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Resumo

Inspirados em sistemas cataliticos naturais, metaloporfirinas e complexos salen
tém sido utilizados como catalisadores para a oxidacao de xenobidticos na presenca
de diversos doadores de oxigénio, tanto em catalise homogénea quanto heterogénea.
Esses catalisadores tém se mostrado altamente eficientes e seletivos nas rea¢des de
diferentes substratos, tais como farmacos e pesticidas. Dentro desse contexto, o
trabalho desenvolvido nessa dissertacdo apresenta os estudos da oxidacdo do
herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) utilizando ferroporfirinas e catalisador
de Jacobsen como catalisadores dessas reacdes com diversos doadores de oxigénio.

Os resultados mostram que a metaloporfirina e o complexo salen empregados
nesse estudo sdo eficientes catalisadores para a oxidacao do 2,4-D na presenca dos
doadores de oxigénio iodosilbenzeno (PhIO), acido metacloroperbenzdico (m-CPBA) e
perdxido de hidrogénio (H20;), tanto em meio homogéneo como heterogéneo. As
reacdes com os catalisadores ndo suportados alcangcaram rendimentos mais altos do
gue os obtidos com os catalisadores suportados, o que esta possivelmente relacionado

as dificuldades de acesso ao centro catalitico imposta pelo suporte.

A conversao de 2,4-D atingiu mais de 50% em alguns sistemas, e, em geral, as
reacOes de oxidagao com os trés doadores de oxigénio foram seletivas promovendo a
formacao de hidroquinona (rea¢ées com PhIO e H,0:) e 3,5-diclorocatecol (reacdes

com m-CPBA).

Um dos produtos identificados nas rea¢des é um metabdlito do 2,4-D produzido
sistemas in vivo, indicando que os catalisadores utilizados nesse estudo podem ser

considerados bons modelos do citocromo P450 na oxidagao do 2,4-D.

Palavras-chave: ferroporfirina, catalisador de Jacobsen, acido 2,4-

diclorofenoxiacético, hidroquinona, 3,5-diclorocatecol, citocromo P450



Abstract

Inspired by natural catalytic systems, metalloporphyrins and Salen complexes
have been used as catalysts for the oxidation of xenobiotics in the presence of several
oxygen donors, both in homogeneous and heterogeneous catalysis. These catalysts
have been highly efficient and selective in the reactions of different substrates, such
as pharmaceuticals and pesticides. In this context, the work developed in this
dissertation presents the oxidation studies of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid herbicide
using ferroporphyrins and Jacobsen catalyst as catalysts of these reactions with several
oxygen donors.

The results shows that the metalloporphyrin and the complex employed in this
study are efficient catalysts for oxidation of 2,4-D in the presence of oxygen donors
iodosilbenzene (PhlO), metachloroperbenzoic acid (m-CPBA) and hydrogen peroxide
(H202) both in homogeneous and heterogeneous. The reactions with the unsupported
catalysts achieved higher yields than those obtained with the supported catalysts,
which is possibly related to the difficulties of access to the catalytic center imposed by
the support.

The conversion of 2,4-D reached more than 50% in some systems, and, in
general, oxidation reactions with the three oxygen donors were selective promoting
the formation of hydroquinone (reactions with PhlO and H.0;) and 3,5-
dichlorocatechol (reactions with m-CPBA).

One of the products identified in the reactions is a metabolite of 2,4-D produced
in vivo systems, indicating that the catalysts used in this study can be considered good

models of cytochrome P450 in the oxidation of 2,4-D.

Keywords:  ironporphyrin,  Jacobsen  catalyst,  2,4-dichlorophenoxyacetic,

hydroquinone, 3,5-dichlorocatechol, cytochrome P450.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

O organismo humano esta constantemente exposto a uma variedade de
compostos estranhos ao organismo, chamados de xenobidticos. Eles sao produzidos
pelo homem e incluem farmacos, aditivos alimentares, toxinas, agrotdxicos,
substancias quimicas de uso industrial e poluentes ambientais de diversos tipos [1-3].

Dentre os diversos tipos de xenobidticos, os agrotdxicos, também conhecidos
como pesticidas, praguicidas ou defensivos agricolas sao substancias ou misturas de
substancias quimicas que tém a funcdo de prevenir, inibir, repelir e/ou eliminar a
presenca de organismos vivos capazes de prejudicar as lavouras agricolas. Os pesticidas
podem ser agrupados de acordo com as pragas combatidas, sendo classificados como
herbicidas, fungicidas, inseticidas, raticida, acaricidas, entre outros [4].

Atualmente, existem mais de 600 tipos de pesticidas na agricultura, sendo os
herbicidas os mais empregados em larga escala, destacando-se os principios ativos:
glifosato, 2,4-D e atrazina [4].

Os herbicidas, assim como outros xenobidticos, devem ser metabolizados pelo
organismo humano para serem transformados em produtos menos lipofilicos, e entao
excretados. Esse processo de metabolizagao é chamado de biotransformacao, sendo
divido em duas fases [2]. Rea¢Oes de fase | tém como objetivo introduzir grupos
funcionais no xenobidtico através de reacgdes de oxidagao, reducao ou hidrdlise. Estes
grupos funcionais os tornarao mais sollveis em agua. As reacdes de fase Il tém como
objetivo conjugar o xenobidtico com varios tipos de moléculas, como acido glicurdnico,
sulfato, glutationa reduzida, aminoacidos ou acetato. O conjugado formado
normalmente é inativo ou menos ativo. Contudo o produto a ser excretado pode ser
formado na fase | e/ou na fase Il [2].

De um modo geral, os processos de biotransformacao de xenobidticos sao

catalisados por uma diversidade de enzimas distribuidas em varios tecidos e érgaos,
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tais como, figado, pancreas, coracao, cérebro, testiculos, placenta e ovarios [5]. Uma

classe de enzima responsavel por este tipo de reagao sao os citocromos P450 [5].

1.2 Citocromo P450

O Citocromo P450 constitui uma superfamilia de enzimas hemecisteinato
presentes em todas as formas de vida (plantas, mamiferos, insetos, bactérias). Sao
responsaveis em biotransformar e eliminar diversos xenobidticos, sendo capazes de
transferir um atomo de oxigénio proveniente do O; a praticamente qualquer substrato
organico [5,6].

As reacOes catalisadas por essas enzimas sao referidas como mono-
oxigenacdes, uma vez que apenas um atomo de oxigénio permanece ligado ao
substrato [5]. Algumas das diversas reacdes efetuadas pelas enzimas P450 dos
mamiferos sdo: N-desalquilagao, O-desaquilacdo, hidroxilacdao aromatica, N-oxidacgao,
S-oxidacdo, desaminacdo e a desalogenacdo (Quadro 1) [7].

O primeiro relato sobre a descoberta da familia de enzimas P450 foi feito em
1958, quando um pigmento extraido do figado de ratos e porcos, apresentou picos nos
espectros de absorcdao no UV-vis em 450 nm, na presenca de NADPH e CO [5,8]. Na
década de 60, este pigmento foi identificado como um citocromo e foi denominado

citocromo P450 [8].
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Quadro 1 — Principais rea¢des envolvendo as enzimas P450 nos mamiferos [7].

Reagdes oxidativas

N-desalquilagao RNHCHs — RNH; + CH,0

O-desalquilagao ROCHs — ROH + CH20

Hidroxilacao alifatica RCH,CHs — RCHOHCH;3

. . ~ sy . R R R
Hidroxilagao aromatica
0 H
H OH

N-oxidagao RNH, —> RNHOH
R, R,
\ \
NH —> N—OH
/ /
RZ R2
S-oxidacdo Ry Ry
s —= s=0
/ /
R2 RZ
Desaminac3o H HO O\
>VCH3 —_— >VCH3 —— >;CH3 +NH3
K NH, R NH, R

Todos os citocromos P450 tém como sitio catalitico uma ferroprotoporfirina IX
(Figura 1), o qual esta inserido dentro das cadeias de polipeptideos da proteina. A
ferroprotoporfirina IX se liga a proteina através de um ligante proximal do tipo
cisteinato. As enzimas que compdem a superfamilia P450 diferem entre si pela
natureza do ambiente proteico, o qual é capaz de selecionar o substrato e manté-lo

proximo ao sitio ativo [5,8].
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Figura 1 — Estrutura do citocromo P450 (CYP2D6) em humano com a presenga do sitio
catalitico — ferroprotoporfiria IX. O ion de ferro (lll) encontra-se hexacoordenado a quatro
atomos de nitrogénio do macrociclo, cisteina e uma molécula de agua [9].

Duas das principais fungdes desempenhadas pelas enzimas P450 relacionam-se
ao metabolismo oxidativo e desintoxicacdo de xenobidticos. Algumas enzimas P450
sao extremamente especificas catalisando apenas as reagbes de determinado
substrato, enquanto outras sao capazes de catalisar oxidagdes de diversos substratos.
Isso s6 é possivel devido as mudangas de conforma¢ao da cavidade proteica que
orientam o sitio ativo em torno do substrato e isolam a reacdo conferindo boa
atividade catalitica e regiosseletividade [5,7,10]. O ciclo catalitico da enzima é

representado, de forma geral, pela equacao 1.

CYpP
Substrato + Oz + 2e” + 2H* ——> substrato(O) + H,0 (1)



Sendo composto por cinco etapas:
1. Ligacao do substrato e redugao do ferro do estado Il para l;
2. Ligagao do oxigénio molecular a enzima;
3. Clivagem do oxigénio molecular (ativacao);
4. Oxidacao do substrato;
5

. Liberagao do produto oxidado.

H_ H
\c|) I[ ]l &’ [— Fes+_:|l |[RH ]l === |:- F62+—:|l [ RH ]l
_ Fe3+_ H,O -
a !
0O,
uROH
o
[_ Fe&_}l [ROH ] —FL
- d
T y
o T OH o°
Befiml s gl - |
g f ©

Figura 2 - Ciclo catalitico do citocromo P450 [5, 11-13].

No estado inicial, Figura 2(a), o ion metadlico (Fe3*) do grupo prostético estd em
estado de baixo spin, coordenado a quatro atomos de N dos anéis imidazdlicos, ao S
da cisteina e uma molécula de agua, o que perfaz um numero de coordenacao igual a
6. O substrato R-H se liga a enzima, paralelo ao deslocamento da molécula de agua (b),
tornando o complexo pentacoordenado alto spin. A transferéncia de elétron para o
ferro pelo NADPH reduz o Fe3* para Fe?* (c) permitindo a ligacdo do oxigénio em estado

triplete e formando um complexo hexacoordenado baixo spin (d). A segunda

15

transferéncia de elétron reduz este intermedidrio levando a formagao da espécie (e)
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que é muito labil. A protonacdo do oxigénio terminal nesse complexo produz um
complexo Fe3* hidroperdxido (f) que rapidamente submete-se a uma cisdo heterolitica
da ligagdo 0-0O, dando origem a espécie quimica Fe**oxoporfirina-rt-cation [Fe**0]** (g)
gue é considerado o intermediario responsavel por catalisar a maioria das reagdes do
citocromo P450. No passo final, a oxidagao do substrato por esta espécie reativa da
origem ao produto oxidado (h) e, apds a dissociacdao do produto, regenera a enzima
Fe3*. Na presenca de oxidantes simples como PhlO entre outros, a espécie (a) pode ser
transformada diretamente na espécie (h), esta etapa recebe o nome de desvio do
peroxo (“peroxo shunt”), porém essa reacdo em meio bioldgico requer a ligacdo do

oxigénio e um agente redutor [5, 11-13].

1.2.1 Metaloporfirinas e Complexo salen como modelos biomiméticos do citocromo

P450

Os modelos biomiméticos reproduzem uma ou mais propriedades significativas
de um sitio ativo de uma proteina, tais como: estrutura eletronica e atividade catalitica.
Esses sistemas sao compostos por moléculas de massa moleculares relativamente
baixas, idealmente sintetizadas nas formas cristalinas e que imitam as caracteristicas
biolégicas em termos de composicao, tipo de ligantes, estrutura e estados de oxidagao.
Estes modelos possuem limitacdes, uma vez que ndo podem simular os efeitos
ambientais e impedimentos estéricos impostos pela conformacdo da proteina
[5,10,14-16].

Além de uma melhor compreensao dos fendmenos in vivo, os modelos
biomiméticos visam também desenvolver sistemas cataliticos régios e
estereoespecificos para a producdo de farmacos e outras aplicagcdes na quimica fina,
buscando atingir a eficiéncia e a seletividade de enzimas [15-17].

Os sistemas biomiméticos mais eficientes no desenvolvimento da quimica do

citocromo P450 s3ao as metaloporfirinas (Figura 3), que possuem caracteristicas
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analogas ao grupo prostético ferroprotoporfirina IX. As metaloporfirinas na presenca
de doadores de oxigénio sdao capazes de mimetizar as oxida¢Oes de maneira
semelhante as reagdes realizadas pela familia P450. Diversas metaloporfirinas foram
sintetizadas (Figura 3) ao longo dos anos, sempre com o objetivo de alcancar uma
maior estabilidade, devido ao fato das primeiras metaloporfirinas (12 geracdo) serem
degradadas no meio reacional [11,14,18].

Para solucionar o problema de estabilidade apresentado pelas metaloporfirinas
de primeira geracao, foram sintetizadas metaloporfirinas com a introducdao de
substituintes halogenados nas posicdes mesoaril do anel porfirinico (22 geracao) [14].
Esses substituintes favorecem a estabilidade do catalisador uma vez que protegem o
macrociclo porfirinico com aumento do impedimento estérico e, além disso, a
presenca desses substituintes elétrons-aceptores confere ao intermedidrio da reacao
uma maior eletrofilicidade e reatividade [14]. Diante do sucesso da segunda geracao
de catalisadores, foram sintetizadas as metaloporfirinas de terceira geracdo com a
substituicdo dos hidrogénios das posi¢cdes PB-pirrélicas do macrociclo porfirinico por
substituintes halogenados. Contrariamente ao esperado, esse fato ocasionou a
diminuicdo da atividade catalitica das metaloporfirinas [14]. Dessa forma, a segunda
geracao de metaloporfirinas apresentaram os melhores resultados em temos de
estabilidade e atividade catalitica quando comparados com a primeira e terceira

geragao [14-17].
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(@) (b) ()
Figura 3 - Ferroporfirinas de 12 geracao (a), 22 geracao (b) e 32 geracdo (c). A presenca de
grupos eletronegativos nestes metalocomplexos faz com que a correspondente espécie ativa
metal-oxo seja mais eletrofilica e assim mais reativa.

As metaloporfirinas sao excelentes modelos do citocromo P450, mas
apresentam algumas desvantagens, tais como: dificil sintese e purificacdo, o que
aumenta muito o custo de produg¢do. Dessa forma, esses catalisadores possuem maior
aplicacdo na quimica fina e em estudos biomiméticos de mecanismos [15-17].

Com o intuito de superar alguns dos problemas associados aos catalisadores
metaloporfirinicos, pesquisas vém sendo realizadas para desenvolvimento de
catalisadores que sejam de baixo custo, de facil sintese e purificacao, capazes de
realizar reacOes quimicas semelhantes ao citocromo P450. Algumas dessas qualidades
sao encontradas nas bases de Schiff que apresentam atividade catalitica semelhante
aos sistemas metaloporfirinicos [19-21].

Além da estabilidade e facilidade de sintese, as bases de Schiff permitem o
controle das propriedades estéricas e eletronicas através de alteracdes nos
substituintes precursores, tornando-os capazes de catalisar diversas reagdes de acordo
com o ion metdlico central, tais como: epoxidacdo de alcenos, hidroxilacao de alcanos,
oxidacdo de alcoois e derivados fendlicos, oxidacdao de farmacos, entre outras [20-23].

As bases de Schiff possuem formula geral R1R2C=N-Rs (R1, R2 e/ou R3 = grupos
alquil ou aril), sdao conhecidas como iminas ou azometinas e foram sintetizadas por

Hugo Schiff em 1864 [23-25].
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Nas bases de Schiff, o grupo C=N apresenta propriedades basicas e uma forte
tendéncia a formar complexos com metais. A presencga de apenas um grupo C=N é
insuficiente para que sozinho forme complexos com ions metalicos através do par de
elétrons livres. Assim, é necessario a presenc¢a de outros sitios de coordenacao para
formar um anel de cinco a seis membros quando reage com um ion metalico, dando
ao complexo formado alta estabilidade termodinamica e cinética [25].

Dentre as bases de Schiff ja estudadas, a mais conhecida é a N,N’(bis-salicideno)-
etilenodiamina, também conhecida como salen. O salen é o ligante mais simples da
familia tetradentados (N20z), sendo sintetizado através da reacdo de condensacdo

(Figura 4) entre o salicilaldeido e a etilenodiamina [25].

OH O NN
I HoN — =
H .
: + \,, 2HO OH HO
NH,

Figura 4 — Representacao da reacdo de condensacdo entre o salicilaldeido e o ligante
bidentado - etilenodiamina para formacao do salen [23].

Utilizando diferentes derivados de salicilaldeido e aminas é possivel chegar a
uma extensa variedade de compostos da familia salen. O catalisador de Jacobsen
(Figura 5) é um tipo especial de complexo salen, sintetizado na década de 1990 por
Jacobsen e Katsuki, que apresenta como metal central o Mn, grupos terc-butil e
substituinte cicloexano. Este catalisador foi avaliado comercialmente como o
“reagente do ano de 1994” e até hoje é considerado um catalisador eficiente para
epoxidacdo enantiosseletiva de olefinas fornecendo rendimentos da ordem de 97 %

com 98 % de excesso enantiomérico, dependendo do substrato [22,26,27].
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Figura 5 — Estrutura quimica do catalisador de Jacobsen. Em vermelho destaca-se uma base
de Schiff do tipo salen com esfera de coordenagao N,O..

Nos ultimos dez anos as pesquisas utilizando o catalisador de Jacobsen como
modelo bioinspirado nas enzimas P450 vém crescendo e cada vez mais trabalhos sao
publicados aplicando-o em alguns tipos de substratos, por exemplo: farmacos e
hidrocarbonetos [19-21, 27,28]. Esses estudos relatam bons resultados, atingindo altos
rendimentos e formando alguns dos metabdlitos produzidos pelas as enzimas P450
com o mesmo substrato. Isso demonstra capacidade do catalisador de Jacobsen em
mimetizar a atividade catalitica dessas enzimas. Além disso, esse complexo apresenta
algumas vantagens sobre os sistemas metaloporfirinicos, tais como: facilidade de
sintese, estabilidade e custo muito menor.

A diferenca fundamental entre estes modelos, metaloporfirinas e complexos
salen, e as enzimas é a presen¢a de matriz proteica nos sistemas bioldgicos. A matriz
isola o centro catalitico, controla o acesso do substrato a espécie ativa oxidante,
tornando-a seletiva para oxidagao, condiciona um ambiente hidrofébico para a ligacao
do substrato, controla a reatividade e previne a inativacao por agregacao ou alto-
oxidacdo biomolecular [14].

Na tentativa de desenvolver as propriedades da matriz proteica, publicagdes de
trabalhos usando metaloporfirinas e complexos salen imobilizados em uma variedade
suportes, tais como: alumina, silica, materiais poliméricos, zedlitas, montmorilonita e
argila vém sendo cada vez mais frequentes [27-30]. A utilizacdo de catalisadores

suportados confere maior estabilidade e a possibilidade de reutilizagdo dos
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catalisadores apds o final da reacdo por simples filtracdo ou centrifugacdo. Ja
reaproveitamento dos catalisadores nao suportados é inviavel devido a dificil

recuperacgao do catalisador.

1.3 Agrotoxicos

Os agrotodxicos ou defensivos agricolas sdao desenvolvidos com o objetivo de
conservacdao de produtos ou do meio ambiente, através do controle de espécies
consideradas indesejaveis [31,33].

De acordo com os tipos de organismo-alvo envolvidos no uso desses defensivos
agricolas, pode-se agrupa-los em varias classes, tais como: herbicidas, inseticidas,
fungicidas, acaricidas, raticidas entre outros [31].

Embora a fungdo dos agrotdxicos seja direcionada, eles também podem causar
danos fora do seu alvo, contaminando os solo e mananciais hidricos, culminando em
degradacao ambiental com prejuizos a saude e alteragdes significativas no
ecossistema.

A producao de defensivos agricolas cresce em todo o mundo em grandes
proporcdes. Estatisticas mostram que nos ultimos 10 anos o mercado mundial de
agrotoxicos cresceu 93 %. O Brasil se destaca no cendrio mundial como o maior
consumidor de agrotdxicos, respondendo, na América Latina, por 86 % do consumo e
ultrapassando os Estados Unidos. A utilizacdo de agrotdxicos nas lavouras do pais
saltou de 600 milhdes de litros em 2002 para 850 milhdes de litros em 2011. Este
aumento estd relacionado a dois fatores: diminuicdo dos precos e isencdo dos
impostos sobre tais produtos [32,33].

A classe dos agrotodxicos de maior aplicacdo é a dos herbicidas (mais de 50 % do
total), seguidos pelos inseticidas, fungicidas e acaricidas. Dentre os herbicidas, os

principios ativos mais utilizados sao: glifosato, 2,4-D e atrazina [31,32].
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Os agrotdxicos representam um importante problema para a saude humana e
ambiental devido ao seu potencial de toxicidez, podendo até mesmo ser mutagénico,
cancerigeno, teratogénico e mimetizador de hormonios [34-37]. Geralmente, possuem
grande persisténcia no meio ambiente, geram sérios problemas de qualidade das
aguas superficiais e subterraneas e a eventual falta de seletividade dessas substancias
também pode atingir espécies nao-alvo.

No Brasil, o uso de agrotdxicos normalmente nao é feito com orientacdo e
conhecimento adequado e, assim, problemas sérios de saude publica e ambientais sao
gerados. Em 2011, foram registrados 4436 atendimentos de casos de intoxicacao
humana no uso agricola e 2406 atendimentos de intoxicacdo por agrotoxicos de uso
domeésticos, correspondendo a 7 % de todos os casos registrados de intoxicagao

humana em territério nacional [38].

1.4. Acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)

O 2,4-D (Figura 6 a) possui carater polar e foi sintetizado em 1941 através da
reacao entre 2,4-diclorofenol e acido monocloroacético e passou a ser comercializado

a partir de 1944 [39].

O Cl OH

OH
Cl Cl Cl Cl Cl

Figura 6 — Estrutura quimica: (a) 2,4-D; (b) 2,4-DCP e (c) 3,5-DCC.

E utilizado em diversos paises, inclusive o Brasil, como herbicida e controlador
de crescimento de espécies vegetativas. Existem cerca de 1500 produtos registrados

gue contém o 2,4-D em sua composi¢ao. Muito utilizado na agricultura, destaca-se pela
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facilidade de aquisicdo e manipulagcao, agindo como inibidor da acdo da enzima
acetilcolinesterase, causando a morte de ervas daninhas de folhas largas nas culturas
de arroz, café, cana-de-agucar, milho, pastagens, soja e trigo [39,40].

Este herbicida juntamente com o acido 2,4,5-triclorofenoxiacético formou o
agente laranja, usado como arma quimica na guerra do Vietna [40].

Sua classificacdao toxicologica é de classe 1, ou seja, extremamente toxico e
perigoso ao meio ambiente [34,36].

A exposi¢ao humana ao 2,4-D pode ocorrer durante a manufatura, transporte e
aplicacdao ou pela a ingestdao de agua e alimentos contaminados. Este herbicida é
rapidamente absorvido quando ingerido e nao é facilmente decomposto em
ambientes naturais quando presente em concentracbes maiores que 1 mg L. No
Brasil, a portaria nUmero 518 do ministério da saude indica que o limite maximo para
02,4-D é de 30 ug L [41].

Estudos sobre a toxidade do 2,4-D levaram a resultados que permitem classifica-
lo como carcinogénico, teratogénico, desregulador enddcrino, téxico para o sistema
reprodutivo e imunossupressor. Além disso, também induz a formacao de radicais
livres, causa mudancas nos processos fisioldgicos e de comunicacao celular, liga-se a
enzimas interferindo na sua atividade e induz alteragdes fisicas na membrana celular
[34-37].

A degradacdo do 2,4-D é bastante estudada em sistemas como, por exemplo:
fenton, fotocatalise, fotoeletroquimico, eletroquimico e bacterioldgico [1,42-44]. De
forma geral, a oxidagdo deste herbicida gera alguns produtos com toxidade elevada,
destacando-se o 2,4-diclorofenol (precursor na sintese do 2,4-D) e o 3,5-diclorocatecol
[45-47].

No entanto, hd poucas informacgdes na literatura a respeito do mecanismo de
oxidacdo do 2,4-D pelas enzimas P450 [46,47] e ndao ha relatos do uso de modelos

bioinspirados na catalise oxidativa do 2,4-D.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a atividade catalitica da FeTFPP e Mn-salen em meio homogéneo e
suportados, como modelos das enzimas P450 na oxidacao do herbicida 2,4-D utilizando

como doadores de oxigénio o H.02, m-CPBA e PhlO.

Objetivos Especificos

e Investigar a atividade catalitica da FeTFPP e do Mn-salen em meio
homogéneo na oxidacao do 2,4-D;

e |Investigar a atividade catalitica da FeTFPP-APS e do Mn-salenK10 em meio
heterogéneo na oxidagao do 2,4-D;

e Analisar o comportamento dos oxidantes (PhlO, H,0, e m-CPBA) nas reacdes
cataliticas;

e Determinar as melhores condi¢cdes de reacdes, em relacao a razao molar,
oxidante, tempo de reacao e solvente;

e Estabelecer condi¢gdes de andlise por HPLC-UV e/ou CG dos produtos
provenientes da oxidag¢ao do 2,4-D;

e Identificar os produtos formados por HPLC-MS e/ou CG-MS;

e Comparar os produtos encontrados em outros sistemas na literatura com os
produtos encontrados pelos modelos das enzimas P450;

e Entender a participacdao do citocromo P450 na metabolizagdao deste

herbicida no organismo humano e em plantas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

e 2,4-D; 2,4-DCP; 3,5-DCC; Hdr e Mn-salen (R) — Sigma Aldrich;

e H,TFPP - MID CENTURY;

e ACN e MeOH - J.T. Baker;

e Acido acético grau HPLC, H20, (30%) — Dinamica;

e m-CPBA — Acros Organics;

e FeTFPP:ainsercdo do ion ferro na porfirina H.TFPP foi realizada pela Profa. Dra.
Valéria Priscila de Barros, utilizando a metodologia descrita por Adler et al. [48]
a partir do FeCl,.4H,0.

e FeTFPP-APS: FeTFPP foi imobilizado em aminopropilsilica pelo Prof. Dr. André
Luiz de Faria [49]. O material contém 1 mmol de FeTFPP por grama de
aminopropilsilica.

e Mn-salenK10: Mn-salen foi imobilizado em montmorilonita K10 pelo Prof. Dr.
André Luiz de Faria, através do procedimento desenvolvido por Barros et al.
[49,50]. O material contém 15,7 pumol de Mn-salen por grama de
montmorilonita.

e O PhlO foi sintetizado pela Profa. Dra. Valéria Priscila de Barros, utilizando
metodologia adaptada da literatura [51] a partir da hidrélise do
iodobenzenodiacetato com NaOH. Sua pureza de 95 % foi determinada por
titulacdo iodométrica com NazS,03 [52]. O PhIO foi armazenado na auséncia de
luz e a temperatura de - 4 °C.

Os reagentes foram utilizados sem qualquer purificacdo prévia. Apds o uso,
todos os reagentes foram descartados em recipientes apropriados para posterior

tratamento para reutilizagao ou descarte final.
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3.2 Equipamentos

e Cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu, equipado com duas
bombas de solvente modelo LC-6AD, com detector espectrofotométrico SPD-
20, injetor automatico SIL-20A. Coluna Cis LiChrospher (Merck), com tamanho
de particula de 5 um (125 x 4 mm). A coluna analitica foi precedida de pré-
coluna Cig LiChrospher (4 x 4 mm), e as injecOes foram feitas em um loop de 20
uL. Software LC Solution.

e Espectrofotometro HP modelo 8452A, células de quartzo com caminho dptico
de 1,0 cm, software UVProbe 2.35.

e Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas, marca DANI, com
cromatégrafo gasoso modelo Master GC (Fast Gas Chromatograph) e
espectrometro de massas modelo Master TOF-MS. Coluna DN-Wax FAST
(polietilenoglicol), dimensdes 10 m x 0,1 mm x 0,1 um. Software MasterLab.

e Cuba ultrassom ALTsonic clean.

e Agitador magnético GOstirrer.

e Balanca analitica OHAUS.

e Agua ultrapura Milli-Q, Millipore.

3.3 Estudos das condi¢Oes de reacao de oxidagao do 2,4-D

As reacOes foram realizadas em frascos de 5,0 mL com septos e tampas
rosqueadas, temperatura ambiente e com agitacdo magnética.

Para as oxidagOes do 2,4-D foram estudadas variagdes na quantidade de matéria
do substrato (2,4-D) e do oxidante, mantendo a quantidade de catalisador inalterada.

Foram determinadas duas razoes molares padrdes de
catalisador/substrato/oxidante para a oxida¢do do 2,4-D de acordo com o doador de

oxigénio utilizado. Nas reacdes com PhlO e m-CPBA utilizou-se a razdo molar 1:10:30 e
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nas reacdes com H,0, a molar 1:10:1000 [19,20]. Assim, foi adicionado 1,25 x 10”7 mol
de catalisador, 1,25 x 10® mol de 2,4-D e 3,75 x 10°® mol (PhlO ou m-CPBA) ou 1,25 x
10 mol (H20;) de oxidante ao recipiente de reacdo contendo 1 mL de solvente. Apds
isso foi adicionado solvente até o volume da mistura reacional atingir 2 mL [19,20,49].

A conversao catalitica foi avaliada apds 2h de reacgao, retirando-se uma aliquota
da mistura reacional e analisando-a por HPLC/UV e/ou CG/MS.

Todas as reagdes cataliticas foram realizadas em duplicatas.

ReacOes controle foram realizadas usando o mesmo procedimento, mas na
presenca de: (l) catalisador e substrato, (1) catalisador e oxidante, (Ill) substrato e

oxidante.

3.4 Andlise do 2,4-D e seus possiveis produtos de oxida¢ao por HPLC

As reacoes foram acompanhadas por HPLC-UV. A condicdo estabelecida para
analise do 2,4-D e seus produtos de oxidacao foi obtida utilizando-se o método
isocratico, fase mével com 70% de MeOH e 30% de uma solu¢dao aquosa 2% de HAc
com fluxo de 0,8 mL min! & temperatura ambiente. A deteccdo foi realizada em
comprimento de onda de 280 nm e o tempo total da andlise foi de 15 min [42,53].

A conversao do 2,4-D, Hdr e 3,5-DCC foram quantificadas a partir de uma curva
analitica padrao, utilizando-se solu¢des com concentragdes entre 0,009 a 8,32 mmol L
! Essas solucdes foram injetadas separadamente no cromatdgrafo e as areas relativas
a cada concentracao foram anotadas. Com os dados obtidos foi construido um grafico
de concentracdo versus area, e a partir da equacdao da reta foram calculadas as

concentracgdes do 2,4-D em cada reagao.
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3.5 Andlises das reag¢des de oxidacao do 2,4-D por CG-MS

Os produtos de oxidagao foram identificados por CG-MS a partir da injecdo de

uma aliguota reacional [43]. Os parametros estabelecidos para analise das reagdes

foram:

Programacao de temperatura da coluna: 150 °C por 3 min, 150 °C—-250°C
(50°C min') e 250 °C por 7 min;

Temperatura do injetor: 250 °C;

Gas de arraste e fluxo: He, 0,3 mL min';

Modo: Split (1:100);

Volume de injegdo: 1 pL;

Temperatura da interface: 200°C;

lonizacdo: Impactos de elétrons (70 eV);

Faixa de massa: 40 — 550 daltos;

Solvente deley: 35 sec;

Tempo de anadlise: 12 min.

Os picos dos cromatogramas foram identificados por compara¢cao com os dados

da literatura e perfis de fragmentacao da biblioteca NIST do equipamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises dos catalisadores FeTFPP e Mn-salen por espectroscopia UV-vis

A FeTFPP e o Mn-salen foram analisados por espectroscopia UV-vis com o
objetivo de verificar a estabilidade destes catalisadores apds um longo periodo de
armazenamento. Estes compostos sdo comerciais e possuem seus espectros
eletrénicos estudados e caracterizados em diversos trabalhos da literatura [27,49,54].
As Figuras 7 e 9 mostram, respectivamente, os espectros de absorcao dos catalisadores

FeTFPP e Mn-salen em ACN.
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Figura 7 — Espectro UV-vis de uma solugdo 2,35 x 10 mol L'* de FeTFPP em ACN.

As transicOes eletronicas que ocorrem na faixa de comprimento de onda de 350
a 750 nm do espectro eletrénico, sdo atribuidas ao elevado numero de ligagdes duplas
conjugadas presentes no macrociclo tetrapirrélico. A banda mais intensa em 407 nm,
chamada de Soret, é caracteristica das porfirinas e metaloporfirinas e sao decorrentes
de transi¢cdes T — ©* do anel porfirinico, para que essa banda desapareca é necessario

gue o anel porfirinico sofra abertura ou que a conjugacao seja interrompida [8,55-58].
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Para as porfirinas, na regidao de 500 a 650 nm existem quatro bandas que sao
designadas de bandas Q, e a intensidade dessas bandas varia de acordo com o nimero
e posicao relativa dos grupos substituintes que se encontram nas posicdes periféricas
do macrociclo [55].

Os espectros de absor¢ao de porfirinas sdao explicados pela teoria dos quatro
orbitais de fronteira, modelo de Gouterman [55,56], em que as bandas sdo devido as
transicdes m — w* entre os orbitais HOMO e LUMO. Essas transi¢cdes sdao polarizadas
ao longo dos eixos x e y do anel porfirinico [55-58].

As porfirinas complexadas ou com os azotos centrais reduzidos apresentam uma
maior simetria (Dan) que as porfirinas livres (D2n), por essa razdo possuem apenas duas
bandas Q, que sao designadas de a e 3, conforme é observado na Figura 7, duas bandas
com absorc¢ao de 503 e 630 nm [57-58].

Para o Mn-salen ha a presenca de trés bandas caracteristicas em comprimento

de onda de 240, 318 e 430 nm.
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Figura 9 — Espectro UV-vis de uma solugdo 3,94 x 10 mol L't do Mn-salen em ACN.
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A banda em 240 nm é atribuida a transicdo m — ©* do anel benzénico do
salicilaldeido, a banda em 318 nm é atribuida a transicao n — ©* do cromédforo
azometileno e em 430 nm a transicdo d — d [49,54]. Ambos os catalisadores
apresentam os espectros eletronicos sem alteracdes nas bandas de absorcao, o que

mostra a estabilidade destes catalisadores apds um longo periodo de armazenamento.

4.2 Padronizagao das condicoes de analise do 2,4-D e seus possiveis produtos de

oxidag¢do por HPLC/UV

O metabolismo do 2,4-D em in vivo pelo citocromo P450 envolve a formacgao de
um Uunico produto, 2,4-diclorofenol. Em estudos de degradacdo deste herbicida
utilizando outros sistemas verifica-se a formacdo de outros produtos, tais como:
hidroguinona, 3,5-diclorocatecol, entre outros [1,42-45].

Com base nessas informacgdes da literatura, para o estudo da oxidacao do 2,4-D
catalisada pela FeTFPP e Mn-salen foram utilizados os seguintes compostos comerciais:
2,4-D, Hdr, 3,5-DCC, como padrdes para auxiliar na identificacdo dos produtos obtidos
nas reagoes.

Buscando desenvolver a melhor condicdo de analise por HPLC-UV para as
reacOes de oxidacao do 2,4-D, foram estudados diversos métodos descritos na
literatura [42,43,45,47,59], optando-se inicialmente pelo método descrito por Sanchis
et. al. [42] que analisa a oxidagao do 2,4-D por processo Fenton e bioldgico.

Este método utiliza como fase mdvel gradiente 80 — 65 % ACN (0 a 15 min) e
65 — 25 % ACN (15 a 30 min), fluxo de 0,6 mL mint, comprimento de onda 280 nm, e
temperatura ambiente. Essa condicdo de analise mostrou-se se ineficiente na
separagao dos compostos e, além disso, também apresentou variagao no tempo de
retencao do 2,4-D.

Outras condi¢des foram testadas variando-se o gradiente, solvente, fluxo e fase

movel (gradiente ou isocratico) durante as analises, com o objetivo de melhorar a
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resolucao cromatografica de todos os picos. Assim, como descrito na se¢ao 3.4, para a
deteccdo dos compostos 2,4-D, 3,5-DCC e Hdr, foi utilizado o método isocratico com
fase mével MeOH/HAc 2%. O método isocratico além de ser um método mais simples
apresentou os melhores resultados na separa¢ao dos analitos sem aumento no tempo
de analise e estabilizagao dos tempos de retencao.

Foram efetuadas inje¢des individuais das solugdes padrao dos analitos na
condicao otimizada de analise para reconhecimento dos tempos de retengdo. Em
seguida, para verificar a possibilidade de interagdo entre os analitos ou a mudancga nos
tempos de retengdes, foi injetada uma mistura das solugdes padrao dos trés analitos,

como mostra a Figura 10.
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Figura 10 — Cromatograma da mistura dos trés analitos (Hdr, 3,5-DCC e 2,4-D) em ACN.
Condigdes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min’, Viyj = 20 L, A = 280 nm a temperatura ambiente.
Concentracdo das solug¢bes padrdo: [2,4-D] = 4,52 x 103 mol L%, [Hdr] =9,09 x 103 mol L e
[3,5-DCC] = 5,59 x 103 mol L.



33

Os compostos Hdr, 3,5-DCC e o 2,4-D apresentaram picos com boa resolugao
cromatografica e com tempo de elui¢do satisfatério [60].

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracao da substancia, dentro de uma
faixa aplicada [61]. Para os estudos de linearidade foram utilizadas solu¢des padrao
dos compostos e por diluicdo novas solugdes foram preparadas na faixa de
concentracdo de 0,009 a 8,32 mmol L. Injetou-se cada uma das solu¢cdes em triplicata
e as curvas analiticas foram construidas lancando na abscissa a concentracao dos
compostos e na ordenada a drea obtida, como mostram as Figuras 11(a), (b) e (c).

A relacdo matematica entre a drea e a concentracao da espécie de interesse,
pode ser expressa como uma equacao dareta:y=ax+b
Em que: y = area do pico

X = concentracao da espécie

a

b

inclinagdo da curva de calibragao = sensibilidade

intersecdo com o eixo y, quando x = 0.

Matematicamente, os coeficientes angular (a), linear (b) e de correlagdo (r)
podem ser estimados utilizando o método estatistico conhecido como regressao linear.
O coeficiente de correlagao permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois
guanto mais proximo de 1,0 menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais
e menor a incerteza dos coeficientes (a) e (b). Nas andlises das regressoes lineares das
curvas de calibragdo apresentadas nas Figuras 11a, 11b e 11c, todos os coeficientes de
correlagdao possuem valores superiores a 0,996, confirmando a linearidade do método
[61].

Convém ressaltar, entretanto, que para comprovar a eficiéncia do método
desenvolvido seria necessario realizar a sua validacdo, avaliando a seletividade,
exatidao, precisao, linearidade, sensibilidade entre outros fatores. A validagao
encontra-se além dos objetivos deste trabalho, devido ao tempo necessario para sua

realizacao.
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4.3 Estudo da oxidacao do 2,4-D catalisada pela FeTFPP e Mn-salen monitorada por

HPLC/UV

Na otimizacao das condi¢Oes para oxidag¢ao do 2,4-D foram realizados diversos
testes, variando-se a quantidade de matéria do substrato (2,4-D) e do oxidante (PhlO,
m-CPBA e H,0;), mantendo a quantidade de catalisador inalterada. As reacdes foram
analisadas em intervalos de tempo de 1, 2, 4 e 24 h.

Foram realizadas reacdes controle na auséncia do oxidante e na auséncia do
catalisador e ndo foi observado formacdo de produtos nem diminuicao da
concentracao do substrato, indicando que o catalisador é essencial para promover a
oxidagao do 2,4-D.

Na razao molar 1 : 10 : 30 foram obtidos os melhores resultados de conversao
com os oxidantes PhlO e m-CPBA. Nas reagdes com H.O, a melhor razao molar
estabelecida foi 1 : 10 : 1000. Dessa forma, estas relacdes molares foram escolhidas
para o estudo da oxidacao do 2,4-D catalisada por FeTFPP e Mn-salen.

Foram efetuados estudos com mudanca do solvente, uma vez que os
rendimentos de oxidagcao na catdlise biomimética podem ser fortemente influenciados
pelo solvente, o que acarreta em um aumento ou diminuicao dos percentuais de
conversao de acordo com suas caracteristicas, tais como: polaridade, capacidade
doadora e solubilidade dos constituintes reacionais [62]. Os solventes utilizados foram:
ACN, MeOH e ACN/HAc, para a escolha dos solventes foram analisadas as solubilidades
do catalisador, substrato e oxidante.

As Figuras 12 e 13 apresentam a conversao do 2,4-D em func¢ao dos solventes

nas reagcoes com a FeTFPP e Mn-salen.
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Figura 12 — Percentual de conversao do 2,4-D nas rea¢des de oxidagdo catalisadas pela FeTFPP
com H;02, PhIO e m-CPBA como doares de oxigénio. Solventes utilizados: ACN, MeOH e
ACN/HAc. Razdo molar (FeTFPP:2,4-D:oxidante) = 1:10:30 (PhlO ou m-CPBA) e 1:10:1000
(H202) apds 2 h de reacao.
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Figura 13 — Percentual de conversao do 2,4-D nas rea¢bes de oxidacao catalisadas pelo Mn-
salen com H;0;, Phl1O e m-CPBA como doares de oxigénio. Solventes utilizados: ACN, MeOH e
ACN/HAc. Razdo molar (Mn-salen:2,4-D:oxidante) = 1:10:30 (PhlO ou m-CPBA) e 1:10:1000
(H202) apds 2 h de reacdo.
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Como mostram as Figuras 12 e 13, as atividades cataliticas dos sistemas
aparentam ser dependentes da quantidade e da identidade dos doadores de oxigénio
utilizados, sendo que os sistemas FeTFPP/H,0,/ACN e Mn-salen/PhlO/MeOH foram os
mais eficientes, com cerca de 55 e 60% de conversao, respectivamente.

O H;0; é um dos oxidantes mais versateis que existe e apresenta diversas
vantagens, tais como, baixo custo, € um dos metabdlitos naturais em muitos
organismos e quando decomposto hd a formac¢ao de agua como unico subproduto da
reacdo (H0; + 2H" + 2e” — 2H;0, 1,77 V) [63,64]. Por essa razdo, este oxidante é
considerado limpo e de aplicacdo em reacdes catalisadas por modelos biomiméticos.
De acordo com Nam e colaboradores [65] quando oxidantes perdxidos sao utilizados
em sistemas com ferroporfirinas é possivel a ocorréncia de duas rotas (Figura 14) para
a ativacdo do oxigénio: (I) o mecanismo que envolve a clivagem homolitica da ligacao
0-0 do peréxido, levando a formacdo de intermedidrios menos reativos tais como
FeV(OH)P, bem como radical RO*, favorecendo, assim, a ocorréncia de mecanismos
radicalares; (ll) envolve a espécie metal-oxo produzida apds a clivagem heterolitica da
ligacdo O-O, com formacdo da espécie reativa oxoferril porfirina m-cation radical,
FeV(O)P**, responsavel pela oxidacdo. As altas porcentagens de conversdo observadas
com os sistemas FeTFPP/H,02/ACN indicam que este oxidante pode estd agindo via
clivagem heterolitica da ligacdo O-O. Outro fator que indica a participacao da espécie
FeV(O)P** é a alteracdo da cor inicial de marrom para verde o que é caracteristica desta

espécie intermediaria [65,66].
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Figura 14 — Possiveis mecanismos de cisdo da ligacdo O-O nos oxidantes perodxidos. Rota A,
cisdo heterolitica da ligacdo O-0 e rota B, cisdo hemolitica da ligacdo O-0 [65].

Os altos rendimentos obtidos com os trés oxidantes mostram o favorecimento
da rota A nas reacgdes, indicando assim a clivagem heterolitica da ligagdao O-0.

Quando utilizamos o catalisador Mn-salen, o oxidante PhlO foi o mais eficiente
em oxidar o substrato. Apesar desse oxidante apresentar toxicidade, dificuldade de
purificacdo e insolubilidade na maioria dos solventes organicos por ser polimérico [67],
é considerado um doador de oxigénio simples, pois contém apenas um atomo de
oxigénio, o que leva geralmente a formacao da espécie intermediarias de mais alta
valéncia Mn"(O)salen, mais eficiente e seletiva em transferir o oxigénio para o
substrato [68].

Os resultados das Figuras 12 e 13 mostraram também que os solventes
utilizados nas reacgdes influenciaram nas porcentagens de oxidacdo do 2,4-D. Em ACN
foram obtidas altas conversGes do 2,4-D para o sistema FeTFPP/H,0,/ACN (56%), o que
esta relacionado com a capacidade da ACN em estabilizar o alto estado de oxidagao
dos intermedidrios reativos por possuir alto valor de capacidade doadora (DN 14,1)
[68].

O MeOH apresentou o melhor resultado na conversao do 2,4-D no sistema Mn-

salen/PhlO, este fato pode ser explicado devido a alta solubilidade do PhIO neste
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solvente, favorecimento a clivagem heterolitica O-O e formagao do intermedidrio
catalitico “escape of the cage”.

O ACN/AHc propiciou os melhores resultados nas reagdes com os oxidantes m-
CPBA e H;0,, o que pode estar relacionado com o abaixamento do pH do meio que
favorece a clivagem heterolitica da ligacao O-O através da protonac¢ao do O terminal,

gerando o complexo metalico mais reativo, Mn"(O)salen [69].

4.3.1 Analise dos produtos da oxidacao do 2,4-D utilizando os catalisadores FeTFPP e

Mn-salen por HPLC-UV.

As analises dos produtos de oxida¢ao do 2,4-D foram realizadas utilizando como
solvente a ACN e ACN/AHc para os catalisadores FeTFPP e Mn-salen, respectivamente,
uma vez que nesses solventes foram obtidos os melhores valores de conversao, com
excecdo do sistema Mn-salen/PhlO (Figuras 12 e 13).

As reacOes foram analisadas por HPLC-UV e os produtos foram identificados por
comparagao com os tempos de retengao das amostras padrao. A conversao do 2,4-D
foi calculada a partir da curva analitica (Figura 11a) e as porcentagens relativas dos
produtos foram calculadas a partir das areas dos produtos obtidos.

Foram realizadas rea¢Oes controle, na auséncia do catalisador e do oxidante nas
condigOes estabelecidas, mas nenhum produto foi detectado nestes dois casos.

As Figuras 15 a 20 apresentam os cromatogramas das rea¢des de oxidagao do
2,4-D utilizando os oxidantes PhlO, m-CPBA e H;0; na presenc¢a dos catalisadores

FeTFPP e Mn-salen.
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Figura 15 — Cromatograma da reac¢ao de oxidagcdo do 2,4-D na presenca do sistema
FeTFPP/PhIO/ACN apds 2 h de reagdo. Razdao molar: 1:10:30 (FeTFPP:2,4-D:PhIQO). CondicGes
cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mdovel MeOH/H,0 adicionada de 2% HAc
(70:30 v/v), vazdo 0,8 mL mint, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 16 — Cromatograma da reagao de oxidagao do 2,4-D na presenga pelo sistema
FeTFPP/m-CPBA/ACN apds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:30 (FeTFPP:2,4-D:m-CPBA).
Condi¢Ges cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 ulL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 17 — Cromatograma da reacdo de oxidacdo do 2,4-D na presenca pelo sistema
FeTFPP/H,02/ACN apds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:1000 (FeTFPP:2,4-D: H,03).
Condi¢cbes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase movel MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 ulL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 18 — Cromatograma da reacdo de oxidacao do 2,4-D na presenca do sistema Mn-
salen/PhlO/ ACN/AHc pds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:30 (Mn-salen:2,4-D:PhlO).
Condi¢Ges cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 ulL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 19 — Cromatograma da reacdo de oxidacao do 2,4-D na presenca do sistema Mn-
salen/m-CPBA/ ACN/AHc pés 2 h de reacgdo. Razdo molar: 1:10:30 (Mn-salen:2,4-D: m-CPBA).
Condi¢cbes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase movel MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 20 — Cromatograma da reacao de oxidacao do 2,4-D na presenca do sistema Mn-
salen/H,02/ACN/AHc apds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:1000 (Mn-salen:2,4-D:H,0,).
Condig¢des cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase movel MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Tabela 1 — Porcentagem de conversao e seletividade nas reacdes de oxidacdo do 2,4-D na presenca de PhlO, m-CPBA e H,0; catalisada por
FeTFPP e Mn-salen. Razdo molar FeTFPP ou Mn-salen/2,4-D/PhIO ou m-CPBA = 1:10:30. Razdo molar FeTFPP ou Mn-salen/2,4-D/H.0; =
1:10:1000. Tempo de reagao 2 h.

Catalisador Oxidante Seletividade (%) Conversao
(tempo de retengdao — min) 2,4-D (%)
Hdr 3,5-DCC desconhecido

PhIO 97 tracos tracos (4,07) 49

FeTFPP m-CPBA . 100 . 51

H20: 82 4 14 (3,58) 56

PhIO 98 2 - 51

Mn-salen m-CPBA - 100 - 37

H20, 51 41 8 (10,54) 23
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A Tabela 1 apresenta a conversao total do 2,4-D, em porcentagem, nas reagdes
com os diversos doadores de oxigénio, na presenca da FeTFPP e Mn-salen. Os
resultados mostram que ambos os catalisadores sao capazes de catalisar a oxidag¢ao do
2,4-D quando PhlO, m-CPBA e H;0; sdo utilizados como oxidantes, chegando a atingir
mais de 50% de conversao em alguns sistemas reacionais.

As oxidagOes do 2,4-D por PhIO utilizando FeTFPP e Mn-salen foram seletivas
para ambos os catalisadores, levando a formagao de hidroquinona como principal
produto. Como discutido anteriormente, o PhlO é um oxidante que favorece
intermediarios de alta valéncia, os quais sdao muitos reativos, e provavelmente sao os
responsaveis pela catalise altamente seletiva observada com este oxidante.

As reacdes com o m-CPBA foram extremamente seletivas para ambos os
catalisadores, formando como produto o 3,5-DCC. Como ja discutido no item 4.3, as
reacdes envolvendo o m-CPBA com metaloporfirinas e Mn-salen pode ocorrer a
formacao de dois intermediarios diferentes que sdao responsaveis pela a oxidacao do
substrato. A formac3o dos intermedidrios mais reativos e seletivos, Fe'V(O)P** e
MnY(0)Salen, ocorre via clivagem heterolitica da ligacdo O-O. A formac3o das espécies
menos reativas, Fe'V(OH)P e Mn'Y(OH)salen, ocorre via clivagem homolitica da ligacdo
0-0. Assim, a ocorréncia da formacdo das espécies intermedidrias mais reativas,
Fe'V(O)P** e MnY(0)Salen, pode explicar a alta seletividade observada nas rea¢cdes com
esse oxidante.

O H;0; foi seletivo na formacdo de hidroquinona, quando utilizando como
catalisador FeTFPP, no caso Mn-salen houve a formagao da hidroquinona e 3,5-DCC
em quantidades semelhantes. Assim como o m-CPBA, as rea¢gdes com H;0; podem
ocorrer tanto via clivagem heterolitica quanto via clivagem homolitica da ligacdo O-O.
Nas rea¢des com FeTFPP/H.0; a formacdo do intermediario mais reativo, Fe'V(O)P**,
via clivagem heterolitica, pode explicar o alto rendimentos e seletividade observados.
Ja nas com o conjunto Mn-salen/H,0; pode estar ocorrendo ambos os intermedidrios,

explicando a baixa seletividade obtida.
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4.3.2 Analise dos produtos da oxidacio do 2,4-D utilizando os catalisadores

suportados FeTFPP-APS e Mn-salenK10 por HPLC-UV.

Catalise homogénea frequentemente fornece os melhores resultados em
termos de rendimento e formacgdo de produtos, ao passo que a catalise heterogénea
oferece vantagens, tais como a facilidade de purificacdo do produto, reciclagem
potencial catalisador, aumento da estabilidade da espécie catalitica, e a capacidade de
imitar o local ativo da enzima [49,70,71]. Dessa forma, torna-se muito relevante as
pesquisas com catalisadores suportados.

As anadlises dos produtos de oxidacao do 2,4-D catalisada por FeTFPP-APS e Mn-
salenK10 foram realizados nas mesmas condi¢Oes estabelecidas para os catalisadores
nao suportados. Assim, as reacdes com FeTFPP-APS foram feitas em ACN e as com Mn-
salenK10 em ACN/AHc.

As reacdes foram analisadas por HPLC-UV e os produtos foram identificados por
comparagao com os tempos de retencao das amostras padrao. A conversao do 2,4-D
foi calculada a partir da curva analitica (Figura 11a) e as porcentagens relativas dos
produtos foram calculadas a partir das dreas dos produtos obtidos.

Foram realizadas rea¢des controle, na auséncia do catalisador e do oxidante nas
condicOes estabelecidas, mas nenhum produto foi detectado nestes dois casos.

As Figuras 21 a 26 apresentam os cromatogramas das rea¢des de oxidagao do
2,4-D utilizando os oxidantes PhlO, m-CPBA e H.O; na presenca dos catalisadores

FeTFPP-APS e Mn-salenK10.



30

20 1

10

Intensidade (mV x 10%)

46

24-D

P4
3,04

Hdr P1

T
2

~C
f
4Il 6 8 10

Tempo de retencdo (min)

Figura 21 — Cromatograma da reacao de oxidacdo do 2,4-D na presenca pelo sistema FeTFPP-
APS/PhIO/ACN apés 2 h de reacdo. Razdo molar: 1:10:30 (FeTFPP-APS:2,4-D:Phl0). CondicGes
cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mdével MeOH/H,0 adicionada de 2% HAc
(70:30 v/v), vazdo 0,8 mL mint, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 22 — Cromatograma da reacao de oxidagdo do 2,4-D na presenca pelo sistema FeTFPP-
APS/m-CPBA/ACN apds 2 h de reacdo. Razdo molar: 1:10:30 (FeTFPP-APS:2,4-D:m-CPBA).
Condigdes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 23 — Cromatograma da reacao de oxidacdo do 2,4-D na presenca pelo sistema FeTFPP-
APS/H202/ACN apds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:1000 (FeTFPP-APS:2,4-D: H,0).
Condi¢cbes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 plL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 24 — Cromatograma da reacdo de oxidacdo do 2,4-D na presenca pelo sistema Mn-
salenK10/PhIO/ACN/AHc apds 2 h de reacdo. Razdo molar: 1:10:30 (Mn-salenK10:2,4-D:PhlO).
Condigdes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0 adicionada
de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura ambiente.
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Figura 25 — Cromatograma da reacdo de oxidacdao do 2,4-D na presenca pelo sistema Mn-
salenK10/m-CPBA/ACN/AHc apds 2 h de reacdo. Razdo molar: 1:10:30 (Mn-salenK10:2,4-D:m-
CPBA). Condig¢Ges cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase mével MeOH/H,0
adicionada de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL min, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura

ambiente.
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Figura 26 — Cromatograma da reacdo de oxidacdo do 2,4-D na presenca pelo sistema Mn-
salenK10/H,0,/ACN/AHc apds 2 h de reagdo. Razdo molar: 1:10:30 (Mn-salenK10:2,4-D:
H.0;). CondicGes cromatograficas: coluna Cis, método isocratico, fase movel MeOH/H,0
adicionada de 2% HAc (70:30 v/v), vazdo 0,8 mL mint, Vinj = 20 uL, A = 280 nm a temperatura

ambiente.
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A Tabela 2 apresenta a conversao total de 2,4-D, em porcentagem, nas reacdes
catalisadas por FeTFPP-APS e Mn-salenK10 na presenca de diversos oxidantes. Os
resultados mostram que os dois catalisadores suportados sao capazes de catalisar a
oxidag¢ao do 2,4-D quando PhlO, m-CPBA e H,0; sao utilizados como doadores de
oxigénio. Os rendimentos obtidos sao menores quando comparados as reagcdes com
os catalisadores em meio homogéneo, atingindo conversao maxima de 29% na reagao
com sistema FeTFPP-APS/m-CPBA. Essa diminuicdo na conversdo do substrato é

natural devido as limitagdes imposta pelo suporte.

Geralmente os rendimentos de produtos sdao menores nas reacdes quando se
utilizada catalisadores imobilizados devido as limitagdes naturais dos sistemas
cataliticos heterogéneos, tais como: a lenta difusdao dos reagentes para o sitio catalitico
e a baixa solubilidade do oxidante no meio. Isto é observado nas reagdes com PhlO e

H,0, com os dois catalisadores.

Em alguns sistemas, os suportes condicionaram a formacao de produtos nao
observados nas reacdes com os catalisadores em fase homogénea. Houve a producao
de dois compostos ainda nao identificados (Figuras 21, 23 e 25), nomeados de P4 e P5.
Esses compostos precisam ser identificados para melhor discussao devido sua
relevancia nas reacGes com os sistemas FeTFPP-APS/PhlO e Mn-salenK10/H;0,, sendo

produzidos em boa quantidade.
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Tabela 2 — Porcentagem de conversao e seletividade nas reacdes de oxidacdo do 2,4-D na presenca de PhlO, m-CPBA e H,0; catalisada por
FeTFPP-APS e Mn-salen/K10. Razdo molar FeTFPP-APS ou Mn-salenK10/2,4-D/PhIO ou m-CPBA = 1:10:30. Razdo molar FeTFPP-APS ou Mn-

salenkK10/2,4-D/H,0; = 1:10:1000. Tempo de reagdo 2 h.

Catalisador Oxidante Seletividade (%) Conversao de
(tempo de retengdao — min) 2,4-D (%)
Hdr 3,5-DCC desconhecido
FeTFPP-APS PhIO 22 - 76 (3,04) 18
traco (4,07)
m-CPBA - 100 - 29
H,0> 100 - - 20
Mn-salenK10 PhIO 68 - 11 (2,29) 14
31 (3,04)
m-CPBA - 100 - 17
H.02 48 - 40 (2,29) 13

12 (3,04)
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Os produtos formados na oxidagcao do 2,4-D via catalise homogénea e
heterogénea em todos os sistemas estudados sao mostrados na Figura 27.
Comparando as reac¢Oes catalisada em meio homogéneo e heterogéneo observa-se a
reducao no numero de produtos formados quando partimos do meio homogéneo para
o heterogéneo. Por exemplo, as reagcdes com H,0, catalisadas por FeTFPP-APS nao
formaram dois produtos observados nas reagdes com FeTFPP. Além disso, uma das
principais diferengas foi a ndao formagao do 3,5-DCC em meio heterogéneo nas reagdes
com PhlO e H;0.. Isso pode ser explicado pela menor acessibilidade do substrato ao
catalisador condicionada pelo suporte que orienta o substrato e limita as formas de

interacdo entre catalisador/substrato [49,50,72].

FeTFPP | Mn-salen

—— homogéneo L heterogéneo homogéneoJ— heterogéneo

PRIO m-CPBA H,0, PhlO m-CPBA H,0, PhIO mCPBA H,0, PhiO m-CPBA H,0,

Hdr Hdr Hdr Hdr
3,5-DCC P1 3,5-DCC P4
P1 P4 P5
3,5-DCC 3,5-DCC 3,5-DCC 3,5-DCC
Hdr Hdr Hdr Hdr
3,5-DCC 3,5-DCC P4
P2 P3 P5

Figura 27 — Produtos formados na oxidacdo do 2,4-D via catdlise homogénea e heterogénea
utilizando diversos oxidantes.

As reagOes com m-CPBA mostraram-se extremamente seletivas. Em todas as
reacdes envolvendo esse oxidante houve somente a formagao do 3,5-DCC, tanto em

meio homogéneo como no heterogéneo. Isso mostra que a natureza do oxidante, ou
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seja, a presenca de substituintes ligados ao grupo —OOH exerce efeito sobre a catalise.
A presenga do substituinte cloro no m-CPBA (Figura 28) retira elétrons do anel
aromatico por indugdo, e, conseguintemente, remove densidade eletrénica do grupo
carboxilico do oxidante, tornando-o mais eletrofilico, e assim, favorecendo a clivagem
heterolitica da ligacdo O-O que produz os intermedidrios Fe'V(O)P** e Mn"(0)salen, que

podem ser os responsaveis pela alta seletividade nas reagcdes com este oxidante [49].

Cl

Figura 28 — Formula estrutural do acido metacloroperbenzdico (m-CPBA).

Os produtos identificados nesse estudo sdo encontrados em alguns processos
de oxidagdao do 2,4-D. A hidroquinona é formada em sistemas eletroquimicos e
fotoeletroquimicos [43]. O 3,5-diclorocatecol é apenas relatado em sistemas in vivo

como metabdlito produzidos por bactérias [45].
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5 CONCLUSOES

A metaloporfirina e o complexo salen empregados nesse estudo mostraram-se
eficientes catalisadores para a oxidagao do 2,4-D, tanto em meio homogéneo como
heterogéneo. As reacdes com os catalisadores nao suportados alcangaram
rendimentos mais altos do que os obtidos com os catalisadores suportados.
Conversdes menores na catalise heterogénea sao esperadas devido as dificuldades de

acesso ao centro catalitico imposta pelo o suporte.

Na maioria dos sistemas estudados, a FeTFPP mostrou-se mais eficaz que Mn-
salen, alcancando conversdes mais altas. Dessa forma, as metaloporfirinas
apresentam-se como melhores catalisadores para a oxidacao do 2,4-D com os

oxidantes utilizados.

Os solventes utilizados influenciam na atividade catalitica dos complexos devido
as diferentes formas de interagdo catalisador/oxidante/solvente que geram diferentes

espécies intermediarias cataliticas de acordo com o tipo de clivagem da ligagcao O-0.

As reacdes com m-CPBA mostraram-se extremamente seletivas, formando o
3,5-DCC como unico produto de oxidacdo do 2,4-D. Esse fato possivelmente estd
relacionado com a natureza deste oxidante que facilita a formacgao de intermediarios

cataliticos mais seletivos.

As reacdes com PhlO e H,0, também foram seletivas, formando, na maioria das
reagdes, a hidroquinona como principal produto. Em alguns sistemas com esses
oxidantes também houve a formacao de 3,5-DCC, porém apenas em nivel trago. Isto

permite concluir que estes oxidantes favorecem a formacao de hidroquinona.

Os produtos identificados neste estudo (Hdr e 3,5-DCC) sdo encontrados em
alguns sistemas de oxidacao do 2,4-D. A hidroquinona é normalmente encontrada em
sistemas eletroquimicos e fotoeletroquimicos. O 3,5-DCC é metabdlito do 2,4-D

produzido sistemas microbioldgicos.
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Os resultados indicam que os catalisadores utilizados nesse estudo podem ser
considerados bons modelos do citocromo P450 na oxidag¢ao do 2,4-D, considerando
gue um dos produtos obtidos é formado in vivo através do metabolismo de micro-
organismos. Dessa forma, estes modelos podem ser Uteis para a elucidacdao dos
mecanismos de detoxificagdo in vivo, sem apresentar as desvantagens éticas e

econdmicas que envolvem o estudo de metabolismo com enzimas ou animais.
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