZ é apenas duas vezes mais rapida que a hidrdlise
espontanea e, por essa razao, nao foi possivel ajustar o perfil de pH utilizando dois
valores de pKa. A clivagem do Paraoxon avaliada na faixa de pH 8,4 - 11 também indica
a forma aniénica do nucledfilo € responsavel por sua reatividade expressiva. No geral,
pode-se verificar que a clivagem do DEDNPP e do Paraoxon mediadas por TAZ(-)
apresentou elevado incremento catalitico, na ordem de 10°e 10° vezes respectivamente
com relacdo a hidrdlise espontanea. Reiterando, essa alta reatividade se deve a forma
aniénica do heterociclo, sendo essa evidéncia justificada pelo aumento da reatividade a
medida em que o TAZ(-) apresenta-se em maior populagdo no meio. Em contraste ao
observado com DEDNPP, em solugbes acidas nao foi observada atividade nucleofilica
do TAZ com Paraoxon, reafirmando que a espécie neutra ndo € capaz de degrada-lo.
Apesar disso, € interessante notar que uma quantidade muito pequena do anion do
nucledfilo ja é tao eficiente para detofixicar o pesticida, reduzindo o tempo de meia-vida
de hidrolise para apenas 113,4 s, mesmo em pH ameno de 8,5. Em pH 10, por exemplo,
seu tempo de meia vida (para formacao do diéster correspondente) cai drasticamente
para 6,0 s. Alguns parametros cinéticos relevantes estdo apresentados na Tabela 1 bem
como algumas evidentes comparagdes, mostrando que o TAZ mostra um poder

nucleofilico similar a alfa-nucleéfilos e oximas.
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Tabela 1 — Parametros cinéticos obtidos da reagcao de TAZ com DEDNPP e Paraoxon, e

comparagoes entre constantes cinéticas.

Parametro Valor Parametro Valor
Ko, DEDNPP? 8,0x106 s Ko, Paraoxon® 3,88x101" s
KN, DEDNPP 1,10 L mol' s KN, Paraoxon 4.86x10%L mol! s!
kn/Ko, DEDNPP 7,63x108 L mol™! kn/Ko, Paraoxon 1,87x10° L mol™’
KN, TAZ/KN,iMZ?, DEDNPP 62,1 kN, TAZ/KN, IMz®, Paraoxon 190
KN, TAZ/KN,Hidroxilamina® 3,8 KN, TAZ/KN, Pralidoxima® ~1,0

a) Obtido da referéncia 2'; b) Obtido da referéncia 43; c) Reagdes com DEDNPP, obtido da referéncia®®.

Como mencionado, o IMZ tem sido amplamente utilizado no desenvolvimento de
catalisadores para degradacdo de compostos organofosfatos. Por essa razao,
realizamos algumas comparacdes da reatividade das formas neutra e aniénica do TAZ
com aquele nucledfilo. Em pH 7,5 o TAZ consta em solugdo exclusivamente na sua
forma neutra e, especificamente nessas condi¢des, apresentou atividade nucleofilica
moderada para degradacao de DEDNPP, com incremento catalitico para essa reacao
na ordem de 102 comparado a hidrélise espontanea do triéster. Em solugdo com esse
pH o nucledfilo apresentou reatividade 6 vezes menor que do IMZ.326% Quando elevado
o pH da solucao a 10,6, o cenario se inverte: 0 TAZ passa a ser 16 vezes mais reativo
que o IMZ, com incremento catalitico na ordem de 10* ao comparar com sua hidrolise
espontanea. Isso porque seu baixo valor de pKa (ver rodapé?) permite acesso a sua
forma anibnica em pHs mais amenos — aproximadamente 4 unidades de pKa abaixo
daquele observado para o IMZ — enaltecendo sua reatividade. A Figura 9 apresenta um
grafico comparativo das constantes de segunda ordem do TAZ e IMZ nos pHs acima
citados. Cabe ressaltar que considerando kn obtido a partir do perfil de pH, a diferenca
de reatividade é ainda maior, sendo o TAZ(-) 62 vezes mais reativo (Tabela 1).

' pKa TAZ=10,1; pKa IMZ= 14,5
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Figura 9 — Comparacao entre as constantes nucleofilicas do TAZ e IMZ com DEDNPP para os pHs
7,5¢e 10,5, T= 25 °C.
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Diante da formagéao dos produtos relativos a cada reacao (conforme indicado pela
magnitude da banda observada em 400 nm), é plausivel sugerir que a clivagem desses
organofosfatos ocorre total ou majoritariamente via fésforo, como discutido em detalhes
posteriormente. Cabe ressaltar que foi isso foi confirmado posteriormente por analises
por RMN, conforme sera discutido no item 4.2. Apesar disso, a propensao do TAZ(-) em
promover a degradacdo do DEDNPP via SnAr foi investigada utilizando

espectrofotometria.

4.1.1 Investigagao da reagao via Substituicao Nucleofilica Aromatica

Para avaliar a possibilidade de que TAZ(-) possa promover reagdes via SnAr,
realizou-se o monitoramento da reagcao em condicdes de pseudo-primeira ordem do
nucledfilo (0,1 mol L') em pH 11 com 1-fluor-2,4-dinitrobenzeno (FDNB) a
6x10-5 mol L', escolhido devido a sua estrutura ser similar ao DNP. Os espectros de
varredura apresentados na Figura 10A sao condizentes com consumo de FDNB em 230
nm, conforme proposto por Hellinger e colaboradores,” sendo seu consumo em fungéo
do tempo apresentado na Figura 10B. Utilizando o ajuste da equagao 4 (e considerando

3,0x107 s (kn20) € 0,12 L mol! s (kon))’® obteve-se kraz de 3,5x102 L mol' s™.
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Figura 10 — Espectros sucessivos de UV-Vis obtidos para a reagio de TAZ (0,1 mol L' em agua,

pH =11) e FDNB (10 L, 6x10~° mol L' em acetonitrila) a 25 °C. (B) Perfil cinético em 230 nm ajustado

com equagdes de pseudo-primeira ordem

Absorbéncia

12

1,0 4

0,84

0.6+

044

0,24

0,04

FPonto
Isobé stico
(258 nm)

. T

T T T T
200 250 300 350 400

Comprimendo de Onda/nm

T
450

500

1,04

1,02 4

1,00 4

Absorbéancia
= L=}
w w0
on oo
1 1

0,94 4

0,92 4

0,90

T T
500 1000 1500

Tempo/s

De fato, embora a hidrélise alcalina do FDNB seja mais de trés vezes mais rapida
(com base nos valores de constantes de segunda ordem de cada reagéo), a ocorréncia
de substituicdo nucleofilica aromatica pelo TAZ foi confirmada. Nesse sentido, a
formacgao da banda em 280 nm nos espectros de UV-Vis foi atribuida ao produto 1-(2,4-
dinitrofenil)-1,2,4-triazol (TAZDNP), uma vez que esse néo € observado em espectros

de UV-Vis sequenciais adquiridos para hidrdlise alcalina do FDNB (Figura 11).

Figura 11 — Espectros sequenciais de UV-Vis obtidos para a hidroélise alcalina (pH 11,8) de FDNB
(6x10-5 mol L") a 25 °C.
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O estudo envolvendo FDNB foi importante para mostrar que o TAZ tem potencial
para realizar reagoes do tipo SnAr, o que poderia diminuir sua seletividade ao fésforo
nas rea¢gdes com DEDNPP. Porém, partindo agora para a reagdo de TAZ com DEDNPP,
comparamos os espectros de UV-Vis sequenciais desta reacdo (Figura 12A) com
aqueles espectros obtidos para a hidrélise alcalina do organofosfato em pH 11,8 (Figura
12B). Observou-se que nao ocorre reagao de TAZ com DEDNPP via SnAr devido a dois
motivos, sendo: (i) a banda de absorcao referente a formagdo do produto de SnAr
TAZDNP (280 nm) ndo é observada (Figura 12B), em contraste a reagdo do TAZ com
FDNB (Figura 10A), (ii) o aumento da absorbancia do primeiro ao ultimo espectro (Aabs)
em 280 nm é apenas 0,006 maior (AAabs) para a reacdo de TAZ com DEDNPP (Figura
12B) em comparagao com a hidrdlise (Figura 12A) apds a formagéo completa de DNP,
que consideramos desprezivel, ou seja, perfis das bandas iguais. Esses dois fatores
combinados nos levaram a sugerir que nao ocorre nenhum ataque nucleofilico
significativo do TAZ ao carbono aromatico de DEDNPP. A diferenga na seletividade da
reacdo de clivagem de DEDNPP e FDNP pode estar relacionada a um maior
impedimento estérico causado pelo grupo fosfato no primeiro, desfavorecendo o ataque

nucleofilico do anion TAZ ao carbono aromatico do triester.

Figura 12 — Espectros de UV-Vis obtidos a 25 °C para (A) hidrélise alcalina (pH 11,8) de DEDNPP
(5,2x10-5 mol L") e (B) reagdo entre TAZ (0,1 mol L', pH 11,8) e DEDNPP (5,2x10° mol L").
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Resultados, entdo, sugerem reatividade seletiva e pronunciada do TAZ(-) para
reacao de substituicdo nucleofilica via fésforo, em comparagao com outros heterociclos
iminicos relatados anteriormente. Em relagdo a degradagcdo do DEDNPP, o TAZ(-) se
mostrou quatro vezes mais eficaz do que o ion hidroxido e apresenta reatividade
semelhante a alfa-nucledfilos poderosos como a Pralidoxima (kn = 1,11 M-'s™)"7. Apesar
da similaridade na reatividade com nucledfilos do tipo alfa, cabe ressaltar que eles séo
nucleodfilos suicidas, enquanto a regeneragdo de TAZ é observada, conforme sera
discutido nas segdes seguintes. Além disso, a degradacédo do Paraoxon promovida por
TAZ(-) é até 190 vezes mais rapida do que seu analogo IMZ*3 em condigbes de reagdo
semelhantes, uma vez que a espécie mais reativa imidazolato s6 é acessivel em meio
basico consideravelmente superior (pKa (IMZ) = 14,0)"". Com todas essas evidéncias,
podemos organizar na Figura 13 possiveis rotas de mecanismo de reagao
exclusivamente via P sendo a Figura 13 A referente as trés possibilidades de ataque do
TAZ através de seus tautdmeros na forma neutra, e a Figura 13 B referente a espécie

anidbnica atacando ao fosforo do DEDNPP.
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Figura 13 — Caminhos propostos para a reagao entre TAZ e organofosfatos, em A as trés possiveis
rotas para os tautomeros neutros; em B os dois possiveis ataques nucleofilicos possiveis rotas
para o TAZ (-)
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4.1.2 Obtencao de parametros de ativagdo e de molecularidade

A fim de angariar mais informag¢des acerca do mecanismo de reagao, foi avaliada
a influéncia da temperatura nas constantes de velocidade, que permite acessar
parametros de ativagdo do processo. Com foco na reacdo envolvendo DEDNPP,
utilizando a Equacgéo 14, determinou-se que o AG*da reagdo com TAZ apresenta valor
de +17,4 kcal mol' em pH 11.4, condicdo em que a espécie anidnica tem populacéo
maior que 90%. Os outros parametros de ativacdo foram obtidos através do
monitoramento da reagdao em quatro temperaturas diferentes. O ajuste linear dos valores

experimentais de kobs (Figura 14) foi realizado através da equagao de Eyring (Equacéo
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13), em que o coeficiente angular da reta esta relacionado a entalpia de ativacao da

reagao, fator relativo a formacgao e ruptura de ligagées envolvidas no ET.

Figura 14 — Regresséo Linear para o perfil de temperatura das reagées do TAZ 0,5 mol L' em pH
9,0 com DEDNPP.
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Combinando a energia de ativagdo calculada anteriormente com o AH* obtido
pelo plot de Eyring, pdde-se utilizar a Equacao 14 para obter a entropia de ativacao. Os

parametros obtidos estdo contidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros de ativagido obtidos para a reagdo de TAZ (0,5 molL')em pH 11,4 ¢
DEDNPP (5,2x10° mol L") a 25 °C.

Parametro Valor
AH*¥/kcal mol! 79
AG*/kcal mol” 17,4

AS*/cal K" mol! -31,9

A Entropia de ativagédo de -31,9 cal mol' K' é um parametro muito informativo,
pois valores muito negativos de AS* em reagdes sem transferéncia de préton na etapa

determinante, estdo relacionados a mecanismos nucleofilicos concertados,?” devido a
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diminuicdo dos graus de liberdade no ET em relagdo aos reagentes. Nenhuma etapa
envolvendo transferéncia de préton foi identificada em estudo de efeito isotopico em D20
(pD 11,2 e 12,0), evidenciando ainda mais que a reagdo se sucede em mecanismo
nucleofilico concertado, visto que ambas as constantes de velocidade foram muito
proximas daquelas obtidas em H20. Evidéncias adicionais sugerindo mecanismo
nucleofilico foram observadas através de um perfil linear obtido para kobs versus
concentracéo de TAZ (Figura 15), com coeficiente de correlagdo maior que 0,99. Isso
consiste com uma unica molécula de nucledfilo envolvida na etapa determinante da

velocidade da reagao.

Figura 15 — Regressao Linear para o perfil de concentragao da reagcao do TAZ em pH 9,0 com
DEDNPP (5,2x10° mol L") a 25 °C.
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Assim, os estudos cinéticos apresentaram que TAZ (-) é o responsavel pela alta
reatividade e mais eficiente que a hidrélise alcalina, além disso, pode-se comprovar que
areacao é regioespecifica via P e 0 mecanismo se sucede pelos caminhos da Figura 13,
0s quais serao abordados com mais detalhe na se¢ao 4.3. O Processo se mostrou ser
nucleofilico e bimolecular através de plot de Eyring e experimentos de efeito isotépico

utilizando agua deuterada. Analises de RMN foram realizadas para confirmar os



64

mecanismos e confirmar se a reagao é catalitica, com a regeneracao do TAZ(-) posterior

ao ataque nucleofilico, explorado na sec¢ao seguinte.

4.2 Elucidagdao mecanistica através de analises por RMN

Para uma melhor compreensao acerca do mecanismo de reagao do TAZ com
DEDNPP, técnicas de analise por RMN foram empregadas, visando principalmente
verificar a autenticidade do processo catalitico. A Figura 16 apresenta espectros
sucessivos de RMN de 3'P, adquiridos ao longo do processo reacional. No espectro
adquirido em 10 minutos de reacéo, trés sinais foram detectados, sendo aqueles com
deslocamentos quimicos de -7,5 e 0,7 ppm deles atribuidos ao DEDNPP e ao
dietilfosfato (DEP), respectivamente, com base na literatura.3? O terceiro sinal, que foi

detectado em -9,0 ppm, é referente ao intermediario fosforilado.

Figura 16 — 3'P{1H} espectro de RMN para a reagdo de DEDNPP (2,6 x 103 mol L") com
TAZ (0,1 mol L"), em 1:9 acetonitrila/H20 e D20 (10% v/v), pH 8,5 a 25 °C.
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Ainda sobre a Figura 16, o pequeno sinal de DEDNPP em 10 minutos de reagéo
indica o rapido ataque nucleofilico do TAZ ao centro eletrofilico principal do DEDNPP.
Isso porque o organofosfato foi rapidamente consumido — para formagédo do DEP,

produto formado exclusivamente através da hidrélise do intermediario fosforilado —
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antes da aquisigado do primeiro espectro de RMN. O segundo espectro ja mostra a
auséncia de sinal referente ao DEDNPP e apenas um residuo do intermediario
fosforilado, indicando que além da forma ani6nica do TAZ ser um poderoso nucledfilo
para degradacdo do DEDNPP, o processo € catalitico por ocorrer facil hidrélise do
intermediario fosforilado.

A fim de obter melhor acompanhamento da formacado do DEP, consumo de
DEDNPP e da hidrdlise do intermediario para regeneragao do TAZ, outro experimento
de RMN de 3'P foi realizado com TAZ mais diluido (0,05 mol L"). Assim, pdde-se
monitorar a formacao e consumo desses substratos com mais espectros sucessivos
(Figura 17). De maneira similar, quando a reacgao atingiu 25 minutos péde-se verificar o
completo desaparecimento do sinal do intermediario fosforilado, e 0 aumento gradativo
na intensidade do sinal do DEP, reafirmando a grande eficiéncia do TAZ regenerado
como catalisador, como proposto na Figura 13, o qual ilustra 0 mecanismo plausivel
para a desfosforilagdo do DEDNPP e Paraoxon, com a formacado do intermediario
mediado por um dos tautébmeros do TAZ e/ou pelo TAZ(-). A segunda etapa mostra o
TAZ se regenerando apos a hidrolise do intermediario fosforilado. Apesar disso, nesse
caso nao houve consumo completo do organofosfato, indicando que a ocorréncia do
processo catalitico é dependente das condi¢bes experimentais, em contraste ao

observado no primeiro experimento (Figura 16).
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Figura 17 — 3'P{1H} espectro de RMN para a reagdo de DEDNPP (2,6 x 10 mol L") com
TAZ (0,05 mol L"), em 1:9 acetonitrila/H.O e D.O (10% v/v), pH 8,5 a 25 °C.
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Baseado na proposta mecanistica da Figura 13, dois isbmeros intermediarios
podem ser esperados na reacao entre TAZ(-) e DEDNPP, sendo eles provenientes do
ataque nucleofilico pelo nitrogénio 1 do TAZ (-) (e seu equivalente N2), ou pelo
nitrogénio 4 do TAZ (-) (demarcado em verde na Figura 13 — se¢do 4.1.1 pagina 61).
Através de andlise de RMN de 'H (ver Anexos — Figura A1), observou-se apenas um
sinal referente ao hidrogénio aromatico do intermediario (8,97 ppm) pois o sinal em 9,0
ppm é referente ao hidrogénio aromatico do DEDNPP.”? Deslocamentos quimicos

relevantes referente ao RMN estéo dispostos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos relevantes de espectros de RMN de 'H e 3'P para a reagio de
DEDNPP (2,6 x 103 mol L*') com TAZ (0,1 mol L"), em 1:9 ACN/H,0 e D,0 (10% v/v), pH 8,5 a 25 °C.

Composto OH oP
TAZ (-) 8,36 (s, 2H, Ar)
INT (N1) 8,97 (s, 1H, Ar) e 1,35 (td. 7,1 e 1,0 Hz, 6H, CH3) -9,0

DEDNPP 9,00 (d. 2,9 Hz, 1H, Ar), 8,63 (dd. 9,4 e 2,9 Hz, 1H, Ar),

7,79 (d. 9,4 Hz, 1H, Ar), 4,35 (m. 4H, CHz), € 1,39 (td. 7,1 -7,5
e 1,0 Hz, 6H, CHa)
DNP 8,89 (d. 3,2 Hz, 1H, Ar), 8,12 (dd. 9,7 e 3,2 Hz, 1H, Ar),
6,75 (d. 9,7 Hz, 1H, Ar)
DEP 3,92 (dg. 7,2 and 7,0 Hz, 4H, CH2) e 1,26 (td. 7,2 and 1,8
Hz, 6H, CHa) 0,7

O sinal observado em 8,9 ppm na Figura 18 sugere, de forma preliminar, que o
INT (N4) seria formado durante o progresso da reagéo, porém, a integragao dos sinais
na proporgao de 6:1 entre a metila (8,97 ppm) e o hidrogénio detectado indicou que o
INT (N1) estaria se formando. Com essa controversa entre sinal obtido e valor de
integracao de sinais, realizou-se analises de espectroscopia por difusao ordenada, em
que resultados apontam que o TAZ(-) e o intermediario possuem coeficientes de difuséo
muito similares (ver Anexos — Figura A2), sugerindo, entdo, que o sinal do TAZ(-) livre
deve estar sobrepondo o sinal que seria esperado para o segundo hidrogénio aromatico
do INT(N1).
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Figura 18 — Expansio dos espectros de RMN de 'H, destacando sinais para hidrogénios aromaticos
e metilicos para a reagdo de DEDNPP (2,6x102 mol L") com TAZ (0,1 mol L) (pH 9,0, 25° C,
H2O/ACN com gotas de D.O a 600 MHz).
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Para uma proposta ainda mais aprofundada a respeito do mecanismo da reacéo,
abrangendo a verificagdo de qual tautdmero é responsavel pelo ataque e qual é o centro
nucleofilico principal, seja do anion ou da espécie neutra, calculos tedricos foram
realizados. Na verdade, os calculos DFT estdo de acordo com a formagéao preferencial

de INT(N1), conforme discutido anteriormente.

4.3 Estudos tedricos

Os calculos foram realizados inicialmente com a forma neutra do TAZ e,
posteriormente, a anidnica e, assim, pdde-se averiguar se a barreira de ativacédo é
condizente com aquela obtida experimentalmente nas faixas de pH compativeis com a
presencga dessas essas espeécies (vida supra). Todos os tautdmeros e seus respectivos
centros nucleofilicos (Esquema 22) foram avaliados para determinar qual deles possui
a menor barreira energética de ativagdo. Utilizando o organofosfato DEDNPP, os
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calculos foram realizados com os funcionais M06-2X e B3LYP, conforme descrito na
secao de metodologia, e foram escolhidos devido a alta concordancia de resultados
experimentais e teodricos para esse tipo de reagdo ja descritos na literatura. Cabe
ressaltar que ambos os niveis de teoria forneceram resultados equivalentes, entretanto,
a discussao apresentada a seguir € focada no nivel mais completo MO06-2X/6-
311++G(d,p), que apresentou barreiras mais compativeis com as experimentais, apesar

de subestimadas.

Esquema 22 - Estruturas do TAZ avaliadas e seus centros nucleofilicos.

. H H N v
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De fato, foi possivel localizar os ET referentes ao ataque de cada
tautdmero/centro nucleofilico do TAZ ao fésforo, conforme apresentado pelas estruturas
do estado de transicdo (EET) na Figura 19. Os valores respectivos a energia livre de

ativacado de cada caminho estao apresentados na Tabela 4.
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Figura 19 — EETs referentes a cada caminho reacional do TAZ e TAZ (-) promovendo a clivagem
do DEDNPP via P obtidas com M06-2X/6-311++G(d,p). Disténcias relevantes estao apresentadas

emA.
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Tabela 4 — Barreiras calculadas (AG*/kcal mol') para a reagdo do TAZ com DEDNPP.
Tautémero (M06-2X/6-311++G(d,p))/ (B3LYP 6-31+G(d,p))/

kcal mol -1 kcal mol -1
TAZ(-) N1 12,8 22,1
TAZ(-) N4 14,3 23,8
4H TAZ N1 17,6 26,6
1H TAZ N4 22,5 30,2
1H TAZ N1 25,6 32,8

Valores experimentais em nota de rodapé.2

Dentre as espécies neutras, o tautbmero 4H-TAZ apresentou a menor energia
de ativagéo, sendo 4,9 e 8,0 kcal mol! mais baixa que o 1H-TAZ (N4) e 1H-TAZ (N1),
respectivamente. Ainda que estudos anteriores comprovaram a baixa populagao
tautomérica® do 4H- TAZ, os célculos evidenciam que a diferenca de reatividade nao
esta relacionada a concentracao relativa de cada tautdbmero, mas sim a distingao
estrutural. Isso esta de acordo com o proposto por Curtin-Hammett, 2’ em que apesar
de ocorrer competicdo entre duas reagodes, a interconversao entre os reagentes tem
barreira muito baixa e, portanto, 0 mecanismo majoritario se da ao que possui menor
barreira energética para alcangar o ET da reagao, nesse caso, o ataque ao fésforo do
organofosfato.

A elevada reatividade do TAZ é, de fato, enaltecida em pH proximo ao seu pKa,
ainda que em faixa de pH mais amena, em que a populagdo do TAZ (-) ainda nao &
majoritaria. Para a espécie desprotonada, calculos indicam que a reagao via nitrogénio
1 apresentou barreira 1,5 kcal mol! inferior aquela via nitrogénio 4, indicando que o
primeiro possui maior nucleofilicidade que ultimo. Essa diferenca, aparentemente

pequena, indica que mais de 90% da reacao deve seguir via nitrogénio 1, o que esta

2 AG* =19,4 kcal mol' para pH 7,5; AG*= 17,4 kcal mol' para pH 11,5.
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em bom acordo com dados experimentais que mostram que O processo ocorre
exclusivamente por essa via.

O gréfico presente na Figura 20 mostra os valores encontrados para os ET de
cada tautbmero para ambos os métodos MO06-2X/6-311++G(d,p) e B3LYP/6-
31+G(d,p), de coloragdo azul e rosea, respectivamente. Conforme mencionado, o
grafico indica que a metodologia mais apropriada para o estudo teérico dos sistema
de interesse € a M06-2X/6-311++G(d,p), visto que os valores de menor energia para
os tautdbmeros neutros e anidnicos se aproximam mais dos resultados experimentais,

sendo utilizada para as discussdes subsequentes.

Figura 20 — Grafico comparativo entre as barreiras calculadas com dois niveis de teoria para a
reagdo de TAZ/TAZ(-) com DEDNPP. Em azul as barreiras calculadas em M06-2X/6-311++g(d,p);

em vermelho as barreiras calculadas em B3LYP-6-31+g(d,p)
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Cabe ressaltar que os ETs foram confirmados através de calculos IRC, que
também revelou que todos os mecanismos s&o do tipo concertado bimolecular, como
proposto através de técnicas experimentais apresentadas no item 4.1.2. e 4.1.3.
Todos os perfis de IRC indicam processo com elevado sincronismo entre 0s minimos
de energia conectados ao ET, condizente com o nitrogénio do TAZ realizando um
ataque nucleofilico ao centro eletrofilico principal do DEDNPP, levando a formagao de
intermediario fosforilado e DNP. A Figura 21 apresenta o perfil tipico obtido da IRC
para os calculos referentes ao ataque nuclefilico do TAZ(-) ao centro eletroflico
principal do DEDNPP pelos dois diferentes nitrogénios reativos. Ressalta-se que os
perfis de IRC para as espécies neutras também apresentaram este comportamento,
com elevado sincronismo entre os pontos que conectam o ET, confirmando o

mecanismo concertado.
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Figura 21 — A) Perfis de IRC para o TAZ(-) calculado em B3LYP/6-31+G(d,p). B) Perfis de IRC
para o TAZ (-) calculado em M06-2X/6-311++G(d,p).
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Ainda foi levantada a hipotese de que parametros geométricos especificos,
envolvidos no atingimento dos ET, pudessem estar envolvidos na ordem de
reatividade entre o TAZ e o DEDNPP observada. Assim, novos calculos foram
realizados visando analisar a influéncia do angulo diedro 1-2-3-4 (sendo 4 nitrogénio
ou carbono), conforme mostrado nas estruturas planas dos ET na Tabela 5. Cada
tautdmero foi avaliado com rotdmeros diferentes permitindo uma melhor avaliagéo
conformacional da estrutura dos ET, ou seja, para propor nova geometria de partida
para calculos de otimizagdo deste, a estrutura do TAZ neutro e do TAZ(-) foi
rotacionada, alterando o angulo mencionado, mantendo a porgcédo referente ao
DEDNPRP fixa. A Tabela 6 apresenta os valores de energia de ativagdo obtidos para
diferentes rotdmeros do TAZ, constatando que o angulo diedral entre o nucledfilo e o

eletréfilo nao interfere na ordem de reatividade dos tautdmeros
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Tabela 5 — Valores de energia de ativagao calculada em M06-2X/6-311++G(d,p) para cada
tautdmero e rotamero. As distancias de ligagao internuclear entre Nucleéfilo e centro eletrofilico
do DEDNPP, e distancias entre atomo eletrofilico e grupo de saida constam na tabela, bem como

o angulo diedral.

Distancia Distancia Angulo | AG#kcal mol!
internuclear | internuclear | diedral
Estrutura plana do ET N—P/A P_0O/A
2,51 1,69 54,10 12,8
TAZ()N1 NG
H /@ 2 2,51 1,69 179,13 13,8
3 2
————P—--O
N EtO OEt R 2,50 1,69 -64,33 14,6
2,42 1,70 -42,14 14,3
TAZ (-) N4
. 1ﬁ NO. 2,41 1,71 -41,44 15,2
I\]/’:IIN%-%_P\---O
N“etio bet R
1,84 2,21 176,55 17,6
4H- TAZ N1
NO, 1,85 2,17 57,61 18,5
N 5 zn Q
HN_/EtO:‘ Vo R 1,84 2,19 -62,35 18,6
1H-TAZ N o 1,83 2,19 11,34 22,5
0 ’ 1,84 223 95,90 22.6
N N----P\---
EtO OEt R * * * *
1,83 2,21 -14,96 25,6
1H-TAZ N1
H 10 NO: 1,83 235 163,44 271
N? 3 2]l
R * * . :
N“eto” bet R

*Terceiro rotamero n&o avaliado devido a simetria molecular
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Por serem mais reativos, as formas anidnicas do TAZ possuem ET mais
adiantados que as formas neutras, evidenciado pela longa distancia internuclear na
formacéo da ligagdo N — P para o TAZ (-) N1 (2,51 A) e para o TAZ (-) N4 (2,42 A),
conforme apresentado na Figura 15 e Tabela 5. Os calculos permitiram obter o angulo
diedral ideal de ataque nucleofilico do TAZ no centro eletrofilico principal do DEDNPP,
visto que apesar das distancias entre o rotamero da propria estrutura serem proximos,
os valores de energia sdo diferentes, conforme destacado na tabela acima. Para
explorar os fatores envolvidos na diferenga de reatividade entre os centros
nucleofilicos da espécie anibnica, calculos de NBO (Do Inglés: Natural Bond Orbitals)
foram realizados. Resultados revelaram que a EET envolvida na reagdo via N1
apresenta menores impedimentos estéricos se comparado a reacdo competitiva.

Assim, por meio de calculos DFT, foi possivel sugerir a ordem de reatividade
entre os tautdmeros e centros nucleofilicos do TAZ. O mecanismo para todos os
tautdmeros também foram obtidos, mas os resultados apontam que a reatividade é
extremamente favorecida com TAZ(-), ndo somente por ser um anion que tem
densidade de carga maior se comparado ao seu tautdbmero protonado, mas devido a
facilidade que o TAZ tem em perder este hidrogénio em pHs mais brandos, diminuindo
drasticamente as barreiras de ativacdo e aumentando a velocidade da reacédo. O
Esquema 23 mostra detalhadamente o mecanismo completo para essa reacao,

considerando inclusive, a autenticidade catalitica confirmada para o processo.

Esquema 23 — Ciclo catalitico para a desfosforilagao de DEDNPP e Paraoxon mediada por

TAZ ()
N 0
LN N ﬁ NO; A NOz
N —C Ny P /©/ —— NN NOEt 4+
iNZ N T o O Nen okt o I
o TAZ() | EtO R |
B S ECRRAEEISESEEEEE R= NO; DNP
E R= NO,; DEDNPP H,O/OH" R= H; p-NP

R= H; Paraoxon

____________________________________________________________________________________________________________
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Nesse trabalho, com base em estudos experimentais e tedricos, foi mostrado
que o TAZ apresenta grande potencial para realizar a degradagdo de compostos
organofosforados de forma seletiva e eficiente. A avaliagdo da reatividade do TAZ
diante de DEDNPP e Paraoxon foi inicialmente realizada através de estudos cinéticos,
em que as constantes de velocidade obtidas confirmaram a facilidade que essa
espéecie possui em promover reacoes de desfosforilacdo. Através do perfil de pH pode-
se obter o incremento catalitico das rea¢des e determinar a constante de segunda
ordem para as reacgdes de TAZ frente aos organofosfatos, indicando que, apesar de
sua espécie neutra ser pouco reativa, sua forma anidnica levou a degradacao de
DEDNPP 10° vezes mais rapidamente que se comparada a sua hidrélise espontanea.
Nado somente neste triéster ativado, o TAZ (-) também mostrou elevada reatividade
frente a detoxificagdo do pesticida real, com incremento catalitico na ordem de 10° ao
comparar com a hidrolise espontéanea do Paraoxon.

Os parametros termodinamicos que foram obtidos também foram fundamentais
para avaliar a reatividade do TAZ, contribuindo com resultados importantes acerca do
mecanismo da reacdo. Além de apresentar baixa energia de ativagcao (17,4
kcal mol'), a entropia de ativagdo esta diretamente relacionada a desordem do ET,
em que o valor de -31,9 cal K" mol' se remete a um ET com poucos graus de
liberdade, sugerindo mecanismo nucleofilico bimolecular.

A autenticidade do processo catalitico foi comprovada através das técnicas de
RMN, em que os espectros sucessivos foram essenciais para esta determinacgao, visto
que o aumento da intensidade do sinal do DEP, produto resultante da clivagem da
ligacao N—-P, foi claramente observado, regenerando o TAZ/TAZ(-) para que ele possa
atuar como catalisador auténtico da reagcdo, mostrando entdo seu potencial para a
degradagao catalitica de organofosforados. Além disso, a técnica permitiu mostrar o
grande potencial catalitico do TAZ(-), uma vez que foi necessario aumentar a
concentracdo do DEDNPP para poder avaliar os sinais, visto que em pouco tempo de
reacao o substrato ja havia sido completamente consumido.

Calculos para todos os tautdmeros do TAZ e seus respectivos rotAmeros foram
realizados e indicaram mecanismo concertado para todas as rotas avaliadas,
concordando com os resultados obtidos pelo perfil de Eyring acerca da entropia de

ativagdo. Calculos de IRC indicaram elevado sincronismo durante a ocorréncia das
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reacoes. A ordem de reatividade dos cinco tautdmeros foi comprovada utilizando duas
metodologias distintas de calculo, com a forma aniénica apresentando as menores
barreiras, indicando que esta ordem independe do conjunto de bases e do funcional
escolhido para a realizagcado dos calculos teoricos.

Sistemas cataliticos envolvendo TAZ(-) podem ser eficientes para degradagao
de compostos organofosfatos. Sua forma aniénica extremamente reativa é acessada
em pHs relativamente amenos (~8,5), indicando que o TAZ(-) possa atuar como
agente detoxificante de forma vigorosa. Por fim, resultados encorajam estudos
envolvendo materiais, sensores entre outros sistemas que podem ser explorados

utilizando sua versatilidade.
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Tabela A1. Dados de perfil de pH (kows Vs pH) para reacéo do TAZ a 0,5 mol ' com DEDNPP a

25°C.
pH kobs/s-1
6,07 7,50E-05
7,07 5,25E-04
7,54 1,79E-03
7,99 5,57E-03
8,51 1,20E-02
8,97 3,19E-02
9,49 8,51E-02
10,01 2,45E-01
10,52 3,74E-01
11,07 4,69E-01
11,64 5,96E-01

Tabela A2. Dados de perfil de pH (kobs VS pH) para reagdo do TAZ a 0,5 mol ' com Paraoxon a

25°C.

pH kobs/S-1

8,42 6,77E-06
8,89 1,85E-05
9,50 5,20E-05
10,08 1,12E-04
10,28 1,87E-04
10,98 2,32E-04

Tabela A3. Dados do Perfil de Temperatura para as reagoes do TAZ a 0,5 M em pH 9,0

T / OC kobs/S_1
30 1,28E-02
35 1,62E-02
40 2,00E-02
45 2,27E-02




Tabela A4. Dados do Perfil de Concentragdo para as reagdes do TAZ a 0,5 M em pH 9,0

[TAZ]/ (mol L) Kope/S™
7,50E-03 8,00E-03
5,00E-03 5,00E-03
2,50E-03 3,00E-03
7,50E-04 7,58E-04

Figura A1. Espectro de 'H RMN para a reagdo de DEDNPP (2,6x102 mol L") com

TAZ (0,1 mol L") (pH 9,0, 25° C, H,O/ACN com gotas de D,O a 600 MHz).
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Figura A2. Expansio do espectro de 'H DOSY a 600 MHz referente a reagdo de DEDNPP
(2,6x102 mol L) com TAZ (0,1 mol L) (pH 9,0, 25° C, H,O/ACN com gotas de D.O a 600 MHz).
O hidrogénio aromatico de INT (N1) é destacado em vermelho. O espectro de 'H é plotado no

topo e a projecgao integral (soma) no eixo de difusdo a esquerda
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B. Dados Computacionais para elucidagao de mecanismo.

M06-2X/6-311++G(d,p)

Tabela B1. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformag¢ao mais estavel do DEDNPP

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central _ Atémico X Y y4
1 15 -2,396924 0,352344 0,234534
2 8 -1,724378 0,286175 1,652065
3 8 -1,158144 0,469132 -0,824767
4 8 -2,931834 -1,122521 0,122392
5 8 -3,33785 1,446787 -0,064108
6 6 -3,490908 -1,601638 -1,141375
7 1 -2,723941 -1,487063 -1,910146
8 1 -4,352058 -0,978476 -1,386243
9 6 -1,012169 1,440296 2,211232
10 1 -1,709347 1,937209 2,884303



11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

W 00 N 00 00 N = =2 O =~ 0O 0O O O O = =2 a2 0O =2 2 a2 0 =

-0,743987
0,208697
0,72934
-0,075589
0,891945
-3,873207
-4,293593
-2,99783
-4,62246
0,094618
1,191466
0,310245
2,486285
1,595275
-0,538007
2,656464
3,324554
1,771418
1,018372
0,032257
1,89756
4,021046
4,159058
4,940443

2,121284
0,922139
1,762116
0,215638
0,430371

-3,044188
-3,43267

-3,640384
-3,137975
-0,001415
0,849456
-1,322856
0,414525
-1,772634
-1,988732
-0,893079
1,085047
-2,794042
2,248355
2,845372
2,735737
-1,365461
-2,498760
-0,599595

1,400801

2,927831

3,391964
3,709435
2,230836
-0,941211
-1,870531
-0,67824
-0,153735
-0,571153
-0,739006
-0,192127
-0,523932
0,054554
-0,088396
-0,111737
-0,657841
0,363884
-1,148629
-0,77598
-1,829727
0,154429
0,566362
-0,050383

Tabela B2. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao mais estavel do TAZ (-)

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central  Atémico X Y y4
1 7 0,001274 1,185053 -0,000115
2 6 -1,028881 0,322136 0,000022
3 7 -0,684712 -0,957761 -0,000033
4 7 0,682566 -0,959024 0,000055
5 6 1,029657 0,320097 0,000082
6 1 -2,063701 0,63648 -0,000057
7 1 2,065147 0,632245 0,000082
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Tabela B3. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao mais estavel do 4H-TAZ

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central Atémico X Y Y4
1 7 0,001231 1,078057 -0,000047
2 6 -1,075864 0,255655 0,000028
3 7 -0,68969 -0,991941 0,000018
4 7 0,687397 -0,993387 -0,000064
5 6 1,076477 0,253307 0,000075
6 1 -2,095097 0,605784 0,000042
7 1 2,096505 0,601115 0,000087
8 1 0,002348 2,090226 -0,000096

Tabela B4. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao mais estavel do 1H-TAZ

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central Atomico X Y V4
1 7 -0,389276 -1,148096 -0,000088
2 6 -1,113566 -0,001187 0,000292
3 1 -2,191900 0,014974 0,000318
4 7 -0,409181 1,108187 -0,000356
5 6 0,851412 -0,695989 -0,000060
6 1 1,756234 -1,282383 -0,000197
7 7 0,850337 0,637820 0,000103
8 1 1,645440 1,265084 0,000866

Tabela B5. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformag¢ao da EET 1H-TAZ N2

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central Atémico X Y 4
1 6 1,570034 -1,263647 0,099437
2 6 1,366419 0,129986 0,398667
3 6 2,534988 0,956605 0,227157
4 6 3,756842 0,458026 -0,194441
5 6 3,874306 -0,893315 -0,443608
6 6 2,774874 -1,763204 -0,298883
7 7 5,148851 -1,41786 -0,856316
8 7 2,470558 2,383027 0,456102
9 8 0,239814 0,571353 0,76165
10 15 -1,793691 -0,184771 -0,048818
11 8 -0,470532 -1,314662 -0,470532
12 8 -1,121535 1,201649 -1,121535



13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
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1,263064
2,441781
2,578648
-0,718326
-0,425843
3,31044
5,23705
6,09964
1,593583
0,717909
4,603015
2,894724
-0,819302
-1,947758
-2,683995
-2,60353
-3,84568
-2,494474
-1,328939
-0,642386
-0,323635
0,517727
-5,31395
-5,600939
-4,515592
-6,567037
-4,003119
-3,400776
-3,48314
-4,387557

0,408515
-0,393095
-1,557366
2,5692923
-1,546124
3,095917
-2,614582
-0,655023
2,834215
-1,921611
1,121087
-2,819655
2,352149
3,267358
1,763196
3,618554
2,593105
-0,908839
0,346772
-2,611111
-1,313475
-1,320612
-1,125339
-1,102
-0,849476
-1,265345
-0,877346
-0,814354
-0,713573
-0,782625

1,263064
2,441781
2,578648
-0,718326
3,159934
-0,079764
-1,092782
-0,958825
1,172672
0,216733
-0,311441
-0,500983
-0,71074
0,309521
-2,273473
-2,073072
-1,209584
3,099271
2,615529
3,059427
4,222202
2,66206
-1,709093
-0,408693
0,308234
0,042581
-1,757212
-2,649713
-0,544673
1,317629

Tabela B6. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET 1H-TAZ N4

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central _ Atémico X Y y4
1 6 -1,491786 -0,921548 1,101356
2 6 -1,262046 0,410613 0,62928
3 6 -2,408697 1,062015 0,067316
4 6 -3,650563 0,456054 -0,026608
5 6 -3,787115 -0,840799 0,423886
6 6 -2,709081 -1,534918 0,998833
7 7 -5,070521 -1,490666 0,301555
8 7 -2,31829 2,416488 -0,449978
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
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-0,118219
1,738279
1,706696
0,955209
2,191759
2,623195
4,014781
0,417654
-0,677223
-3,340954
-5,17701
-6,002252
-1,244535
-0,654956
-4,484495
-2,848141
1,88636
2,590833
4,030272
4,35503
4,708988
1,246307
0,048594
-0,292812
-1,063438
-1,498632
3,358495
4,021959
5,185195
3,620031
4,173058
3,990666
5,255112
6,070908

0,970068
-0,109036
-0,565628
-0,841518
1,317959
2,348151
2,058331
-0,18714
-1,06765
3,085322
-2,642791
-0,86913
2,834988
-1,441289
0,986667
-2,54639
2,41024
3,265089
1,172881
2,910211
1,912175
-0,081797
0,79972
-2,060936
-0,616999
-1,162041
-0,890115
-0,793738
-1,377152
-0,292751
-1,559969
-1,81985
-1,848468
-2,360561

0,716119
0,375056
1,782836
-0,777111
-0,126296
0,813495
1,329569
-1,97158
-2,51844
-0,487055
0,692797
-0,185973
-0,842388
1,549501
-0,465502
1,357487
1,615681
0,229143
1,969783
1,921803
0,498739
-2,673125
-1,693213
-2,75627
-3,435039
-1,804539
-0,081267
-1,27287
-1,228024
-2,139327
0,731789
1,762216
0,037333
0,35991
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Tabela B7. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformacgao da EET 4H-TAZ N1

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y Y4

1 6 1,499971 -0,82847 -1,261995
2 6 1,211278 0,445296 -0,675062
3 6 2,307388 1,055165 0,019165
4 6 3,554679 0,463555 0,130958
5 6 3,746822 -0,779679 -0,435571
6 6 2,721428 -1,430143 -1,143538
7 7 5,032995 -1,419306 -0,294179
8 7 2,154472 2,349802 0,659041

9 8 0,063766 0,99116 -0,779812
10 15 -1,798404 -0,146317 -0,535277
11 8 -1,776093 -0,499111 -1,971427
12 8 -0,947027 -0,977682 0,504076
13 8 -2,320179 1,230465 0,020139
14 6 -2,166359 2,519193 -0,650679
15 6 -3,469273 3,262465 -0,500509
16 6 -0,516043 -0,452011 1,798046
17 6 0,564175 -1,365982 2,318111

18 8 3,156272 3,031586 0,821507
19 8 5,18486 -2,530505 -0,778201
20 8 5,922378 -0,830903 0,301887
21 8 1,049708 2,706736 1,025159
22 1 0,701516 -1,313788 -1,808675
23 1 4,348453 0,96152 0,671045
24 1 2,904997 -2,39831 -1,590834
25 1 -1,917879 2,341313 -1,696756
26 1 -1,337955 3,030174 -0,164863
27 1 -4,280552 2,729459 -0,998823
28 1 -3,368016 4,249251 -0,957071
29 1 -3,720311 3,392968 0,553551

30 1 -1,392113 -0,440134 2,450148
31 1 -0,156301 0,567771 1,65537

32 1 0,190301 -2,386279 2,421518
33 1 0,882171 -1,012005 3,300829
34 1 1,429698 -1,366526 1,651231

35 7 -3,353132 -0,994495 -0,012948
36 6 -3,51274 -1,984821 0,840802
37 7 -4,543017 -0,644461 -0,571983
38 7 -4,812676 -2,287786 0,846756
39 1 -2,744764 -2,46745 1,423647
40 6 -5,417084 -1,44293 -0,035164
41 1 -6,473631 -1,450462 -0,246095
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42

-5,254962

-3,012792

1,404116

Tabela B8. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformacgao da EET TAZ(-) N1

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y /4

1 6 1,561252 -1,223577 -0,410507
2 6 1,372132 0,124814 -0,078284
3 6 2,519018 0,915108 0,122936
4 6 3,799661 0,417856 -0,013311
5 6 3,934182 -0,920513 -0,328723
6 6 2,834192 -1,746842 -0,527501
7 7 5,278976 -1,47617 -0,457533
8 7 2,396298 2,329455 0,483082
9 8 0,177763 0,706915 0,034122
10 15 -1,315067 0,014646 -0,372696
11 8 -1,163979 -0,453137 -1,767297
12 8 -1,378072 -1,089261 0,754115
13 8 -2,145767 1,293526 0,025536
14 6 -1,709673 2,644424 -0,325874
15 6 -2,92845 3,528783 -0,273017
16 6 -1,628156 -0,730764 2,142325
17 6 -1,394534 -1,967363 2,97141

18 8 3,218985 3,096126 0,021002
19 8 5,386659 -2,653991 -0,738186
20 8 6,226636 -0,735295 -0,279511
21 8 1,505954 2,661331 1,236322
22 1 0,7073 -1,864473 -0,579204
23 1 4,659132 1,057273 0,138156
24 1 2,972716 -2,790479 -0,776344
25 1 -1,269814 2,621493 -1,324447
26 1 -0,951758 2,945159 0,39666

27 1 -3,675123 3,202472 -0,998505
28 1 -2,635528 4,553785 -0,508647
29 1 -3,369384 3,514867 0,725257
30 1 -2,65986 -0,380756 2,21279

31 1 -0,948163 0,078189 2,419406
32 1 -2,069539 -2,768518 2,66476

33 1 -1,583276 -1,736024 4,021334
34 1 -0,363195 -2,309461 2,869154
35 7 -3,682536 -0,807542 -0,518108
36 6 -4,260391 -1,789397 0,15894

37 7 -4,646321 -0,277533 -1,316002
38 7 -5,561705 -1,958626 -0,134202
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39 1 -3,721649 -2,392648 0,877084
40 6 -5,733734 -0,99048 -1,05358
41 1 -6,677251 -0,799641 -1,545377

Tabela B9. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformacgao da EET TAZ(-) N4

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y V4

1 6 1,64433 -1,055762 -0,769253
2 6 1,401968 0,272383 -0,39171

3 6 2,50428 1,045856 0,016367
4 6 3,794841 0,556206 0,032348
5 6 3,979923 -0,763228 -0,334128
6 6 2,923546 -1,575269 -0,731265
7 7 5,332195 -1,314283 -0,298065
8 7 2,319987 2,430907 0,456185
9 8 0,203276 0,855389 -0,437649
10 15 -1,289736 0,032274 -0,548613
11 8 -1,306916 -0,51685 -1,923828
12 8 -1,050668 -0,941938 0,677009
13 8 -2,089485 1,321317 -0,117302
14 6 -3,122862 1,938879 -0,939238
15 6 -4,332511 2,21085 -0,080785
16 6 -0,779516 -0,437897 2,01722

17 6 -0,515452 -1,63628 2,891703
18 8 3,187189 3,230291 0,161559
19 8 5,483301 -2,480442 -0,606731
20 8 6,242962 -0,581853 0,037744
21 8 1,337069 2,704605 1,111293
22 1 0,826481 -1,67707 -1,107433
23 1 4,62011 1,182897 0,343755
24 1 3,102844 -2,602537 -1,019041
25 1 -3,355093 1,28064 -1,776015
26 1 -2,685333 2,860237 -1,323511
27 1 -4,763927 1,281792 0,296182
28 1 -5,083687 2,729212 -0,680747
29 1 -4,066327 2,849833 0,763432
30 1 -1,65482 0,125329 2,346768
31 1 0,083253 0,231389 1,977052
32 1 -1,383696 -2,297364 2,911609
33 1 -0,309119 -1,299561 3,909286
34 1 0,349904 -2,191833 2,525301
35 7 -3,476102 -0,978043 -0,330226



36
37
38
39
40
41

- N = N O O

-4,518154
-4,063102
-5,660751
-4,435112
-5,36197
-3,530514

-1,060305 -1,177901
-1,246336 0,851079
-1,365654 -0,580061

-0,901668

-2,244289

-1,487624 0,75094
-1,271223 1,792061

B3LYP/6-31+G(d,p)

Tabela B10. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao mais estavel do DEDNPP

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y Y4

1 6 -1,03716  1,240782 -0,43227
2 6 -0,50535 0,02007 0,004597
3 6 -1,39642 -1,01998 0,354398
4 6 -2,77368 -0,85265 0,267179
5 6 -3,26204 0,377686 -0,15279
6 6 -2,40935 1,427261 -0,50637
7 7 -4,70491 0,571548 -0,22418
8 7 -0,91819 -2,32101 0,817018
9 8 0,828801 -0,20565 0,105961
10 15 2,038093 0,538694 -0,7433

11 8 1,717957 0,67789 -2,18979
12 8 2,303465 1,929718 -0,03791
13 8 3,263258 -0,36881 -0,31893
14 6 3,405003 -1,76634 -0,78243
15 6 4,750766 -2,26559 -0,31289
16 6 2,581958 2,068643 1,408476
17 6 2,696296 3,54435 1,708908
18 8 -1,61237  -3,30947 0,555182
19 8 -5,12959 1,665877 -0,61181
20 8 -5,44265 -0,36435 0,104899
21 8 0,133746 -2,37558 1,457341
22 1 -0,37433  2,05264  -0,7051

23 1 -3,43978 -1,66173 0,535667
24 1 -2,81246 2,378059 -0,83142
25 1 3,324921 -1,76742 -1,87174
26 1 2,581126 -2,33879 -0,35007
27 1 5,56308 -1,67029 -0,7407

28 1 4,873467 -3,30329 -0,6404

29 1 4,822095 -2,23831 0,778688
30 1 3,510532 1,53371 1,617451
31 1 1,756455 1,602217 1,950957
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32 1 3,5613741  3,9998  1,141756
33 1 2,906422 3,668677 2,776445
34 1 1,763943 4,068189 1,477596

Tabela B11. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao mais estavel do TAZ (-)

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central Atémico X Y V4
1 7 0,001645 1,19048 -0,00013
2 6 -1,03953 0,325225 0,000031
3 7 -0,69312 -0,96365 -0,000050
4 7 0,690337 -0,96528 0,000053
5 6 1,040547 0,322588 0,000092
6 1 -2,07478 0,643859 -0,000048
7 1 2,076667 0,638406 0,000092

Tabela B12. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformag¢ao mais estavel do 4H-TAZ

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central  Atémico X Y y4
1 7 0,000435 1,0831 -0,000068
2 6 -1,08166 0,258394 0,000040
3 7 -0,696 -0,99922 0,000026
4 7 0,695185 -0,99974 -0,000091
5 6 1,081884 0,257562 0,000107
6 1 -2,10231 0,610056 0,000061
7 1 2,102815 0,608412 0,000125
8 1 0,000829 2,096773 -0,000138

Tabela B13. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformag¢ao mais estavel do 1H-TAZ

Numero Numero Coordenada / Angstron

Central Atémico X Y Z
1 7 0,388392 1,154132 0,000445
2 6 -0,86169 0,697706 -0,00014
3 7 -0,85776 -0,64327 -0,00022
4 7 0,41688 -1,11469 0,000671
5 6 1,124749 0,00593 -0,00072
6 1 -1,76662 1,287072 -0,00029
7 1 2,204789 -0,00538 -0,00045
8 1 -1,64914 -1,27671 -0,00043




Tabela B14. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET 1H-TAZ N2

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y Y4

1 6 1,570034 -1,263647 0,099437
2 6 1,366419 0,129986 0,398667
3 6 2,534988 0,956605 0,227157
4 6 3,756842 0,458026 -0,194441
5 6 3,874306 -0,893315 -0,443608
6 6 2,774874 -1,763204 -0,298883
7 7 5,148851 -1,41786 -0,856316
8 7 2,470558 2,383027 0,456102
9 8 0,239814 0,571353 0,76165
10 15 -1,793691 -0,184771 -0,048818
11 8 -0,470532 -1,314662 -0,470532
12 8 -1,121535 1,201649 -1,121535
13 8 1,263064 0,408515 1,263064
14 6 2,441781 -0,393095 2,441781
15 6 2,578648 -1,557366 2,578648
16 6 -0,718326 2,592923 -0,718326
17 6 -0,425843 -1,546124 3,159934
18 8 3,31044 3,095917 -0,079764
19 8 5,23705 -2,614582 -1,092782
20 8 6,09964 -0,655023 -0,958825
21 8 1,593583 2,834215 1,172672
22 1 0,717909 -1,921611 0,216733
23 1 4,603015 1,121087 -0,311441
24 1 2,894724 -2,819655 -0,500983
25 1 -0,819302 2,352149 -0,71074
26 1 -1,947758 3,267358 0,309521
27 1 -2,683995 1,763196 -2,273473
28 1 -2,60353 3,518554 -2,073072
29 1 -3,84568 2,593105 -1,209584
30 1 -2,494474 -0,908839 3,099271
31 1 -1,328939 0,346772 2,615529
32 1 -0,642386 -2,611111 3,059427
33 1 -0,323635 -1,313475 4,222202
34 1 0,517727 -1,320612 2,66206
35 7 -5,31395 -1,125339 -1,709093
36 6 -5,600939 -1,102 -0,408693
37 7 -4,515592 -0,849476 0,308234
38 1 -6,567037 -1,265345 0,042581
39 6 -4,003119 -0,877346 -1,757212
40 1 -3,400776 -0,814354 -2,649713
41 7 -3,48314 -0,713573 -0,544673
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-4,387557

-0,782625

1,317629

Tabela B15. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET 1H-TAZ N4

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y /4

1 15 1,781688 0,484194 0,057613
2 8 1,371808 -0,5031 -1,13484
3 8 -0,18252 1,094023 0,093821
4 8 1,562875 -0,30563 1,426661
5 8 2,15349 1,92765 -0,0795
6 6 1,028987 0,327047 2,646987
7 1 -0,05964 0,298821 2,584354
8 1 1,36497 1,365732 2,677101
9 6 1,766783 -0,20489 -2,52182
10 1 2,852519 -0,07716 -2,55458
11 1 1,28159 0,729656 -2,81406
12 6 1,316921 -1,36562 -3,37952
13 1 1,592976 -1,16188 -4,41945
14 1 1,802671 -2,29593 -3,06958
15 1 0,231641 -1,49499 -3,33011
16 6 1,544065 -0,46444 3,827865
17 1 1,132944 -0,03074 4,745724
18 1 1,224722 -1,50971 3,770071
19 1 2,635935 -0,42702 3,88581
20 6 -1,28673 0,425449 0,051026
21 6 -2,55918 1,08618 -0,13014
22 6 -1,35291 -0,99495 0,231655
23 6 -3,76605 0,394705 -0,11665
24 6 -2,5423 -1,68172 0,228974
25 1 -0,42877 -1,53471 0,385401
26 6 -3,75595 -0,98364 0,050137
27 1 -4,69581 0,929355 -0,25606
28 1 -2,55185 -2,75576 0,368531
29 7 -2,64921 2,517867 -0,32346
30 8 -1,67977 3,136997 -0,78165
31 8 -3,71863 3,084052 -0,03314
32 7 -4,99886 -1,70046 0,039002
33 8 -4,97598 -2,9355 0,190436
34 8 -6,06156 -1,07256 -0,1196
35 7 3,605015 -0,16511 -0,00262
36 6 4,051282 -1,4579 0,084832
37 1 3,402262 -2,30678 0,233738
38 7 5,35722 -1,5444 -0,0298
39 6 4,701297 0,576314 -0,19067
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41
42

4,746308
5,741119
6,720118

1,647494
-0,2481
-0,00458

-0,31015
-0,2023
-0,32039

Tabela B16. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET 4H-TAZ N1

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y /4
1 6 1,5652475 -1,26358 -0,035496
2 6 1,346333 0,147639 0,113669
3 6 2,542004 0,957985 0,062249
4 6 3,803973 0,406445 -0,137746
5 6 3,93145 -0,96944 -0,267107
6 6 2,798745 -1,81108 -0,213415
7 7 5,237344 -1,53652 -0,448823
8 7 2,489204 2,395947 0,197794
9 8 0,177801 0,667647 0,274945
10 15 -1,65148 -0,14779 -0,219225
11 8 -1,11788 -0,60251 -1,545262
12 8 -1,63712 -0,99879 1,128111
13 8 -2,19698 1,324247 0,088147
14 6 -2,06754 2,409346 -0,896092
15 6 -2,6847 3,648178 -0,287487
16 6 -1,09592 -0,58793 2,434021
17 6 -1,77018 -1,44092 3,485611
18 8 3,441997 3,065755 -0,24235
19 8 5,340259 -2,77116 -0,565953
20 8 6,226952 -0,78315 -0,48612
21 8 1,514653 2,924103 0,750823
22 1 0,686703 -1,91134 0,005585
23 1 4,673185 1,048855 -0,172681
24 1 2,91625 -2,88366 -0,308454
25 1 -2,58846 2,104947 -1,808027
26 1 -1,00588 2,548281 -1,11078
27 1 -3,74413 3,491498 -0,062344
28 1 -2,60222 4,472077 -1,004208
29 1 -2,16346 3,936446 0,630565
30 1 -1,30457 0,473653 2,576157
31 1 -0,01805 -0,75077 2,414964
32 1 -2,8507 -1,27101 3,504302
33 1 -1,36092 -1,17412 4,466002
34 1 -1,57875 -2,5046 3,312503
35 7 -3,41708 -0,80907 -0,556807
36 6 -3,83452 -1,40938 -1,658639
37 7 -4,45511 -0,67833 0,333577
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39
40
41
42
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-5,1413
-3,24191
-5,48934

-6,4846
-5,74573

-1,67864
-1,644
-1,21403
-1,28611
-2,13571

-1,500911
-2,528091
-0,264368
0,146638
-2,177506

Tabela B17. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET TAZ(-) N1

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y V4

1 6 1,564544 -1,23297 -0,42127
2 6 1,355215 0,125316 -0,09016
3 6 2,514455 0,932876 0,099418
4 6 3,79937 0,425048 -0,05068
5 6 3,950457 -0,919137 -0,36464
6 6 2,838304 -1,75329 -0,54996
7 7 5,285672 -1,462151 -0,49979
8 7 2,413073 2,341407 0,458129
9 8 0,156986 0,682205 0,028982
10 15 -1,40906 -0,046419 -0,31963
11 8 -1,21253 -0,578985 -1,70213
12 8 -1,42157 -1,056654 0,912543
13 8 -2,17178 1,308476 0,033891
14 6 -1,94705 2,554965 -0,71971

15 6 -2,92254 3,5681892 -0,19105
16 6 -1,43297 -0,606088 2,313351
17 6 -1,22928 -1,824643 3,184952
18 8 3,319203 3,098503 0,082883
19 8 5,408724 -2,662816 -0,78152
20 8 6,255842 -0,709232 -0,33118
21 8 1,452737 2,723525 1,13316

22 1 0,711764 -1,878747 -0,57822
23 1 4,658353 1,066233 0,094696
24 1 2,974864 -2,79934 -0,79452
25 1 -2,11414 2,344776 -1,77904
26 1 -0,91103 2,862577 -0,56654
27 1 -3,95718 3,259113 -0,34098
28 1 -2,77153 4,522037 -0,7322

29 1 -2,75733 3,768486 0,874695
30 1 -2,39889 -0,130202 2,499472
31 1 -0,63338 0,126187 2,447965
32 1 -2,0268 -2,558133 3,031846
33 1 -1,24534 -1,51272 4,234629
34 1 -0,26436 -2,298768 2,981042
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36
37
38
39
40
41
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-3,66802
-4,33044
-4,54746
-5,60914
-3,87843
-5,67695
-6,56899

-0,850535
-1,735091
-0,413039
-1,923355
-2,247941
-1,077286
-0,943299

-0,48122
0,266656
-1,43884
-0,13071
1,104792
-1,18743
-1,7861

Tabela B18. Coordenadas cartesianas (x,y,z) da conformagao da EET TAZ(-) N4

Numero Numero Coordenada / Angstron
Central Atémico X Y 4

1 6 1,643409 -1,21016 -0,23115
2 6 1,411063 0,166063 -0,00393
3 6 2,555334 1,014477 0,057061
4 6 3,845369 0,526923 -0,1158

5 6 4,019055 -0,83472 -0,32415
6 6 2,923236 -1,70836 -0,3813

7 7 5,360992 -1,35511 -0,47971

8 7 2,431824 2,445579 0,296415
9 8 0,203438 0,699825 0,131424
10 15 -1,349809 -0,06534 -0,23862
11 8 -1,113506 -0,56646 -1,62773
12 8 -1,353796 -1,08534 0,987362
13 8 -2,104304 1,286206 0,151913
14 6 -2,724248 2,146889 -0,86379
15 6 -3,571499 3,167203 -0,1375

16 6 -1,236832 -0,66259 2,392714
17 6 -1,240829 -1,91366 3,241818
18 8 3,300273 3,188159 -0,18339
19 8 5,503998 -2,57151 -0,67001
20 8 6,316901 -0,56828 -0,41866
21 8 1,49025 2,863475 0,97686

22 1 0,803727 -1,88926 -0,28426
23 1 4,691639 1,19914 -0,06896
24 1 3,078084 -2,76796 -0,54259
25 1 -3,326822 1,519632 -1,52417
26 1 -1,919919 2,61666 -1,43621
27 1 -4,369692 2,678277 0,429868
28 1 -4,029709 3,836058 -0,87366
29 1 -2,965319 3,770617 0,545361
30 1 -2,086919 -0,01508 2,620281
31 1 -0,308313 -0,09842 2,505764
32 1 -2,170638 -2,47583 3,112552
33 1 -1,155626 -1,62476 4,29476

103



104

34 1 -0,394527 -2,5613 2,993011
35 7 -3,569348 -0,85508 -0,51925
36 6 -4,155247 -1,3734 -1,61789
37 6 -4,588441 -0,78863 0,357825
38 7 -5,453065 -1,62253 -1,44457
39 1 -3,632798 -1,56966 -2,54471
40 7 -5,737878 -1,23786 -0,14448
41 1 -4,491966 -0,41197 1,367828
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