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OBJETIVO DO TRABALHO

Propusemos a preparacao de uma serie de oito monoesteres -
fosforicos alifaticos e do monoester fenilico, sob a forma de sais de

bis-ciclohexilamonio e sua marcagao subsequente com 3%,

A utilidade da marcagao com 32 dos respectivos monoeste -
res, sera a de possibilitar o estudo da possivel variagao da velocida
de e especificidade de hidrolise, em reagoes catalizadas por Fosfata-

ses acidas, que serao realizadas no Departamento de Bioquimica da
U.Ss.pP.

A forma salina de bis-ciclohexilamonio foi preferida, por-
que e de facil obtencao, separacao e recristalizagao, sendo bem esta-

vel e pode ser utilizada em estudos de Enzimologia sem necessidade de
transformacoes.

Dentre os varios metodos descritos na literatura e mencio-
nados neste trabalho visando a sTntese de monoesteres fosforicos, o
metodo de CRAMER provou ser muito eficiente tanto para alcoois prima
rios, secundarios e terciarios como para o fenol. Esse metodo foi
empregado para a preparacao de toda a serie proposta, tendo alem do
mais a caracteristica de utilizar como agente fosforilante o proprio
acido fosforico, permitindo-nos partir do H 32PO que e a forma sob

a gual o material radioativo 32P e fornecido pe1o Instituto de Ener -
gia Atomica.

Complementamos o trabalho com estudos de espectros de Ab-
sorgac Infra-Vermelho e de Ressonancia Nuclear Magnetica de todos os
monoesteres incluidos neste trabalho. 0s espectros indicaram prel imi

narmente alguns dados interessantes referentes a estrutura dos referi
dos compostos.
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CAPTTULO 1

PARTE A - INTRODUCAO

1.0.0.

0 estudo dos compostos organicos de Fosforo
tem sido desde ha muito, objeto de interesse, devido a ra-
z0es de importancia quimica e biologica, tendo-se em conta
a presenga do elemento Fosforo em todos os seres vivos.

0 Fosforo foi descoberto acidentZlmente e
1669 pelo alquimista alemao BRANDT (110a) que procurava ex
trair a pedra filosofal da urina humana. MARGRAFF (87) re-
conheceu a existencia de um ciclo de Fosforo, passando dos
minerais aos vegetais e em seguida aos animais, retornando
depois ao solo. SAUSSURE (87) demonstrou a necessidade do
Fosforo no desenvolvimento dos seres vivos.

A importancia capital do Fosforo no metabo-
lismo, foi relatada por LIEBIG (65), HARDEN-YOUNG (52) e
estabelecida por MAYERHOF, LIPMANN e outros autores (78).

A maioria dos metabolitos fosforilados & de
rivada do acido fosforico e em tecidos animais o Fosforo
esta presente nos acidos nucleicos, fosfolipidos e em uma
serie de outros esteres fosforados.

1.1.0. - PROPRIEDADE DO ELEMENTO FOSFORO

Pertencendo a segunda linha da classifica -

( |

i INSTITUTO DE ERERGIA ATOMICA .




cao Periodica dos Elementos,o Fosforo possui propriedades
caracteristicas dos elementos da mesma. No que Se Segue u
tilizamos para as nossas discussoes relacionadas com a es-
trutura eletronica dos atomos,fungoes de onda Hartree Fock,
descritas como um unico Determinante de Slater (97). Ape-
sar de aproximado, a utilidade deste modelo prende-se ao
fato de termos preservada a conveniente descricao de um e-
letron por orbital de spin do tipo Slater, ou seja, o cara
ter de particula do mesmo. Desta maneira podemos descrever
atomos polieletronicos em termos de fungdes s, p, d, etc.,
a semelhanga do atomo de Hidrogenio. 0 atomo de Fosforo
no estado fundamental, corresponde a um AS cuja configura-
cao e: 152, 252, 2p6, 3s2, 3p3. Assim, por exemplo, o Fos
foro da origem a compostos do tipo PC]5 e PF6 nos quais or
bitais d do mesmo participam nas ligagoes, acomodando dez
ou doze eletrons, gracas a propriedade que tem o atomo de
Fosforo, de expandir as suas camadas externas e tomar em
seus orbitais d um ou dois pares de eletrons a mais (54)
Alias, este e um tipo de opgdao a qual podem recorrer os e-
lementos da segunda linha da Classificacao Periodica, fora
o Nitrogenio. A participagdo do Fosforo na formacgao de 1i
gagoes duplas do tipo m, descritas pictorialmente como con
sequencia do entrosamento lateral de orbitais p paralelos
entre si, ndo so & bastante rara como tambem, em geral, re
sulta na formagao de compostos instaveis (86). Na realida-
de nao se conhece ate o momento nenhum composto onde haja
uma ligagao w realmente autentica entre C e P (54) (86). 0
proprio tamanho do atomo de Fosforo em relagdao ao Oxigenio
e Carbono por exemplo, tende a impedir o mesmo de partici-
par de ligacoes estaveis do tipo p-py. O orbital molecu-
lar m, que e comum em ligacgoes duplas C=C (p-py) nao e da
mesma .natureza das ligagOes existentes entre Fosforo e Oxi
genio, por exemplo, onde o orbital molecular pictorialmen-
te descrito como P=0, e racionalizado como consequencia de
um entrosamento entre orbitais p do Oxigenio e d do Fosfo-
ro, formando uma ligagdao do tipo d-py conhecida como "liga
¢ao dativa de retorno" (back-donation). Quando o Fosforo



se acha ligado a um atomo de Oxigenio, este tipo de 1liga-
cao representa papel tao importante que chega a ser a prin

cipal forca diretriz em muitas reacoes de substituicao nu . _

cleafilas do Fosforo, especialmente se tratando do grupo
fosforila (P=0) (54).

As reacoes de fosforilagao sao extremamente
importantes na quimica dos seres vivos, haja visto a rea-
cao de fosforilacao oxidativa, dando origem a producgao de
acido fosforico em reagoes celulares promovidas pelos Enzi
mas.

1.1.1 - IMPORTANCIA DOS FOSFATOS ORGANICOS

0s fosfatos organicos que passaremos a tra-
tar daqui para diante, se envolvem em todas as oxidagoes
biologicas (110b), sendo que o grupo POgq pode servir como
solubilizador (hexose) ou como ponto de ligagao para Enzi-
mas (nucleotidos flavinicos, etc.). Os fosfatos,tomam par
te em fosforilacoes oxidativas de fundamental importancia
em mecanismos biologicos, embora nao se envolvam diretamen
te na transferencia de elétrons. O0s derivados fosfatados
das vitaminas do Complexo B (co-enzimas), participam tam-
bem de oxidagoes biologicas (110b).

0 nosso interesse no estudo dos monoesteres
fosforicos, se deve ao fato de que esta classe de substan-
cias se mostra de interesse no estudo de Enzimas do tipo
Fosfomonoesterases, sendo que a marcagao com 32p se consti
tui num instrumento util para o acompanhamento das reagoes
enzimaticas.



PARTE B - HISTORICO

1.2.0.

As primeiras tentativas de sintese de mono-
esteres fosforicos, remontam ao seculo passado, quando
LAG5AIGNE (64), LIEBIG (66) e PELOUZE (84) (85) reagiram
diretamente o acido fosforico com &lcoois. 0 produto resul
tante constituido por uma mistura complexa, tornou o meto-
do apenas pioneiro.

OH
!
H PO, + ROH == RO-P-OH + H_O
3 74 W 2
0

SCHIFF (96) utilizou o POCl3 como agente
fosforilante para alcoois, obtendo tambem uma mistura de
produtos.

CAVALIER (20)(21)(22) reagiu anidrido fosfo
rico com o alcoois alilico (20),metilico e etilico (21), -
n-propilico, iso-propilico e iso-butTlico (22).

OH
!

nPZOS + n'ROH + RO-E-OH + H3P04 + mistura de produtos
0

0 produto de reagao, tratado com Ba(OH),,
foi separado como sal de Bario do monoéster fosforico, gra
cas a solubilidade diferente em relagao aos sais de Bario
de diesteres e fosfato de Bario inorganico. Enquanto o
BaHPO&E insoluvel em agua, o[(RO)ﬁ(O?Z] Bat* @ razoavel-

0



mente soluvel em agua quente e o [fRO)z R-O"JZ Ba** & bem
soluvel em agua quente. 0

0 rendimento foi de 65% (19) na preparagao
do sal de Bario do fosfato de monometila.

LANGHELD(61) aqueceu o acido metafosforico
com alcool etilico e neutralizou o produto de reagdao com
Ba(OH),, obtendo o sal de Bario do fosfato de monoetila,
que foi precipitado com excesso de etanol.

OH OH OH
1o ! Ba (OH),
HO-P-0-P-OH + C,H.OH > HO-P-OC,H + H PO, +
0 0 0
o

1
- ++
* | HsCpm0-P-0" | Ba

L 0
0 mesmo tipo de reagao foi processado mais

tarde por CRAMER-HETLER (29) que submeteram a alcoolise e
hidrolise, trimetafosfatos de metila e de etila.

HO 0
\\P,//
S \\\0 0H
i
hidroliee ou alcoolise
RO l OR — 3 RO-P-0H
\\‘P l/// "

647 \\0/// Q§B 0

Na alcoolise do trimetafosfato de metila -
com alcool metilico, o rendimento foi de 35%, enquanto a



hidrolise deu rendimento de 96,7%.

BAILLY (5) (6) reagiu iodeto em alquila em
proporcoes equimoleculares, com fosfato trisodico em solu
cao aquosa a temperatura de 60 a 1009C. Desta forma obteve
os fosfatos de monometila, etila, n-propila, iso-propila ,
alila e iso-butila. O0s rendimentos variaram de 73 a 10,6%
do alcool metilico ao iso-butilico.

ONa
i
Na3P04 + RI + RO-P-0ONa + Nal

8

0 mesmo autor (6) reagiu tambem fosfato tris
sodico com sulfato de dimetila e de dietila. Os rendimeg
tos em monoesteres foram ao redor de 70%.

ONa NaO 0
, | \M0
Na PO, + (CH,), SO, > CH,0-P-ONa + 5

4 370 /Q§

0
CH30 0

ZETZCHE (114) procurou evitar a formagao de
misturas na preparacao de monoesteres, reagindo AgHzPOA
com compostos organicos halogenados.

OH 0"
‘ ! Ba(OH)2 Y L +t
AgHZPOA + RX -+ AgX + RO-ﬁ*OH -+ |RO-P-0 Ba
I ]
0 0

Para o fosfato de monobenzila o rendimento
foi de 13,7%.

BAMANN e col. (7) empregaram o mesmo meto



do alterando as condigoes da reagao, visando obter melho-
res rendimentos; para i$So prepararam AgHzPoa a partir de
HBPOA mais concentrado (90-95%) que anteriormente(50-80%);
a quantidade de reagentes foi estequiometrica com um exces
so de 10% de AgH, PO, e a reacao mantida a 09C em vez de -
temperatura ambiente. O0s rendimentos para alcoois prima-
rios e secundarios foram cerca de 40%.

BRINGL-MULLER (13) empregaram o clorofosfa-
to de difenila como agente fosforilante. Essa substancia
ao reagir com um alcool da um triester, que apos ser subme
tido a hidrogenagao catalitica, perde os grupamentos feni-
la, formando assim o monoester desejado.

A) Preparacao do Clorofosfato de difenila:

oH
Voo
2 + poct, —2HC1, ~o-p-0 | |
3 g N

B) Preparagao do monoester fosforico:

< (!: 1 7 “ | ///
0-P-0_ + ROH - o-p-0| |

PR v

MarPt  on-p-on -Ba(OW)2 | po-p-0” | Batt
0 ]

0 0

ATHERTON e col, (2)(3) utilizando-se do es-
quema acima descrito, partiram do clorofosfato de dibenzi-
la (em vez do clorofosfato de difenila) dada a maior faci
lidade de remogdao dos grupos benzila em relagao aos grupos
fenila. A hidrogenacao foi feita com Niquel de Raney.

A) Preparagdo do clorofosfato de dibenzila:



OH
C>cuz~o-é-o-cnz\r\ vc1, HEL
0
c1
N /___\ cuz-o-é-o-wz@

B) Preparagao do monoester fosforico:

cl OR
- | |
4 }‘--crizo-P-ocu -@ +ROH  » N cH 0-p-och ¢ N\
—_ ] 2 S 2 " 2\ ___
0 0
OR
. ]
Ho/NY L OH-P-0OH
it
0

0 rendimento obtido foi de 50% para o fosfa
to de monoetila-sal de Bario (2), de 56% para o fosfato de
mono-n-butila sal de Bario e de 42% para o fosfato de mono
-6-glicose (3).

MARUZEWSKA-WIEKZORKOWSKA e col. (68) utili-
zando o mesmo esquema, empregaram o clorofosfato de diali-
la, tendo em conta que o grupo alila e de facil remogao -
por hidrogenolise ou dealilac3do catalitica. O clorofosfa-
to de dialila tem a desvantagem, porem, de tornar-se explo
sivo quando deixado algum tempo em repouso, devendo ser u
sado logo apos seu preparo.



(CH, = CH-CH,-0), P-CL + ROH > (CH, = CH-CH,0), P-OR -
0 0

HZ/pt(etan0])¢ (OH)ZP_OR
]

0

Para o fosfato de monoetila o rendimento ob
tido foi de 71%,

ZWIRZAK-KLUBA (116) publicaram um metodo de
preparacao de monoesteres fosforicos, partindo do sal de -
tetrametilamonio do fosfato de di-ter-butila que reagindo
com um haleto de alquila, produziu o fosfato de diter-buti
lalquila, o qual por sua vez foi convertido no monoester -
alquilico com a retirada dos grupos protetores (ter-butila)
por intermedio do acido trifluoroacetico.

+ +
bt»Bu-O)z-ﬁ—Oj [MeaN ]+ RX » (t-Bu-O)Zﬁ-OR + MeaN X

0 0

CF3COOH (benzeno)
(OH)ZE'OR
0

MOFFAT-KHORANA (75) partiram do pirofosfato
de p-nitrofenila que reagiram com alcoois, formando-se en-
tao o triester fosforico, que por hidrolise alcalina bran-
da se transformou no monoester fosforico correspondente.

A) 2 (RO),P-OH + R'N=C=NR’ - (RO)zr;-o-ﬁ(on)2 +
| 0 o O



10

+ R'NH-CO-NHR'

B) Fosforilagao do alcool:

0
]
(RO)_P-0-P (OR), + R"OH =+ (RO).P-OR" + (R0) P-
2y 2 2 2y
0 0 0
C) Hidrolise alcalina branda:
a) LiOH <TH >NH2
(RO),P-OR" + (OH),P-OR" -
i b) Resina H* il
0 0
o
{ - +
| i
0 2

0 rendimento para o fosfato de monobenzila
foi de 94% e para o fosfato de monoetila 78%.

CHERBULIEZ (27) submeteu o acido polifosfo-
rico a alcoolise, obtendo entao fosfato de monometila com
54% e fosfato de monobenzila com 31% de rendimentos. Essa
alcoolise como ressaltou o autor, produz algumas impurezas

constituidas principalmente por diesteres fosforicos e a
separacao foi feita atraves dos sais de Bario.

OH
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OH OH OH OH

. | ! I Ba (OH),
HO-P~0 —P-0 -P-0OH + ROH  + nRO-P-OH -
] ] [[] ) ]
0 0 n 0 0
0"
!
+| RO-P-0" patt
0
0

DAVIS-R0SS (35) reagiram bifosfato de Sodio
em solucao aquosa, com oxido de propileno, obtendo o mono-
fosfato de 2-hidroxipropila com rendimento de 7%.

o
Ba (OH), !

NazHPOA + CH3-CQ:fH2 + CH3 -CH'CHz'O'ﬁ’O Ba
0

++

t
OH 0

MONTGOMERY-TURNBULL (76) (77) utilizaram o
bromofosfato de dimorfolina para a fosforilagao de alcoois
em presenca de uma base organica. Apos a reacao de fosfo-
rilagao, o produto formado foi hidrolizado, dando o monoes
ter esperado.

g‘Hidrélisi
Base organica \Regina H

+ ROH A -+ -P- ) ~+
0 OR 5 (N O)2

/7 \
Br-P(N_ 0),
0 0

OH

' 7\
RO=P-
+ RO 5 OH + 2HN O
0
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MITSUNOBU e col.(73)'reagiram fosfato de di
morfolina e etila, com a-Bromo~ciancacetamida Ou a-Bromo-
malonamida e alcool a temperatura de -109C.

0 produto de reagao extraido com Clorofor-
. . . cm +
mio, foi passado por resina cationica na forma H dando o
acido monoalquilfosforico.

-A) Com a-Bromo-acetamida:

N\
C,H. -0-P(N 0), + NC-CHBr-CO-NH2 + ROH +

25 noN_/ ‘2
0
RO-P 0 C.H.B NC-CH_-CO-NH
* '“(N\ Py *+ CyHgBr + NC-CH,-CO-NH,
0
(')H
7\ Resina HY
RO-P(N O eena ', RO-P-OH
n(\__/ )2 H O "
0 2 0
B) Com a-Bromo-malonamida:
C,He =0-P (N 0), + H,N-CO
255 Ty Yy 2 T2 SCHBr + ROH -
0 H,N CO
+ RO-P (N 0), + H,N-CO
N/ 2 27 "UNCH. + CLH.Br

a) Hy0
b) resina H+
?H

RO - P ~ OH

f
0

Para o fosfato de monoetila, preparado sob
forma de sal de bis-ciclohexilamonio, o rendimento foi de 2.
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MEISE~-MACHLEIDT (72) apresentaram varias
possibilidades de preparacao de monoesteres fosforicos. As
reages foram baseadas na agdo do diclorofosfato de morfo

lina com alcoois (esquema A e B) e alcoolise do fosfato de
dimorfolina (esquema C).

Esquemas apresentados:

Esquema (A)

Cl OH 0
! Ho0/Base /~\ | b ™\
¢ W-p-or 2200B2%e, N poor P22, po-p-0” 4 ¢ N
\_/ 1 /i [ o/
37 0 0 0
74
({_ﬂ\ P-(C1
A (€,
0
©
(o)
= Esquema (B)
A laca o 0
| Dea qu agao { T
0 N-P-OR —aniontca _, N- P OR -Base, Ro-P-0" + 0 NH
N/ ./ " __/
0 0 0
Egquema (C)
N\ ?R /““\ ?H ?q /~\
B -
d nep-N 02222, ¢ N\p-or B2, goop-o” + ¢ N
AN TN [ " \_/
0

Pela hidrolise basica (esquemas A e C) ob-
tem-se o sal desejado do monoester fosforico; a dealquila-
¢ao anionica em (B) conduz a formagao do fosfato de morfo-

lina e alquila que pode ser tratado com base, dando o mono
ester desejado.


file:///___y
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Seguindo 0 esquema C 0s autores prepararam fosfato de mong
alila com rendimento de 45% e pelo esquema B com 76% de
rendimento e fosfato de monoetila com 75% de rendimento.

CRAMER e col. (30) (32) (33) idealizaram -
um metodo muito especifico para a fosforilagao de alcoois
em geral. Partiram do HﬁPOa e usaram a triclorocacetonitri
la como ativante de um grupo -0H do H3P04’ grupo esse que
sera substituido pelo grupo -OR do alcool. Forma-se assim
especificamente o monoester fosforico determinado. 0 pro
cesso se da em meio francamente basico com trietilamina e
0 solvente usado e a acetonitrila. Obtiveram rendimentos
de 38,4% para o fosfato de mono-ter-Butila (33), 77% para
o fosfato de monobenzila (32) e para esteres de terpenos
os rendimentos foram de 30% (fosfato de monofarnesila) e
36% (fosfato de monogeranila) (30).

M gt N O i
' 3 v ROH
C] C-CN + HO-P-OH.—.—.—.—-; HO“P-O-C PEARALETY
3 n H ‘cc13

OH
|

+ HO-K—OR + C13C-~CO-NH2
0

TENER (101) reagiu monofosfato de 2-cianoe
tila com alcoois em presenga de Diciclohexilcarbodiimida
(DCC) como ativador da reagao. ODesse modo se formou um di
ester que por hidrolise alcalina branda perdeu um grupo civ
anoetila, dando o monoester desejado. O monofosfato de 2-
cianoetila foi preparado reagindo-se POC1, com B-hidroxia
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crilonitrila,

A)

POC]3 + HO-CHZ-CHZ-CN + (C])Z-E-OCHZ-CHZ-CN +
0

H.0
— (OH),-P-OCH,CH,CN
L}

iridina
P 0

B) Fosforilagao de alcoois:

OH
B

(OH) ,P-0CH,-CH,CN + RoH ~2£E— op- P-0CH,-CH,CN
[}
0 0

OH
a) Nnﬂﬂ_lu_u_+ RO~ p OH

b) resina H*
0

Por esse metodo, o autor preparou nucleoti-
dos com 81 a 88% de rendimentos. o |

ZIOUDROU (115) utilizou a reagao do acido -
n-benzoilfosforaminico ou um de seus derivados (p-metil ou
p-nitro) com alcoois, em presenga de bases organicas,obten
do como resultado a fosforilacip dos alcoois. A prepara-
¢do do acido n-benzoilfosforaminico obedeceu a técnica de
TITHERLEY-WORRAL (103).

A)
a) Benseno
CGHS C0~NH2 + PC]5 —s € H ~CO-NH- P(Cl) +
' b) H 0

0
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H,0

— CgHsCONH-P(OH),

tridina
P 0

Vs

B) Preparagao do moncéster fosforico.

a) Et3N
C_H_CONH-P(OH + ROH —+ C_H_CONH., + RO-P(OH -+
0 2774 0
O :
’ O- N\H3
NH, ‘o ‘
—_— RO-P-0 H
(]
0 12

0s rendimentos obtidos foram de 74% para o
fosfato de monoetila, de 63% para o fosfato de monobenzila
e de 65% para o fosfato de monociclohexila.

MAYNARD-SWAN (69) partiram do acido 2-Cloro
decilfosfonico, alcool e ciclohexilamina, obtendo o monoes
ter fosforico.

OH

, { +
68H17 ~CHC1~CH2*§-0H + ROH + 3 <:::> NH3 4+
0 +
NH
0° v 3
, ' ; v
+ CSH”*CHHCH2 + (H > NH3 . C1 + RO-ﬁ-O [::]

Os autores foram os primeiros pesquisadores
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a sintetizar um monofosfato alquilico com alcool terciario,
obtendo o fosfato monoter-Butila, cujo rendimento foi de -~
66%. Para o fosfato de monoetila o rendimento foi de 70%

e para o fosfato de monofenila de 83%.

KIRBY (58) reagiu acido fosforoso, trietila
mina e iodo em solugao alcoolica do alcool a ser fosforila
do. A reagao se realizou instantaneamente e Se deu com a
oxidagao do anion fosfito a fosfato pela acao do iodo.

0 ' "0 0
N F oo
P + ROH + I, + 2Et_ N ~ P + 2Et_NHI
2 3 -/ \\ 3
HO H 0 OR

HO

N\ /
7N\

0 meio de reagao necessita ser anidro para
evitar a formagao de impurezas fosforiladas e o rendimento
conseguido para o monofosfato de buteno 1-4-diol foi da or
dem de 90%. |

OBATA e col. (83) tambem reagiram acido fos
foroso com alcoois, empregando sais de mercurio como oxi-
dante, utilizando a trietilamina para acelerar a reagao.

HO 0 OH
Y 4& Et3N ) 0
p + HgCl_ + ROH ——=—us RO-P-0OH + Hg~ + 2HCI
VAR 2 i
HO H : 0

Os rendimentos obtidos foram de 80% para o
fosfato de monobenzila., O0s autores fosforilaram uma serie
de alcoois primarios, secundarios e borneol.

LAPIDOT (62) obteve p fosfato de monoter-Bu
tila oxidando com KMnOa o sal de monociclohexilamonio do
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fosfito de ter-Butila.

?H3 H CH; ONa
U +  KMn0,/H,0 ! !
H,C-C -0-P-0 NH, mamcg—— CH,-C-0-P-ONa
3'3 -3 NaWto, 3,3
CH, CH,
CH,

!
CH_-C-0-P (OH
375707y ()2
CH 0
3

. +
regsina H

WITTMANN (112), partiu do acido fosforico -
diretamente com alcoois, usando o cloreto de picrila ( em
meio pirid?nico) como agente capaz de controlar a fosfori-
lagao, encaminhando-a para a formacao de monoesteres fosfo

ricos. Por esse processo, preparou o fosfato de monocetila
com 39% de rendimento.

r- ’, -
<
Cl
]
0,N[ |1 NO ~ 0,N NO
M N2 ), ] 02 2 HyPO4
NOZ N NOz
I ] (W]
0
]
(')-P (OH),

OH

Y |
* 02"@ o, RM L Ro-p-on
«

[
NO; 0
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NUSSBAUM-TIBERI (82) utilizaram o acido S
-alquilfosforotioico (que age tambem como protetor de um
grupo -OH do acido fosforico), para a produgao de monoeste
res fosforicos. A substituicdo da tioalquila apos a fosfo
rilagdao de um alcool, foi feita em meio acido ou basico,de
forma branda e em presenca de lodo. O metodo utilizou-se
da Diciclohexilcarbodiimida (DCC) para favorecer a reagao;
a preparacgao do acido S-alquilfosforotioico foi feita se-
gundo o metodo descrito por AxERFELDT (1) partindo-se do
brometo de alquila e do sal de Litio do acido fosforotioi-
co em presenga de Dimetilformamida (DMF).

a) Preparagao do acido S—alquilfosforotidico:

DMF

2

RS-P (OLi), + LiBr
]

(R = C,H,)

b) Fosforilagao de alcoois:

0
. RO DCC |
C,H.S-P(0 + ROH -y RO-P-SC_H >
25 “( )2 piridina W25
0

0

l - -
'ﬁjﬁm* RO-P(07), + 17 + C,H S=SC,H,

Os autores prepararam o monoester fsforico
de um alcool esteroidico com 35% de rendimento e o fosfato
de mono-5-iodo-deoxiuridina com 36% de rendimento.
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Preparacido de monoésteres fosforicos via Di
clorofosfatos de alquila e de Fenila.

0 diclorofosfato de alquila ou de fenila
que por hidrolise produz monoesteres fosforicos, foi prepa
rado por alguns autores e temos a ressaltar os seguintes
trabalhos:

WICHELHAUS (111) partiu do cloreto de dietil
fosfito, reagindo-o com cloro, obtendo primeiramente o sal
de fosfonio que perdendo uma molecula de cloreto de etila
deu o diclorofosfato de etila.

(C,HO, P-C1 + €1, » [(C,HOLPCI, | €17 o

Cl
'

+> C2H5 -O-ﬁ‘C] + C2H5C1
-0

GERRARD (42) tentou obter o diclorofosfato
de alquila, reagindo fosfatos trialguilicos com PoCl,. ©
rendimento porem foi muito baixo, porque a reacao princi-
pal consiste na formagao de pirofosfatos de alquila.

2 POC1, + (RO),P=0 = 3 RO-P(CT),
L]
0

0 mesmo autor melhorou o rendimento de di-
clorofosfato de alquila, em trabalho posterior (43) reagip
do um complexo (fosfato trialquilico/cloreto de Boro) ob-
tendo porem ao lado do produto principal, uma complexa mis
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tura de compostos.

GRUNZE (46 -a 49) obteve diclorofosfato de
metila, etila, n-propila, iso-propila, n-butila e de alquns
nucleosidos, partindo do anidrido diclorofosforico, promo-
vendo uma alcoolise com a quebra da ligagao P-0-P. A rea-
¢ao foi realizada em temperaturas entre -20 a 00C para di
minuir a formagao de produtos secundarios e apos a reacao
se separou o diclorofosfato de alquila por destilagao.

H,0
(C1),P-0-P(C1), + ROH > RO-P(C1), + HO-P(C1) 6 —2—
2y 2 " 2 it 2

0 0 0 0

+ RO-P(OH),
it
0

0s rendimentos foram de 99% para alcoois -
primarios e 40% para alcoois secundarios; com nucledsidos
obteve rendimentos ate 85%.

MIZUMA e col. (74) prepararam uma serie de
Diclorofosfatos de alquila partindo de POCl13 (dissolvido -
em eter) ao qual foi adicionado lentamente o alcool a ser
fosforilado. O0s rendimentos foram de 73% para o dicloro-
fosfato de metila, descendo gradativamente ate 42% para o
diclorofosfato de n-decila.

KING=NICHOLSON (57) reagiram POCT, com fe-
nol em solugao piridinica preparando assim o diclorofosfa-
to de fenila, que dissolvido em agua e neutralizado com
Ba(OH), deu o sal de Bario de fosfato de monofenila com -
rendimento de 87%.
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1.3.0. - SINTESE DE MONOESTERES FOSFORICOS coM “°p.

A importancia dos monoesteres fosforicos
nas reagoes biologicas, levou alguns autores a criar ou
adaptar metodos que possibilitassem a sua sintese, introdu
zindo o 2P na molecula.

CHARGAFF (25) em 1938 preparou o fosfato de
mono-2-3-dihidroxi-propila como sal de Bario, partindo do
1-2-0-isopropileno-glicerol, fazendo-o reagir com 32POC]3
em presenga de quinolina a temperatura de -200C.

CH, - CH-CH,-OH i CH, - ?”-CH2-0'32ﬁUT5
0 0 0 0 0
N/ . 32pgcy BalOH), | N\

H c/ \CH : H c/ \cu

3 3 ' 3 3

+| CH, -CH-CH,0-32p(0") | Ba**
12 2 i
OH OH 0

RILEY (91) aqueceu quantidades equimolecula
res de H332P04 anidro e de Colina completamente anidra,ob-
tendo o fosfato de monocolina, cuja separagao foi feita pe
1a conversao em sal de Calcio.

4
32 - Ca(OH),
H,3%p0, + [ (CH4) ,N=CH,~CH,OH ] c1m 222702,

c1°
4
e el on32pra +4
» | (CHy), N-CH,~CH, -0 ﬁ(o ), Ca
| 0

Ba

+t
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AXELROD (4) utilizou o 32P0€13 como agente
fosforilante em presenca de piridina, preparando assim 0
fosfato de mono-p-nitrofenila e em seguida o sal de Bario
correspondente:

32 , 72\ .32
Poct, + ot () No, + 0,N @o l;(Cl)z +
0

H.D
I AN 0,N /\ >-o-32p 0 patt

Ba (0H),

RUDNEY (94) introduziu 2P na molécula de
fosfato de mono-2-hidroxi-propila, reagindo KZHBZPOA com g
xido de propileno a temperatura ambiente durante 14 dias.

32 pptt 32 - ++ HaS |
K.H PO, 4+ CH.=CH=CH, —us H.«CH=- Y et Pb
177P0, ¢ CHy-Clgh, [C 37 GH-CHp=0="000 ), |PY 55 tony s
OH 0

s | cH -CH-cH_-0-3%p(0”) | Ba*t
3o 2 u
oH 0

TENER (101) adaptou seu metodo de prepara-
cao de monoesteres alquilicos para a sintese dos mesmos com
32p,  Usou a Diciclohexilcarbodiimida (DCC) para produzir
pirofosfatos, os quais hidrolizados produziram diesteres
de 2-cianoetila e com Ba(OH)2 obteve o monoéster fosforico
como sal de Bario. Apos a fosforilagao do alcool e remo-

¢ao do grupo 2-cianoetila, obteve o monoester fosforico -
32
p.
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A)

0
32 e L DCC Ced opw oy 32,7
243 "0, +4HO-CH,-CH CN —=2 (NC-CHy=CH,-0), *2P

TR ST 32,7
(NC-CH,-CH,-0), p%b

B)
0

(NC-CH_-CH_-0), 32p7 "

272" N 32!

g 0 M0 2 (NC-CH,-CH 0P
(NC-CH,-CHy=0), Py 0
Ba{0M)2 , | Ne-chy-cH,-032p(07),| Ba** + CN-CH,~CH,-OH
f

0

| . +
NC-CH2~CH2-0-3ZP(0“)2 patt Resina H' |
]
0

o NC-CH —CH -n32
NC-CH,=CH,-0-2%P (0H),
0

C) Fosforilagao de um aleool:

OH
|
NC"CHz"CHz“BZP(OH)2+R0H Bee, NC-CH2~CH2-0-32P—0R +
" - f
0 ' 0
QH

hidrolise alecalina Branda, R0O=32p-0H
"
0

Para o fosfato de mono-5'-ribonucleose 32P

o rendimento deste metodo foi de 60%.

¥
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1.4.0. - PORMA SALINA SOB A QUAL PODEM SER APRESENTADOS 08
MONOESTERES FOSFORICOS.

CAVALIER (20)(21)(22) foi o primeiro a in-
troduzir a forma salina de Bario como meio de purificacao
e separacao dos monoesteres fosforicos, tendo tambem prepa
rado sais de Calcio, Estroncio, Potassio e Amonio (21).Des
de entdo muitos autores tem preferido a forma de sais de -
Bario como meio de purificar e separar os monoesteres fos-
foricos em geral (2)(3)(13)(27)(29)(35)(47)(57)(61)(114).

Trabalhos mais recentes empregam a forma de
sais de bis-ciclohexilamonio que reune varias vantagens de
preparagao, purificagdo e pode ser usada em estudos bioqui
micos variados (32)(33)(62)(68)(69)(70)(72)(73)(75)(82).

OBATA-MUKAITYAMA (83) preferiram os sais de
anilonio afirmando que os sais de bis-ciclohexilamonio dao
analises elementares de C e H com teor mais baixo que o re
al, devido a exigencia de temperaturas altas para a comple
ta combustao.

ZWIRZAK~KLUBA (116) tambem usaram sais de a
nilonio.

Ha ainda referencias a trabalhos com sais
de piridina (101), de mono~ciclohexilamonio (115) e fenila
cetamida (77).

1.5.0. - APLICABILIDADE DOS METODOS DE FOSFORILACAO.

0s primeiros metodos estudados, principal-
mente aqueles do seculo passado e principios deste seculo,
ja mencionados nesta introdugao, produziram misturas de
produtos fosforilados que apdos a separagao e purificagao
como sais de Bario, apresentavam rendimentos baixos quanto
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ao monoester considerado.

Em face a problemas desta natureza, os pes
quisadores foram levados a procura de metodos mais seleti
vos na preparagao de monoesteres fosforicos, tendo por ob
jetivo a possibilidade de serem encontrados agentes fosfo-
rilantes e condicoes de trabalho especificas, abrangendo
preparacoes de fosfatos monoalquilicos de alcoois prima-
rios, secundarios, terciarios, glicidios, nucleosidos, fos
fatos monoarilicos, etc..

Procurando agrupar os diversos metodos des-
critos segundo as caracteristicas de similaridade apresen-

tadas, podemos classificar os seguintes agentes fosforilan
tes:

a) Acidos: Metafosforico, pirofosféorico ou polifos-

forico.

Alguns autores promoveram a alcoolise e hi-
drolise do trimetafosfato de alquila (29) com bons resulta
dos somente para alcoois primarios; para os alcoois em ge-

B

ral observa-se a formagdo de impurezas constituidas por 2
cido fosforico (27)(61), fosfatos de dialquila (27) e meta
fosfato de dialquila (29). O emprego do pirofosfato de te
tra-p-nitrofenila (75) na fosforilagao de alguns alcoois
primarios como o metilico e o benzilico, deu bons resulta-
dos, com rendimentos de ate 94% para o fosfato de monometi

la e de 78% para o fosfato de monobenzila.

b) Fosfato trissddico com Iodeto e Sulfato de alqui
la.

0 metodo foi estudado por BAILLY (5)(6) ten
do sido indicado para fosforilacoes de alcoois primarios -
(70% de rendimento) e ndo satisfatorio para alcoois secun-
darios (11% de rendimento).
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€¢) Fosfato diacido de prata - (AgH,PO,).

Foi utilizado em dois trabalhos de sintese
(7) (114) e foram fosforilados alcoois primarios e secunda
rios, mas os rendimentos nao ultrapassaram 40%.

d) Monoclorofosfatos de fenila e de alquila.

A principio foi desenvolvido um metodo vi-
sando a sintese de monoesteres fosforicos de produtos natu
rais, que nao se mostravam passiveis de serem preparados -
pelos metodos existentes. Assim, pelo emprego do clorofos
fato de difenila houve a possibilidade de fosforilacao de
varios glicidios (13)(63). Posteriormente empregou-se )
monoclorofosfato de dibenzila (2)(3) e de dialila (68) ob-
tendo-se monoesteres de alcoois primarios e secundarios com
bons rendimentos.

e) Agentes fosforilantes diversos; atraves de gru-
pos protetores.

0 fosfato de mono-2-cianoetila em presencga
de Diciclohexilcarbodiimida (DCC) como ativador da reagao
foi empregado na preparagao de nucleotidos com rendimentos
de ate 88% (101).

0 acido n-benzoilfaosforaminico, fosforilou
alcoois primarios e secundarios com rendimentos ao redor
de 65% (115), enquanto que o acido 2-Cloro-decilfosfonico
em presenga de ciclohexilamina permitiu a fosforilacao de
alcoois terciarios pela primeira vez (69), além de fosfori
lar alcoois primarios e fenol.

0 emprego do acido S-alquilfosforotioico -
(82), cujo grupo tioalquilico funciona como grupo protetor
de uma -OH do acido fosforico, favorece a formagao de um
monoester e se presta a diversos tipos de fosforilagdao por
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que o grupo protetor & passivel de remoc3o em condigdes su
aves: acidas ou alcalinas.

0 fosfato de di-ter-butila e alquila em pre
senca de acido trifluoroacetico (116),perde os grupos ter-
butila, dando um mono€ster alquilico. 0 metodo sG se pres
ta a preparagao de monoesteres de grupos alquilicos prima-
rios ou secundarios. Os rendimentos bastante variados, fo
ram de 95% para o fosfato de monometila, descendo para 36%
com o fosfato de mono-sec-butila.

0 emprego do acido fosforico e alcool dire-
tamente, sem a formagio de mistura complexa dos primeiros
pesquisadores (64)(66)(84), so foi possivel gracas a in-
troducao de agentes protetores como a tricloroacetonitrila,
utilizada com exito nos trabalhos de CRAMER e col.(30)(32)
(33), que permitiu a fosforilagao de alcoois primarios, se
cundarios e terciarios; tambem com o emprego do cloreto de
picrila sugerido por WITTMANN (112) se consegquiu com exito
a sintese de alguns monoesteres fosforicos de alquila e
principalmente de nucleotidos.

f) Fosfitos'de alquila e aeido fosforoso.

A oxidagao do fosfito de ter-butila com -
KMnOA (62), tornou possivel a preparacao de um fosfato de
mono-ter-butila, sendo que poucos sao os metodos que permi
tem a sintese de um monoester fosforico contendo grupos al
quilicos com Carbono terciario , dado ao fato de sofrerem
clivagem durante os processos de fosforilacgao,

A reagdo do acido fosforoso com alcoois e a
gentes oxidantes como o Iddo, (58) ou sais de Mercurio(83),
deu rendimentos altos de 90 a 100%, nao se aplicando para
alcoois solidos (58) ou alcoois passiveis de oxidagdo pelo
lodo.
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1.5.1. - CONSIDERAQOES SOBRE 0S METODOS DE__ PREPARACAC  DE
DICLOROFOSFATOS DE ALQUILA E DE FENILA.

O0s dicliorofosfatos de alquila e de fenila,
podem ser facilmente hidrolizados e convertidos em monoes-
teres fosforicos.

2
0 0

RO-P(C1), + H,O -+ RO*P(OH) + 2HCI
i 2 i 2

GERRARD (42)(43) reagiu POC]3 com fosfatos
trialquilicos, mas nao obteve resultados satisfatorios;
MIZUMA e col. (74) reagiram POCI, com uma serie de alcoois
primarios, obtendo rendimentos de 73% para o diclorofosfa-
to de metila e de 42% para o diclorofosfato de n-decila;
KING-NICHOLSON (57) reagiram tambem P0C13 com fenol, hidro
lizando em seguida o diclorofosfato de fenila, obtendo um
rendimento de 87% para o fosfato de mono-fenila sob forma
de sal de Bario.

GRUNZE (46 a 49) empregou o acido diclorome
tafosforico como agente fosforilante, conseguindo dicloro-
fosfatos de alcoois primarios com 99% de rendimento e de
alcoois secundarios com 40% de rendimento.

1.5.2. - METODOS DE SINTESE DE MONOESTERES FOSFORICOS EM-
PREGANDO 32p,

Varios autores, dentre os que prepararam mo
noésteres fosforicos com >2P, partiram do 32POC13 (4) (25)
(35)(91), que pode ser preparado por troca isotropica(108)
ou entao partiram do H332P04 (94) transformando-o no agen-
te fosforilante apos um trabalho demorado (101).

0 metodo CRAMER (33) constando deste traba-
tho, nos permitiu partir do H332P0& sem necessidade de -
transforma~-lo num agente fosforilante.

INSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA

o
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PARTE C - METODO DE CRAMER

1.6.0. - CONSIDERACOES SOBRE A UTILIZACAO DO METODO DE

CRAMER NA PREPARACAO DOS MONOESTERES FOSFORICOS.
MARCAGAO CoM 32p,

Dentre os metodos ja descritos na literatu-
ra para a preparagao de monoesteres fosforicos alquilicos,
e arilicos, poucos apresentaram rendimentos satisfatorios
e a maioria produz misturas de produtos fosforados sob a
forma de ortofosfatos,polifosfatos, diesteres e triesteres
fosforicos, cuja separagao e muito dificil. A razao de tan
tos produtos secundarios & decorrente da diferente reativi
dade dos alcoois primarios, secundarios, terciarios, alco
ois insaturados, funcao alcool de nucleosidos e fenois.

Um dos metodos mais versateis e que apresen
ta melhor rendimento para qualquer tipo de alcool, a par-
tir de acido fosforico e tricloroacetonitrila, foi desenvol
vido por CRAMER e col. (33).

Este metodo e Util tambem para a marcacao -
32P, tendo a vantagem de usar diretamente

0 H332P04 que nos @ fornecido pelo Instituto de Energia A
tomica de Sao Paulo.

de fosfatos com

A primeira tentativa na preparacao de mono-
esteres fosforicos a partir de diclorofosfatos de alquila
(74) e de fenila (57) so foi satisfatoria para alcoois pri
marios e fenol, levando-nos a optar pelo metodo de CRAMER.

Outros metodos analogos, partindo tambem do
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acido fosforico como o de WITTMANN (112) e o de TENER(101)
nao foram considerados prefereveis ao de CRAMER, dadas as
condigoes de trabalho mais longas e delicadas e principal-
mente devido as condigoes absolutamente anidras exigidas
pelos mesmos, que nos forcaria a um tratamento previo do §
cido fosforico 3%p (56) que e fornecido em solugao aquosa.

1.6.1 -~ REATIVIDADE DO ACIDO FOSFORICO COM A TRICLOROACE~-
TONITRILA.

0 acido fosforico e passivel de reagao dire
ta com a tricloroacetonitrila, atraves de seu dianion
-HPO, ~ que tem a exata nucleofilicidade (pK 6 a 7)para se
adicionar ao grupo -CN, formando-se um imidoester fosfori-
co. Esse imidoester, reage com alcoois, numa reagao em
presenca de uma base organica como a trietilamina, dando -
um monoester fosforico quando utilizados 2 moles de base -
para cada Mol de acido fosforico; caso seja empregado um
s0 Mol de base, havera a formagao de um diester (32)(39).

C1,C-C=N C1,C-C=NH
t oy :
? " (C,Hc) N ? +
Ho-p-on _c2fs)al | “g-P-0" HN(C M)y +
L] il
0 . A 2
OR
ROM ., 0‘-;» B ﬁ C1.,C-C-NH
R -P-0 H(c2H5)3 + 3c~"— )
o ]| -, 0

A reatividade da triclorvacetonitrila com o
acido fosforico, possibilitando a fosforilagdo de um alcool
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decorre dos seguintes fatores: (31)
a) 0 grupo CI3C- da tricloroacetonitrila tem efeito
indutivo para a formagao do imidoester.

b) 0 grupo imidinico que se forma vai ter efeito in
dutivo na fosforilagao de um alcool.

c) A tricloroacetamida formada apos a reacao do imi
doester com um alcool, e irreversivel.
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CAPTTULO 11

PROPRIEDADES GERAIS DOS MONOESTERES FOSFORICOS ESTU-
DADOS, SOB A FORMA DE SAIS DE BIS-CICLOHEXILAMONIO.

2.0.0., - FORMULA GERAL:

R corresponde aos grupos: Metila, Etila, n-
Propila, iso-Propila, n-Butila, sec-Butila, ter-Butila,Ben

zila e Fentila.

2.1.0. - PROPRIEDADES GERAIS.

2.V.1. - SOLUBILIDADE.

0s sais de bis-ciclohexilamonio dos monoes-
teres fosforicos em geral, sao substancias cristalinas .in
colores, sendo que os monoesteres alquilicos se apresentam
muito solUveis em agua e metanol, pouco soluveis em alcool
etilico a frio e insoluveis em acetona,eter e cloroformio;
o monoester fenilico & bem soluvel em dqua, pouco soluvel
em metanol e insoluvel em etanol, mesmo a quente.

2.1.2. - FORMA DE CRISTALIZACAO.

Todos os monoesteres da serie estudada fo-
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ram obtidos sob forma anidra.

2.1.3. - PONTOS DE FUSAO

0s sais referidos apresentaram ponto de fu-
sao determinado, com uma forma de "sintering" antes da fu
sdo propriamente dita, que se da com decomposigao. Alguns
pontos de fusao ja constam da literatura, porem observa-se
uma discordancia entre os autores na determinacao da tempe
ratura de fusao dos fosfatos de monoetila e de monofenila,
na forma de sais de bis-ciclohexilamonio. Isso pode ser
decorrente especialmente de agua de cristalizacao e outros
fatores, tendo-se em vista os metados diversos de sintese
que foram empregados.

2.2.0. - HIDROLISE DE MONOESTERES FOSFORICOS

0s fosfatos organicos monosubstituidos, po-
dem ser considerados acidos dibasicos mais fortes que o a-
cido fosforico. Em geral tem constantes de dissociagao aci
da de la. ordem de 10"} a 10"% e de 2a. ordem de 107%a107®
dependendo do grupamento organico esterificado na molecula
(18)(60). '

Todas as consideragoes referentes a hidroli
se dos monoesteres fosforicos, podem partir da curva tipi-
ca representada na hidrolise do fosfato de monometila a
100,10C., variando-se o pH do meio de reagao (17).
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FIGURA 1
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Hidrolise de fosfato de monometila a 100,19C.
A) Curva experimental

B) Curva calculada.

A velocidade da reacao nos diferentes pH es
tudados, permitiu que se chegasse a conclusao de que o me-
Thor pH coincide com o valor 4,

A curva representativa da hidrolise do fos-
fato de monobenzila se apresenta de modo um pouco diferen-
te da curva correspondente a hidrolise do fosfato de mono-
metila, pois o pH correspondente ao ponto maximo e desloca
do para regides mais acidas (12).

Em solugao aquosa, os monoesteres fosfori-
cos sofrem dois tipos de dissociagao, dando origem a tres
formas em solugao:

1 11 111
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Cada forma de dissociagdo ionica, pode ser
envolvida em reagoes quimicas diretamente com a agua ou a
traves de um intermediario reativo. Essas reagdes sdo fei
tas pela quebra da ligagao C-0 ou P-0 (44). Na curvs de
hidrolise ve-se que a melhor condigdo coincide com pH 4 ha
vendo em pH 1 ou 8 uma queda na velocidade de hidrolise. 0
conhecimento das constantes pK1 e pK2 dos monoesteres fos-
foricos, nos permite calcular as quantidades relativas pre
sentes das formas ionicas II, III e da forma I, em cada pH
considerado, e deve-se levar em conta tambem os efeitos -
produzidos pela variagao estrutural dos grupos R com rela-
¢ao a velocidade de hidrolise. Para cada pH considerado ,
na hidrolise do fosfato de monometila a 100,19C., foi cal-
culada teoricamente a velocidade de reacao pela equagao:

10 v = 8,23 [M] + 0,5 [N] e T [N] [H1 (16)

[M] e [N] s30 concentracoes dos esteres nas
formas ionicas e neutra, calculadas pelas constantes de
dissociagao do fosfato de monometila em que o pKy=1,61 e o
pK,=6,85 a 1000C.; [H#] e a concentracao hidrogenionica e
a exponencial descreve o efeito do sal na hidrolise da es-
pecie neutra. A curva tracada com esta equacgao teve boa
coincidencia com a curva experimental de hidrolise (17) co
mo no grafico atraz, representado na figura 1.

CHANLEY e col. (24) sugeriram que a hidroli
se de monoesteres fosforicos se realize com o ataque nucle
ofilico da agua ao fosforo, havendo a quebra rapida do es-
tado de transigao:

0
|

oo™

.-
|
RO-P-OH = ROH + HO-P-OH
] L
/0 0
H,0
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Para uma melhor compreensao do problema da
hidrolise de monoesteres fosforicos, € necessario conside-
rar, que entre as formas de dissociagao, a forma Il ou mo
noionica , € a que sofre hidrolise com mais facilidade e
mais rapidamente portanto; seu pH otimo e 4 e a clivagem -
da molecula se da na ligagdo P-0 (18). A grande reativida
de do monoanion e explicada de varias formas por diferen-
tes autores (107) e verifica-se a existencia de um interme
diario (A) da seguinte forma:

OH 0 O 0. o]
| P
RO-P-0" + H,0 | rR-07 No + ROH + H,0 + \,P-/ -
: )
H H
No
|
_ H i
(R)

Hlp——-; H.P 0-
. 2 74
raptido

A alta reatividade do mono3anion deve depen-
der de dois fatos: da carga negativa -0 e do grupo -OH Ti
gados ao atomo de Fosforo. O grupo -OH pode transferir um
proton ao "leaving group" alcoxido que seria eliminado sob
a forma de alcool (ROH) e esse processo & mais favoravel e
nergeticamente do que a eliminacao de um ion alcoxido (18).
A transferencia do proton ao Q alcoolico e parte obrigato-
ria do processo e a fungao do proton e de converter o gru-
po alcoxido no "leaving group" energeticamente mais favora
vel (16).

Na equagao acima vista, o on metafosforico
monomerico hipotetico -P03” reagiria rapidamente com a a-
gua, dando o ion fosfato di-hidrogenado. Nos solventes com
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pouca agua, os metafosfatos condensados chegaram a ser iso
lados, mas os metafosfatos monomericos nao, pois apenas
formados, seriam captados pelo solvente ou se condensariam
com eles proprios. As constantes observadas sao de la. or
dem (18). ’

A estabilidade do di-anion III perante o a-
taque dos Tons -OH  da agua dipolar, reside na repulsdo e
letrostatica sofrida por esses jons em face ao excesso de
carga negativa do di-anion. Todavia, esse raciocinio nos
levaria a crer que a forma neutra I seria a mais reativa,
visto nao ter cargé livre para repelir o ataque da oxidri-
Ta da agua. Outra explicagdo dada (24) seria que na for-
macao do estado de transigcao, apos o ataque da molecula da
agua, existe um certo estiramento da ligacdo P-0 e presume
se que a maior capacidade de estiramento se deva a menor
forga de ligagao entre os atomos P-0 nas diversas formas
ionicas dos monoesteres fosforicos. Na forma neutra, por-
tanto a ligacdo P-0 e forte e o estiramento e dificultado.
Na forma monoionica, as forgas que poderiam impedir o ata-
gue da agua sao minimizadas e a especia ionica se torna
bastante reativa.

Em solucoes muito acidas, a concentracao da
forma nao dissociada & alta e a hidrolise teria um interme
diario semelhante a forma (A) onde existe a adigao de um
jon H*; seria formado um alcool ROH e o acido metafosfori-
cOo monomerico -HPO3'. Nesse caso, o intermediario ndo per
deria ROH tao rapidamente como faz o intermediario (A) que
tem uma carga negativa. Em presenca de acidos fortes, es-
ses monoesteres apresentam um ou mais mecanismos adicio-
nais, com clivagem C-0 predominante (19).

0 emprego 180 esclareceu bastante o estudo
da hidrolise. Tratava-se de estabelecer com precisao se a
quebra seria preferencialmente na ligagao C-0 ou P-0,(16).
0s monoesteres alquilicos em pH 4 apresentaram a quebra na
regiao P-0.
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Alguns autores puseram em duvida o valor de
180 na determinagao do ponto de clivagem da ligacao P-0-C,
aventando a possibilidade de troca simultanea do 180 nos -
reagentes e produtos formados, falseando entao os resulta-
dos (16).

BUNTON (18) estudou a hidrolise do fosfato
de monometila e apresentou o seguinte esquema:
Catalise acida-fase inicial.
4 rapida
CH,-0-P(OH), + W' = CH,0-P(OH),
" "
0 oH*

Em seguida pode ocorrer uma das fases des
critas:

a) hidrolise com quebra C-0:

1
18 |y lenta 18 .
Hy'80 + CH oép(ou)zwqw H180-cH + H,PO, ¢ 1
' i
' oWt
b) quebra P-0:
X L
! enta
H, B0 + CHy 0bP-OH == H'B0-p(oH), + CH OK + W’
' i
OHt 0

e) reagao do monoanion:

0T 0”
o lenta $ 4 .
CH, 0-P-0H  —————=* CH_ 0-P-0 2+ H.COH + PO
37 3N w 3 3
' 0
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Hidroliee do moncéster nao dissoctiado:

CHBO-::(OH)2 + H20 + CHBOH + H3P04
0
A hidrolise de monoanion @ pouco influencia

da pela presenca de substituintes que atraem eletrons per-
tencentes ao grupo R (18).

- 2.2.1, - INFLUENCIA DE CATIONS NA HIDROLISE DE MONOESTERES
FOSFORICOS.

Quase todos os monoesteres fosforicos alqui
licos ou arilicos sao estaveis em pH alcalino acima de 7 e
formam complexos cuja estabilidade esta ligada a especie
ionica. Com fosfatos de acetila em hidrolise nao enzimati
ca, adicionando-se Tons Mg++ em pH 7,6 se observou um cer-
to aumento na taxa de reacao com predominancia de quebra -
P-0 (59). Esse fato foi atribuido & formagao de um comple
xo do tipo quelato com o Mg'*, que & passivel de ser ataca
do pela agua, com quebra P-0. Foi tambem sugerida a forma
¢ao de complexos do tipo quelato nos quais o P seria um 1i
gante bidentado (16).
MLt

- -

-

0
"
H4C~C

A catalise verificada na hidrdolise de mono-
esteres fosforicos, por meio de certos metais como o La e
Ce na forma de hidroxidos (8)(78) foi proposta como um mo-
delo que pode ser aplicado para a hidrolise enzimatica.

0s complexos metalicos de dianions podem ser
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especies reativas tanto em catalise enzimatica, como nao
enzimatica (45).

2.2.2. - HIDROLISE DE MONOESTERES FOSFORICOS REALIZADA PE~
LAS FOSFATASES.,

0 termo Fosfatase e bastante generico,abran
gendo enzimas que catalizam a hidrolise de um ester ou ani
drido fosforico, transformando-os em metabolitos fosforila
dos (40)(92). A hidrolise de um monoester fosforico alqui
1ico pode ser promovida por uma Fosfatase, a qual ira pro-
duzir a clivagem da ligacao C-0 ou P-0 do monoester fosfo-
rico utilizado. Usando-se substratos marcados com 18() em
reacoes catalizadas por Fosfatases, se observou clivagem -
P-0 (78), e a faixa de pH considerada otima abrange certos
valores, havendo a predominancia de clivagem P-0, se o pH
for acido, ocorrende clivagem C-0, se for mudado o pH da
reacao. Para um mesmo valor de pH, mudando-se somente 0
grupo R esterificado, pode haver mudanga no mecanismo de
reacao.

32

2.2.3. - EMPREGO DE °“P EM ESTUDOS CINETICOS DE FOSFATAGES

0 uso de 2P em estudos relacionados com a
cinetica das reacoes com Fosfatases, tem sido feito com a
finalidade de elucidar pontos nos quais o tragador isotopi
co se torna indispensavel. 0 32p pode ser adicionado ao
substrato de reacao sob forma de fosfato inorganico, sendo
detectado nos produtos de reagao formados na catalise enzi
matica, ou entdao o substrato e previamente marcado com 32p
e empregado na determinagao de certos mecanismos (78)(55).
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CAPTTULO Il

PARTE EXPERIMENTAL

Preparacao dos fosfatos monoalquilicos e do fos-
fato de monofenila sob forma de sais de bis-ci -
clohexilamonio.

32Pa

2. Purificagao dos monoesteres.

3. Processos analiticos de reconhecimento qualitati
vo e avaliagao quantitativa dos elementos: P, N.

4. Preparacao dos monoesteres fosforicos com

5. Processos de contagem do 2P em contadores de ra
diacao B.

6. Espectros de Absorgao Infra-Vermelho.

7. Espectros de Ressonancia Nuclear Magnetica.

3.0.0. - SINTESE DOS MONOESTERES FOSFORICOS.
Reagentes utilizados:

a) HAcido fosforico p.a. (Reagen).

b) Acetonitrila (Carlo Erba).

c) Trietilamina (Carlo Erba).

d) Acetona p.a. (Merck).

e) Alcoois: Metilico, etilico, n-propilico, iso-pro
pilico, n-butilico, sec-butilico, ter-butilico,
benzilico (Baker).

f) Fenol (Baker).

g) Ciclohexilamina (Koch-Light-London).
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h) HAcido fosfarico 32p -

ca.

Instituto de Energia Atomi

i) Tricloroacetonitrila - preparada em nossos laho-
ratorios. |

3.0.1. - PREPARAGAO DA TRICLOROACETONITRILA (CC13-CN).

A sintese da tricloroacetonitrila se baseou
fundamentalmente nos trabalhos de DAVIES - JENKIN (34) e
MCBEE e col. (71).

A) Preparagao de tricloroacetato de etila:

Deixou-se reagir sob refluxo 223,59 (1,38 -
Mol) de acido tricloroacetico, 322g (7 Mol) de Etanol abso
luto e 1 m1 de acido cloridrico concentrado. Apos 6 horas
de refluxo, o produto resultante foi destilado em coluna
de fracionamento e pressao atmosferica ambiente. P.E.=16¢-
165° (750mm Hg). O rendimento foi de 217g (83%).

B) Preparagao da tricloroacetamida (34):

Colocou-se 100g de tricloroacetato de etila
em um balao e apos resfriamento em banho de gelo, adicio-
nou-se lentamente 200cm> de amdonea concentrada. Conservou-
se em geladeira por uma noite a 09C. A tricloroacetamida
se depositou no fundo do balao sob forma de cristais volu-
mosos e transparentes. Filtrou-se, lavou-se com um pouco
de tetracloreto de carbono e a umidade remanescente foi e-
liminada suspendendo-se o material em tetracloreto de car-
bono e destilando-se a mistura azeotropica ate a ausencia
de turvagao no destilado. 0 rendimento foi de 559 (72%).

C) Preparagao da tricloroacetonitrila:

479 de tricloroacetonitrila foram mistura-
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dos com 50 g de P,0, num balao de destilagao munido de co
luna de fracionamento. A mistura foi aquecida lentamente,
destilando-se a tricloroacetonitrila a uma temperatura de
840C e pressao atmosferica ambiente. Rendimento:31g (67%).

3.0.2. - TECNICA DE PREPARACAO DOS FOSFATOS DE MONOALQUILA
E FOSFATO DE MONOFENILA COMO SAIS DE BIS-CICLOHE-
XILAMONIO.

Dissolveu-se 8,59 de tricloroacetonitrila -
em 40mMoles do alcool desejado ou fenol e colocou-se essa
mistura em um funil de separacao ligado a um balao conten-
do: 2,39 de acido fosforico (20mMoles), 4,1g de trietilami
na (40mMoles), 15ml1 de acetonitrila e 3 gotas de agua. 0
balao estava munido de agitador magnetico e foi deixado a
temperatura ambiente todo o tempo de reagao. Gotejou-se o
conteudo do funil de separagao, lentamente, durante 15 mi-
nutos, deixando-se entao a reagao se processar por um  pe
riodo de mais duas horas sob agitagao. Passado esse tempo,
juntou-se ao balao 150ml1 de acetona, transferindo—se tudo
para um frasco_er1enmeyer de 250ml de capacidade, adicio-
nando-se 15ml de ciclohexilamina, que formou um precipita-
do volumoso do monoester fosforico sob forma de sal de bis
ciclohexilamGnio. Deixou-se por uma noite em geladeira -
(09C) apds o que se procedeu a filtracao a vacuo do preci-
pitado, lavando-o em seguida com acetona.

3.1.0. - PURIFICACAO DOS MONOESTERES FOSFORICOS - SAIS DE
BIS-CICLOHEXILAMONIO,

Para os fosfatos monoalquilicos, a tecnica
de purificacdo foi a descrita por CRAMER (33): dissolveu-
se a quente cerca de 29 de cada moncester em uma misturade
100m1 de alcool etilico com 10% de ciclohexilamina e 1% de
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agua. A solugao resfriada e levada a geladeira (09C) depo
sitou apos algumas horas, cristais em forma de agulhas que
foram filtrados, Tavados com acetona e secos a vacuo sob
P,0,. A recristalizagdo foi repetida de tres a cinco ve-
zes, controlando-se o grau de pureza atraves de cromatogra
fia em papel e ponto de fusao.

0 fosfato de monofenila-sal de bis-ciclohe-
xilamonio foi purificado dissolvendo-se 2q do sal a quente
em alcool etilico/agua 1:1 (v/v), contendo 10% de ciclohe-
xilamina. A recristalizacao foi feita no minimo por tres
vezes ate o produto se apresentar cromatograficamente puro
e com o ponto de fusao constante.

Outras tecnicas de recristalizacao tambem
foram experimentadas. Dentre os solventes utilizados temos:

a) Etanol a quente/eter (70); s0 para os monoeste-
res alquilicos.

b) Agua/acetona (72)(77).

c) Metanol/eter; so para os monoesteres alquilicos.

d) Etanol a 80% a quente e deposigao dos cristais -
por resfriamento em geladeira; so para monoeste-
res alquilicos.

3.2.0. - PROCESS0S ANALITICOS EMPREGADOS.

a) Ponto de fusao.

Todos os pontos de fusao foram determinados
em microscopio REICHERT-Austria, munidos de placa de aque-
cimento e termometro acoplado.

b) Cromatografia.

As analises cromatograficas foram realiza-

das em papel Whatman n?® 1 como suporte e o tipo de corrida
do solvente foi do ascendente; o tempo de corrida foi cer-
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ca de 2 horas a temperatura de 229C.
Sistemas de solventes empregadoa:

1. n-Propanol, amonea concentrada,agua (6:3:1)(33).
2. n-Butanol, acido formico, agua (32:1:9) (41).

Outros sistemas também experimentados:

Cloroformio, etanol (4:1).

n-Butanol, etanol, piridina (1:1:1).

n-Propanol, amonea concentrada (7:3) (79).

Benzeno, acido formico, agua (15:15:20). A cama-

da organica foi diluida com cinco volumes de n-

Butanol (23).

5. n-Butanol, n-Propanol, amonea 2N (5:2:3) (99).
iso-Propanol, amonea concentrada (75:25) (99).

7. n-Propanol, acetato de etila, agua (7:1:2) (41).

L2 WO s

Apos o tempo de corrida e eliminacao do sol
vente,se procedeu a detecgcao das manchas respectivas dos
produtos fosforados, utilizando~se o reativo HANNEGS -
ISHERWOOD (51). ApOs a pulverizagao do reagente citado,le
vou-se o papel cromatografado para uma estufa a 1009C por
3 minutos. As manchas contendo fosfatos apareceram em cor
azul.

¢) Determinagao quantitativa de P.

0 metodo empregado, foi o processo colorime
trico de FISK-SUBBAROW (38). Antes de cada analise, 0s mo
noesteres foram submetidos a uma hidrolise da seguinte for
ma: em tubos de ensaio de 20m1 se colocou 1 pu Mol de cada
produto, que foi misturado com Iml de uma solugao contendo
acido sulfurico/acido nitrico 7:3 (v/v) e aquecidos lenta-
mente ate 1809C atraves de um banho de oleo, permanecendo
nessa temperatura durante um intervalo de 40 minutos.

Em sequida adicionou-se aos tubos de ensaio
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com as amostras, 0,4m)l de agua, levando-os a um banho-maria
por 10 minutos, para hidrolizarem-se os pirofosfatos forma
dos. Decorrido esse tempo, apos resfriamento das amostras
se completou o volume ate 10m) com agua destilada em balao
volumetrico. Cada ml dessa solucdo continha 0,1uMol de P/
mi.

As amostras foram entao tratadas com os rea
gentes especificos e a tecnica descrita por FISK-SUBBAROW,
(38) ; a cor azul foi lida em spectrocolorimeter E-1009 -
Metrhon Herisau, em comprimento de onda de GGOmmp.

A cada lote de analises, acompanhou uma cur
va padrao feita com solugoes de KHZPOA nas diluigoes de0,]!
a 0,3 uMol de P/ml.

Paralelamente, foram feitas tambem analises
gravimetricas de Fosforo para confirmar os resultados obti
dos com o processo colorimetrico. Essas analises foram e-
fetuadas segundo a tecnica de VOGEL (109). Tambem neste -
caso as amostras foram hidrolizadas previamente da seguin-
te forma: foram pesados cerca de 8mg de cada amostra em
tubos de ensaio de 20ml1, juntando-se 5ml de acido nitrico
concentrado; a mistura foi levada a aquecimento ate a solu
¢do se tornar incolor, tendo sido entdo diluida a cerca de
50m1 em um bequer de Z50ml e procedida a precipitacao dos
fosfatos.

d) Determinagao quantitativa de N.
As analises quantitativas de N obedecem ao
processo Kjeldahl em escala semi-micro, cuja tecnica esta

descrita no "The National Formulary" (81).

3.3.0. - PREPARAGAO DOS MONOESTERES FOSFORICOS-SAIS DE BIS-
CICLOHEXILAMONIO coM °°p.

A introducao de um atomo de 32p na molecula
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dos monoésteres fosforicos citados, foi feita por sintese,
tendo sido empregado o mesmo metodo descrito para os mono
esteres nao marcados, introduzindo-se porem junto com o
acido fosforico, no balao de reagao, uma quantidade de
H332P04 correspondente a dtividade de 500uCi para cada gra
ma de monoester preparado.

0 32%p por nos utilizado, foi fornecido pelo
Instituto de Energia Atomica de Sao Paulo e preparado a
partir de S elementar levado a irradiagao em reator(67) du
rante um periodo de 48 horas, a um fluxo de neutrons de

IOlzn/s/cmz.

3.3.1.- PURIFICACAO DOS MONOESTERES MARCADOS.

cps ~ - 2 -
A purificacao dos monoesteres com 32p apos
a sintese descrita, foi efetuada nos mesmos solventes e em
condigoes iguais as descritas para os mesmos produtos nao

marcados.

3.3.2.- CONTAGEM DO MATERIAL CONTENDO 33P2

A contagem da radiacio B emitida pelo °°F

foi realizada em contador de cintilacdo liquida do tipo
“Liquid-Scintillation Systems" 720-Nuclear Chicago. As lei
turas foram feitas tendo-se dissolvido cada amostra em um
volume de 15m1 de agua destilada (106), em tubos especiais
para a contagem e na concentragao que foi ajustada segundo
a atividade de cada amostra, visando um maior numero de con
tagens com um minimo de erro nas leituras; o metodo para a
contagem foi o de CERENKOV (50)(93), por ser o 32p ym ele
mento £ emissor puro, cuja energia e de 1,71 Mev, suficien
temente alta e que dispensa o emprego de liquido-cintilado
res especiais.

As atividades das amostras foram comparadas

com a atividade de um padraoc de 32p  contado em identicas
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3.3.3. - CONTAGEM DO °°P PARA DETERMINAGAO DE Rf EM MATE -

RIAL CROMATOGRAFADO.

Apos a corrida em papel nos solventes deter
minados, os cromatogramas foram levados a um detetor de ra-
diacio B, do tipo ACTIGRAF II Modelo 1002 - VAC-Nuclear
Chicago, especial para cromatografia. As manchas contendo
32P foram identificadas quanto ao Rf apresentado.

3.4.0. - ESPECTROS DE ABSORCEO INFRA-VERMELHO.

As analises dos sais de bis-ciclohexilamo -
nio dos monoesteres fosforicos estudados, foram realizadas
em espectrofotometro de absorgdo Infra-Vermelho  PERKIN-
ELMER Modelo 337, com grade de difragao, cuja fenda foi -
graduadaz com abertura Normal. As regioes registradas a-
brangeram as frequencias de 400 a 4000 cm™! ou 2,5 a 25 u.
A calibracao da escala foi efetuada com filme de Poliesti-
reno e cada amostra foi preparada sob forma de pastilha de
KBr na concentracao de aproximadamente 1%.

3.4.1. - ESPECTROS SUPLEMENTARES.

Alem dos espectros da serie de monoesteres
estudados, foram feitos mais dois espectros:

a) Fosfato de monoetila-sal de bis-ciclohexilamonio
preparado pela hidrolise de diclorofosfato de e-
tila, o qual foi sintetizado pelo metodo MIZUMA
e col. (74). e a separagao do sal de bis-ciclohe
xilamonio e sua purificagao foi feita conforme
tecnica descrita no Ttem 3.1.0. do capitulo III.
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b) Fosfato de mono-iso-propila sal de Bario, prepa-
rado a partir do correspondente sal de bis-ciclo
hexilamonio percolado em resina Dowex 50, na for

++
ma Ba .

3.5.0. - ESPECTROS DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA.

0 aparelho utilizado para analises de Res-
sonancia Nuclear Magnetica, foi um espectrometro PERKIN-
ELMER, Modelo R-10, operando com uma fonte de Radiofrequen
cia de 60 MHz. A temperatura das amostras durante o regis
tro dos espectros foi de 330C.

Antes de submeter cada amostra a analise

RNM, foi eliminado o cation ciclohexilamonio, substituindo
0 por K+. A remogao desses grupos foi feita por percola:
cao das amostras em resina Dowex 50 forma K+, tendo sido
depois retirada a agua da solugdo, por liofilizagcdao em apa
relho do tipo VIRTIS-Modelo 10-146 MRBA. Uma das amostras
foi percolada em resina Batt , obtendo-se o sal de Bario
correspondente (fosfato de mono-ter-Butila) o qual foi tam
bem liofilizado da mesma forma descrita. A finalidade de
remogao dos grupos ciclohexilamonio, foi a de evitar a in
terferencia que esses grupos apresentam, com uma banda mu i
to alargada a cerca de 71t (41).

Todas as amostras foram dissolvidas em DZO,
e colocadas em tubos especiais, numa concentracao de cerca
de 25% (exceto para o sal de Bario do fosfato de mono-ter-
Butila, que & bem menos soliivel) e usou-se como referencia
de escala o alcool ter-butilico que apresenta sinal {nico
a 8,73y,

31
3.5.1. - ESPECTROS DE RNM DE . P.

31P

Os espectros de RNM do , foram possiveis
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gracas a gentileza da VARIAN que registrou esses }espectra;
na California (U.S.A.) em aparelho do tipo XL-100. As a-
mostras foram analisadas sob forma de sais de bis-ciclohe-
xilamonio e o solvente utilizado foi igualmente a 020. Co
mo referencia interna de escala se utilizou o H,PO, e o5
desvios medidos, foram calculados a partir do pico apresen
tado pelo padrao.
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CAPITULO 1V

RESULTADOS E DISCUSSAO

32

4.0.0. - RENDIMENTOS DE SINTESE E DE MARCA{AC COM P.

0s rendimentos obtidos na preparacao dos mo
noesteres fosforicos alquilicos sob forma de sais de bis-
ciclohexilamonio, foram ao redor de 40% para toda a serie
preparada, enquanto que o rendimento do fosfato de monofe-
nila-sal de bis-ciclohexilamonio foi de 20%. Todos os ren
dimentos foram calculados apos total da purificacao das
amostras.

TABELA 1

Rendimentos apos a sintese e purificagao

(RO)P(O)(O*)Z[gﬂacSH’J ) :ii:ntzﬂ ieﬁior:;d;;i

Re vidade de??P
Metila 42 40
Etila 43 44
n-propila 40 36
iso-propila 40 38
n-butila 36 38
sec-butila 34 35
ter-butila 38 36
benzila 40 39
fenila 20 20
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4.1.0. = PURIFICACAO DOS MONOESTERES FOSFORICOS SOB FORMA

DE SAIS DE BIS-CICLOHEXILAMONIO.

A eliminagcao de sub-produtos de sintese foi
conseguida apos no minimo tres purificagoes realizadas em
alcool etilico a quente, contendo 1% de agua e 10% de ci-
clohexitamina (33). As tentativas de purificagao wusando
os solventes descritos no Capitulo III, § 3.1.0, nao foram
satisfatorios para os monoésteres fosforicos preparados.

4.2.0. - PONTOS DE FUSAO.

TABELA I1
_ + - Pontos Pontos de fu
(RO)P(0) (O )2[Nﬂﬂh81} de sdo descritos [Referencia
‘1 Fusio na literatura
Metila 167-1699C 195-1989C (75)
Etila 179-1829C 178-1829C (72)
1889C (77)
188-1900C (68)
201-202¢9C (73)
Etila + H,0 225-2300C (69)(70)
n-Propila 203-2059C -
iso-Propila 207-2089C
n-Butila 193-1959C
sec-Butila 200-2029C
ter-Butila 1191-1929C 191-1930C (33)(62)
Benzila 212-2150C
Benzila + Hy0 232-23409C (75)
2339C (31)
233-2359C (26)
Fenila 205-20690C 2110C (77)
‘ 212-2150¢ (69)(70)




4.3.0. - ANALISES CROMATOGRAFICAS.

Dentre o0s sistemas de solventes utilizados,
so dois foram eficientes, deslocando bem as manchas e eli-
minando a presenca de caudas.E dese ressaltar que os mono-
esteres fosforicos em geral, necessitam de solventes muito
polares para se ter boas analises cromatograficas (99).
Quanto aos Rf apresentados, somente o referente ao fosfato
de mono-ter-butila, sal de bis-ciclohexilamonio foi relata
do na literatura (33).

4.3.1. - SOLVENTES UTILIZADOS: TABELA III.

A) n-Propanol, amonea concentrada,agua (6:3:1:)(33)

B) n-Butanol, acido formico, agua (32:1:9) (41).

TABELA 111

Rf dos monoesteres fosforicos
-sais de bis-ciclohexilamonio

(Roﬂno)ujj,[gﬂﬂhnlJz Solvente A Solvente B
Metila 0,36 0,50
Etila 0,40 0,63
n-Propila 0,51 0,65
iso-Propila 0,48 0,63
n-Butila 0,58 0,72
sec-Butila 0,50 0,74
ter-Butila 0,46 0,75
Benzila 0,51 0,62
Fenila 0,43 - 0,66
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- ANALISES QUANTITATIVAS DE P-TABELA IV.

Z encontra-

%2 encontrada

(RO)P«f)2[§H,Cﬂhl]z % teorica :zsémEtOdo (:i§§d° Yo-
Subbarow)

Metila 9,98 10,20 9,79
Etila 9,55 9,80 9,43
n~Propila . 9,15 9,41 9,24
iso~Propila 9,15 9,45 9,33
n-Butila 8,79 9,00 9,00
sec~Butila 8,79 9,05 9,01
ter-Butila 8,79 9,08 9,03
Benzila 8,01 8,02 8,01
Fenila 8,31 8,22 8,25

4.5.0. ~ ANALISES QUANTITATIVAS DE N.
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TABELA V

RS-

(RO)PUDfO*)£&thH11]} 7 teorica %7 encontrada
Metila 9,02 8,78
Etila 8,03 8,01
n-Propila 8,28 8,02
iso-Propila 8,28 8,03
n-Butila 7,95 7,78
sec-Butila 7,95 7,89
ter-Butila 9,95 7,79
Benzila 7,25 7,22
Fenila 7,52 7,58

4.6.0. ~ ESTUDO DOS ESPECTROS DE ABSORQZO EM INFRA-VFENMFELHO

0s monoesteres fosforicos sais de bis-ciclo
hexilamonio, foram relativamente pouco estudados quanto a
espectroscopia Infra-Vermelho. BRINTZINGER (14) estudou a
absor¢ao do grupo —P03'° empregando o fosfato de monometi-
la e os Catalogos SADTLER publicaram o espectro do sal de
Bario do fosfato de mono-iso-propila (95). Recentemente o
trabalho de zZwIRzZAKk-KkLUBA (116) se referiu a algumas ban-
das de absorcao em espectros de sais de anilonio dos fosfa
tos de monometila, monoetila, mono-propila, mono-iso-propi
ta, mono-n-butiia, mono-sec-butila e mono-benzila, sem no
entretanto, apresentar estudo interpretativo dos mesmos.

Determinamos os espectros de absorgao em In
fra-Vermelho de todos os monoesteres preparados, procuran-
do atribuir as bandas de absorcdo obtidas, a relagao com o
grupamento respectivo e procurando interpretar as caracte-
risticas das moleculas de cada monoester, relacionando ou
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trossim as possiveis influencias estéricas ou indutivas
dos grupos substituintes.

Um estudo comparativo de espectros de Infra
Vermelho de monoesteres obtidos por outros métodos, compro
varam a estrutura daqueles obtidos pelo metodo de CRAMER
o espectro do sal de bis-ciclohexilamonio do fosfato de mo
noetila, obtido via hidrolise do diclorofosfato de etila ,
que se mostrou jdentico ao monoéster correspondente via me
todo de CRAMER e o sal de Bario do fosfato de mono-iso -
propila, obtido por esse mesmo metodo, tendo sido percola-
do o ester correspondente em resina Batt e que se wmostrou
identico ao espectro do mesmo produto publicado nos catdlo
gos SADTLER (95).
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406'2! -

ATRIBUICAO DAS
TROS

FREQUENCIAS OBSERVADALS EM EUDEC-
DE INFRA-VEERMELHO.

TABELA VI

Fosfato de monometila-sal de bis-ciclohexilamonio

Fzzgs%;wia Atribuigao. Referencia
2940(F) Estiramento C-H (28)
2850 (M) Estiramento simetrico de -CH, (100a)

Estiramento simetrico de

F0-CH (113)

2830(Fr) Vibragig de -0-CH,4 (100a)
2560 (Fr) Grupo -NH3 (harmonico) (28)
2005(Fr) | Grupo -NH3 (harmdnico) | (28 )
1550(F) "Bending" simetrico de =-NHj3 (28)
1460 (F) "Scissoring" do -~CH,- do anel :

ciclohexano (28)

Deformacao assimetrica de C-H

do -CHjy (28)
1390(F) Deformacdo simetrica de ~0-CH, (113)
1190(M) Estiramento de P=0 (28)
1140(M) "Rock"” no plano de -CHj, (100a)
1060(F) Vibragao da valencia antissime

trica de -P03~ "~ (14)

P-0-C (alifatico) (15)
980(F) P-0-C (alifatico) (102)
925(Fr) "Rock" do -CH,- do anel ciclo-

hexano (100c)
890 (Fr) "Rock" do ~CHy~ do anel ciclo-

hexano quando visinho a um N {100c¢)
B45(Fr) Deformagao C-C do anel ciclo-

hexano ’ (100¢)

Observacdao: F = Forte, M = Media, Fr = Fraca ‘
Os termos aseinaladoe referem-spe a intenstida-
de de abgorgao.
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Fosfato de monoetila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequencia

(cn™ 1) Atribuigao Referencia
2925(F) Estiramento C-H (28)

Estiramento assimetrico de C-H :

em -CH20- (51)(88)
2850 (M) Vibragao simetrica de H em

CH, . (28)
2525(Fr) Harmonios de -NHj N (28)
1550 (M) "Bending" simétrico de ~NH, (28)
1450(M) Deformagao assimetrica de -CH,- (28)

Deformacdo de -CH,- do anel ci-

clohexano (100h)
1380(M) Deformagao simetrica de -CHj (28)

"Wagging” de -CH,-0- (113)
1100(Fr) Deformacgao de -CH,- do anel ci-

clohexano (100c)
1060(F) Vibragao da valencia antissime-

trica -P03 (14)
1030(Fr) Estiramento C-N (28)
975 (M) P-0-C (alifatico) (102)
890(Fr) "Rock" do anel ciclohexano visi

nho a N (100c)
870(Fr) Vibragdao -C-C- do anel ciclohe-

Xano. (100c)

M j i -

7770( ) E?gﬂgggﬁgto no plano do anel ci (100c)
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Fosfato de mono-n-propila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequencia

(cn= ') Atribuigao Referencia
2940 (F) Estiramento C-H (28)

Estiramento assimetrico de -CHzﬂ (53)(88)
2860 (M) Estiramento simétrico de -CHjy (28)
2040 (Fr) Harmonicos de -NHj (28)
1460(F) Estiramento simetrico de C-H em

-CH3 . (28)
1500(F) "Bending" simetrico de -NH (28)
1250(M) Estiramento P=0 (15)
1190(Fr) Deformagao do -CH,- do anel ci-

clohexano (100c¢)
1160(Fr) "Twist" de C-H do grupo -CH2- (28)
1070(F) Vibragao da_valencia antissime-

trica -PO3 (14)
1040(Fr) Estiramento C-~N (28)
980 (F) P-0-C (alifatico) (102)

"Rock" de -CH,- do anel ciclohe

xano (100c)
BOO(M) Estiramento no plano do anel ci

clohexano

(100c)
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Fosfato de mono-iso-propila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequencia

Atribuigao

Referencia

(cm™1)
2940(F) Estiramento C-H (28)
2860(F) Estiramento simetrico de CH "

em cadeia ram1f1cada (100a)
2560(Fr) Harmonicos de -NH + (28)
1630(M) Vibracao ass1metr1ca de -NH (28)
1550(M) "Bending" simetrico de -NH (28)
1450(M) "Scissors" assimetrico de -

Deformagao assimetrica de C-H (28)

Deformagao de -CH,- do anel

ciclohexano (100b)
]350{(M) Dublete caracteristico de um
1380 grupo isopropila (28)(100a)
1190(Fr) Estiramento de C=N (28)
1170 (M) Vibracoes esqueletais C-CH (28)

Deformagoes do grupo iso-pro-

pila (100a)
1050(F) Vibragao da valencia antissi-

metrica -P0q ~ (14)
890(Fr) "Rock" do anel ciclohexano vi

sinho a N (100b)
870(M) Vibragao C-0 do anel ciclohe- |

xano , (100h)
750(M) Estiramento ro plano do anel

ciclohexano

(100b)




Fosfato de

TABELA X
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mono-n-butila-sal de bis-ciclohexilamonio

Friggé?sia Atribuigao Referencia

2940 Estiramento C-~H (28)

Estiramento C-H do grupo

CH,-0- (88)(53)
2860(M) Vibragao simétrica de -CH,- (28)
2560(Fr) Harmonicos de -NHy (28)
2020(Fr) Harmonicos de -NH, (28)
1560 (M) "Bending" de N-H (28)
1450(F) Deformagao de -CH,- do anel

ciclohexano (28)(100¢c)
1390(F) "Wagging" de -CH,-0- (113)

Deformagao de -CH,- do anel

ciclohexano (100c)
1230(F) Estiramento C~N (28)
1100(Fr) Deformagdo de -CH,- do anel

ciclohexano (100¢)
1060 (F) Vibragao da valencia antissi

metrica -P0, (14)
980 (F) P-0-C (alifatico) (102)
920(M) Deformagdo de -CH,- do anel

ciclohexano (100¢)
900 (Fr "Rock" de -CHz- do anel ci-

clohexano visinho a N (100c)
785(F) Vibragao de -CH,-CH,-CH,- (28)
750(F) Deformagao no plano do anel

ciclohexano (100c)
710(Fr) "Rock" de C-H em -CH,- (28)

INSTITUTO DE EREDOIA A
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Fosfato de mono-sec-butila~-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequencia

Atribuigao

Referencia

(cm™!?
2948 (F) Estiramento C-H (28a)
2850(M) Estiramento simétrico de

-CHp~- em cadeia ramificada (100a)

Vibragao simetrica do H em

-CHo- + (28)
1550(M) "Bending" simetrico de -NHj (28)
1450(M) "Bending" de C-H em -CHp~ (28)

Deformacao assimetrica de C-H

em -CHj (28)

Deformagao assimetrica do

-CHo~ do anel ciclohexano (28)(100c)
1350 (M) "Twist" de C-H de -CHp (28)

"Wagging" de : —|-0 (113)

7 _ H

1180(Fr) Deformagdo do ~CHy~ do anel

ciclohexano (100¢)
1050(F) Vibracao da valencia antis-

simetrica -P03™" (14)
1000(M) P-0-C (alifatico) (15)(102)
975(M) "Rock" de C-H (28)
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Fosfato de mono-ter-butila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequenc1a

Atribuigao

Referencia

(cm™')
2940(F) Estiramento C-H (28)
Vibragao assimetrica do gru-
po ter-butila (100a)
2550(M) Harmonicos de -NHj3 ' (28)
1550(M) "Bending" simetrico de -NHj (28)
1450(M) Deformagao de -CHy- em anel
ciclohexano (28)(100c)
Deformacao assimetrica do -
grupo ter-butila (100a)
1380 Dublete caracteristico do -
1360 grupo ter-butila (deformagao
C-H) (28)
1200(F) Deformagao esqueletal do gru
po ter-butila (100a)
1195(M) Vibracao esqueletal de C-C -
em grupo ter-butila (28)
1140 (M) Estiramento C-0 em C tercia-
rio (28)
1050(F) V1bragao da valencia antissi
metrica -P043™" (14)
1000 (M) P-0-C (alifatico) (15)(102)
920(M) "Rock" de -CHy- em anel ci-
clohexano (100¢)
885(Fr) Anel ciclohexano monosubsti-

tuido

(100¢)
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Fosfato de monobenzila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequencia

Referencia

(em=1) Atribuicao
3050(Fr) Estiramento de C-H do anel a
romatico monosubst1tu1do (28)
3000(Fr) Harmonico de -NH3 (28)
2940(F) Estiramento C-H de -CHy-0(as
simetrico). N (88)(53)
2000(Fr) Harmonico de -NHj + (28)
1570(Fr) "Bending" assimetrico de ~NHj (28)
1495 (M) Vibragao C=C de anel aromati (10)(28)e
co + (89)
"Bending" simetrico de -NHj (28)
1460(M) Deformacao de -CHy- do anel
ciclohexano (28)(100c¢)
“Bending" de C-H de -CH, (28)
1390(M) "Wagging" de -CH,-0- (113)
1220(Fr) Estiramento C-N (28)
1150(M) Estiramento P=0 (102)
"Twist" de C~H de -CH - (28)
1090(F) Vibracgao da valenc1a antissi
metrica de -P0;y~" (14)
1050(Fr) Deformagao no plano de C-H -
do anel aromatico (10)(89)
880(Fr) “Rock" do anel ciclohexano - 7
visinho a N (100b)
790(Fr) Estiramento no plano do anel
ciclohexano (100¢)
730(M) Deformagao fora do plano de
C-H do anel aromatico mono- (10)
substituido
695(M) Anel aromatico mono-substitu

ido: bandas de vibracgao fora

do plano

(28)(100d)
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TABELA XIV

Fosfato de monofenila-sal de bis-ciclohexilamonio

Frequg?cia Atribuigao Referencia
(em™1)
2940(F) Estiramento C-H- (28)
2550(Fr) | Harmonicode -fiHs (28)
1600(M) "Bending" assimetrico de -NH3 (28)
Vibragoes esqueletais de anel aromati-
co monosubstituido (10)(89)
Estiramento do anel aromético (100d)
1550 (M) "Bending" simetrico de -NH, (28)
1480 (M) Estiramento C=C do anel aromatico (100d)
1450 (M) Deformacao de -CHy- do anel ciclohexa
no (28){100c)
1280(M) Estiramento P=0 (9)(15)
1250(F) Deformagoes de -CH,-de anel ciclohexa
' no (100c)
1190(M) P-0-C aromatico (15)
1170(M) Deformagao no plano do anel aromatico (10)(89)
1090(F) Vibracao da valencia antissimétrica -
-P04~" (14)
1050(Fr) | Deformagao de C-H no plano correspon-
dente ao anel aromatico (10)(89)
1000(Fr) idem, idem (10)(89)
975 (F) Vibragao P-0-C (aromatico) (102)
875(F) idem, idem (15)(28)
755(F) Deformacao no plano do anel aromatico
monosubstituido (10)(89)
690(F) Vibracao de C-H do anel aromatico mo-
nosubstituido (fora do plano) (10)(28)(89)

Uma observagao necessarla € quanto a banda alargada que apa
rece em todos o8 espectros, na regiao de 3490 cm “1 o que corresponde
a presenca de agua. O fato de termos utilizado o processo de pasti -
lha de KBr na confecgao das amostras analisadas, deu como resultado o

aparecimento dessa banda espuria, fato esse confirmado pela analise -
de uma pastilha de KBr puro.
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4.7.0. - ESTUDO DA RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA (kNY).

STATTFORD-BALDSCHWILER (98) estudaram a

1

Ressonancia Nuclear Magnetica do 'H em alguns compostos -

fosforados e obtiveram informacoes quanto a influencia do
3]P (riqueza isotopica 100%) nos espectros registrados,ten
do-se em conta que o 3]P tem spin 1/2. O comportamento a-
normal dos acoplamento verificados em espectros de compos-
tos fosforados em geral, foi atribuido a influencia que e
xercem os eletrons da orbital d do Fosforo em tais acopla-
mentos. Estudos de RNM efetuados em um composto com o -
grupo etila diretamente ligado ao fosforo, revelaram algu
mas anomalias nos espectros registrados, devido ao envolvi
mento de eletrons nao compartilhados na ligacao entre o P
e -CZH5 (36)(80)(98) e posteriormente adicionando-se compas
tos metalicos de cobalto com propriedades para magneticas,
houve o desaparecimento desses acoplamentos entre o P e
grupos alquilicos (37).

Dentre os monoesteres fosforicos em geral
pouca coisa foi feita quanto a estudos de RNM. TSUBOI e
col. (104) estudaram RNM em varios compostos fosforados e
entre eles o fosfato de monometila e fosfato de monoetila;
usLENHOP (105) procurou determinar a influencia do pH em
solugoes de fosfato de monometila quanto ao valor da cons-
tante de acoplamento em espectros de RNM. MAYNARD - SWAN
(69) determinaram o espectro do fosfato de mono-ter-butila
-sal de bis-ciclohexilamonio e recentemente ZWIRZAK-KLUBA-

(116) registraram espectros de RNM de ]ﬁ em alguns fosfatos

mono alquilicos- sais de anilonio, tendo somente apresenta
do constantes de acoplamentos e desvios quimicos, sem en-

trar em pormenores sobre os dados obtidos em relacdo a es
trutura das moleculas.

4.7.1. - BSPECTROS DE ENM de ‘i,
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a) Fosfato de monometila-sal de k*.

Apresenta somente um dublete a cerca de
6,5t, resultante do acoplamento do H com o P.

P,

b) Fosfato de monoetila- sal de §+.

0 espectro e constituido por um quinteto
na regiao de 6t, originado do acoplamento spin-spin do
-CH,- com -CH - e com P. A 8,5 - 91 se observa um triple
to caracteristico do grupo -CH3; esse grupo nao se acopla
com o P, porque entre os H da metila e o P existem mais
de tres ligagoes 6 de separagao (37). TSUBOI e col.(108)
mediram um pequeno desdobramento do pico central deste -
tripleto e deram o valor de 0,8 cps.

€) Fosfato de mono-n-propila, sal de §+.

0 espectro RNM desse monoester, apresenta
tres grupamentos de picos: (C) (B) (A)

' CH3 -CHZ-CHZ-O-, nos quais_o -
grupo -CH,- (A) e representadé por um quarteto a cerca -
de 61, resultante do acoplamento do H com o P. A 8,51 se
observa um sexteto correspondente ao grupo »CH2~ (B) com
acoplamento dos H, desse grupo com os grupos visinhos (A
eC); o grupo ~CH, (C) e representado por um tripleto em
que os H se acoplam com os H do grupo visinho,

d) Fosfato de mono-iso-proptla- sal de k*.

Apresenta um multiplete na regido de 5,51 ,
que se acha em parte encoberto pelo pico da agua residual,
que acompanha a'DZO; esse multiplete corresponde ao acopla
mento de H de ~9H com o P e com 0os grupos -CH3 visinhos. A
8,8t se observa um dublete bem caract?rizado, corresponden
te aos grupos -CH3 acoplando-se com -gH; nao se verificou
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acoplamento dos grupos -CH3 com o P, porque tambem nesse
caso ha mais de tres ligagoes 6 entre o P e o H (37).

e) Fosfato de mono-n-butila- sal de £+.

Na regido de 6t ha um quarteto atribuido -
ao grupo -O—CHZ, notando-se acoplamento do P com o -CHZ-
R 8,5t o espectro se torna confuso, devendo aparecer picos
correspondentes aos grupos -CHZ- do resto da cadeia. A cer
ca de 9t ha um triplete um pouco deformado, confirmando a
presenca de -CH3 no final da cadeia. A integracao foi su-
ficiente para provar a existencia de um grupo n-butila na
molecula.

f) Fosfato de mono-sec-butila - sal de §+.

0 espectro desse monoéster e rico em infor
magoes e pode-se a partir dele fazer estudos de estrutura
e conformagao. O grupo sec-butila apresenta um C assime -
trico na molecula e o fato se reveste de importancia nos
espectros RNM. PEDERSEN (11) estudaram os tipos de confor
magao rotacionais do alcool sec-butTlico e apresentaram os
sequintes esquemas:

OH

CHy CHy
Chy O
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As formas A e B foram determinadas como as
mais estaveis e a forma C, a mais instavel. As rotagoes
possiveis em compostos com C assimetrico (90) explicam que
as formas levo e dextro quando giram em torno de um eixo -
da molecula nao apresentam um mesmo tipo de simetria apos
a rotacdo e isso leva a molecula com C assimetrico a se -
comportar como se possuisse uma certa assimetria intrinse-
ca ao sofrer rotagoes e esse fato e importante nos desloca
mentos quimicos registrados nos espectros de RNM.

- Exemplificande <om modelos rotacionais temos:

CHy CHs CH, CHy CH, CH,
H fa:H CH3 | n o CH3 Hfﬂv\u CHiGKH HIafHB
Al TR TaS
7 e ? p P P
CH3 H H CH5 | H | TR
Ia Ib Ic Ila IIb llc
Formas dextro Formae levo

No- espectro obtido, se registrou um multi'~
plete (provavelmente um hepteto)equivalente ao grupo ~0-§H
acoplando-se com o P e com os grupos visinhos. A cerca de
8,5t aparece um grupo de picos que correspondem provavel -
mente a -CHp-, e um dublete a 8,81 correspondendo ao sinal
do -CH; ligado ao C assimetrico; neste caso, os dois picos
do dublete deveriam estar desdobrados pelo efeito da isome
ria, verificando-se porem a ausencia desse desdobramento,
provavelmente por se tratar de um deslocamento quimico mu i
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to pequeno, nao resolvido no tipo de aparelho utilizado. 0
triplete apresentado a certa de 9,11 corresponde ao sinal
caracteristico de -CH, (ligado a -CH,-).

g) Fosfato de mono-ter-butila- sal de Ba*?.

E um espectro simples,com um sinal a 8,731
correspondendo as tres metilas nao acopladas com o P.

h) Fosfato de monobenzila- gal de k7’

Tambem apresenta um espectro simples, com
um sinal a 2,3t correspondendo aos H do anel benzenico nao
acoplados, com o P e a 5t aparece um dublete que represen-
ta o acoplamento do P com -CH,- da benzila.

i) Fosfato de monofenila- sal de xk*.

Esse espectro se constitui num multiplete
a cerca de 3t e apresenta as caracteristicas de espectro
de 2a. ordem tipico. A identificacdo e elucidagao dos
problemas a ele ligados, reclamariam o auxilio de um pro-
grama de computadores.

4.7.2. - CONSTANTES DE ACOPLAMENTO OBSERVADAS EM RNM DE 'f
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TABELA XV
R= J(cps) Valor

Metila Thp 10,8

Etila Typ 7,3 (quinteto)
JHH 7,5 (tripleto)

n-Propila JHp 6,9 (quarteto)
IHH 7,4 (sexteto)
IHH 7,5 (tripleto)

iso-propila Jup 7,1 (multipleto)
JHH 6,4 (dublete)

n-butila Jhp 6,7 (quarteto)
JHH 6,2 (tripleto)

| sec-butila Tup 6,4 (multipleto)

Yy 7,00 (dublete)

benzila Jup 7,4 (dublete)

Com excessao dos espectros dos fosfatos de
monometila e de monoetila que sao tipicamente de la ordenm
os demais (com excessao do fosfato de monofenila), sao ex-
pectros que podem receber um tratamento de la ordem,estan-
do todavia em transigao para uma 2a ordem como se pode ob
servar no espectro do fosfato de mono n-propila, cuja cons
tante de acoplamento (J) referente ao tripleto apresenta -
valor um pouco maior do que (J) referente ao quarteto. A
resolugao mais conveniente de problemas dessa natureza, se
faria necessaria com um aparetho de 100MHz e com o emprego
de modelos matematicos avancados com programas de computa-
dores.

0 alargamento de certos picos pode ser con
sequencia tambem do uso de resinas de troca ionica (prepa-
ragao dos sais de k' e de Ba++) que podem conter impurezas

rmmw;u S X S WA
&

% RSTITUTO NE ENERGIA ATOMICA
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de carater para-magnetico mesmo da ordem de tragos.

0 uso de 0,0, necessaria para dissolver es
ses monoesteres (insoluveis em solventes organicos adequa-
dos) oculta informagdes como no caso do fosfato de mono
-iso-propila.

4.7.3. - 0 PROBLEMA DO pH DAS SOLUCOES DE MONOESTERES FOS-
FORICOS QUANTO AS CONSTANTES.DE ACOPLAMENTO OBSER
VADAS.

UHLENHOP e col. (105)registraram espectros
de RNM do fosfato de monometila sal de sodio, variando 0
pH das solugoes analisadas entre os valorex de 2 a 4. 0s
autores observaram pequenas variacoes nas constantes de a-
coplamento, sendo que em pH acima de 5 houve um decrescimo
da constante.Jpy; esse fato, extendido a toda a serie al-
quilica analisada, pode ser consequencia da presenca do mo
noanion em pH mais acidos, enquantoaparece o dianion em pH
maiores. Jpy aumentou quando houve diminuigao das cargas
negativas no anion fosfato. Esse fato poderia explicar a
pequena diferenga obtida nos valores de Jpy nas analises
RNM feitas por ZWIRZAK-KLUBA (116) que trabalhou com sais
de anilonio e os valores por nos obtidos (sais de K+), Tam
bem obtivemos um valor um pouco diferente de Jpy nos espec
tros RNM de 31P, guando se analisaram sais de bis-ciclohe-
xilamonio.

4.8.0. - PROBLEMAS ROTACTONAIS RELACIONADOS COM RNM DO ‘i,

rsuBor e col (104) realizaram extensos es-
tudos, relacionando o valor das constantes de acoplamento
de fosfatos de monometila e de monoetila com problemas ro
tacionais. Relacionaram ainda, a rotagao interna dos gru-
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pos alquilicos substituidos nos esteres fosforicos, em tor
no do eixo formado pela ligacao C-0.

0s modelos rotacionais dos fosfatos de mo-
nometila e de monoetila sdao diferentes porque tendo o gru-
po metila tres H ligados a um C apresentam um diagrama de
rotacao com um so minimo de energia potencial. 0 fosfato
de monoetila tem o C do eixo C-0 ligado a dois H e a um
grupo -CH, apresentando por isso, minimos de energia poten
cial diferentes nas posigoes de rotagao exibidas.

Energia Potencial
Energia Potencial

F] - i i 1 4 " 1 i i '

0 60 120 180 240 300 360 0 60 120 180 240 300 360
o 0

Para o fosfato de monoetila, podem ser con
sideradas tres formas rotacionais:

C C C
P P
H "H H H H H
P
-Forma Trans (1) Forma Gauche (G) Forma Gauche (G')

A forma Trans(T) sendo a mais estavel ener
geticamente, pode ser calculada quanto a sua populagdo em
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relacdo as formas (G) e (G'). Para isso, os autores (104)
calcularam valores de Jp e Jg : Jdp = 28 ¢cps e d = 1,5 cps.

0 valor de Jy foi calculado a partir do -
fosfato de monometila e se refere a forma Trans do H em re
lagao ao P . Jpy € a constante de acoplamento registrada.
Jg foi calculada em um fosfato ciclico.

A populagao ap da forma Trans considerando
o P em relacdao ao grupo alquilico, foi dada pela expressao:

T-og 1+a

- S M — T
dpy = —5— It —5— Jg (a) (104)

4.8.1 - APLICAgA0 DA FORMULA (a) PARA CALCULO DA POPULAGAC

Trans (or) EM TODA A SERIE ALQUILICA DOS FOSFATOS
ESTUDADOS.

A formula (a) calculada, foi aplicada a to
da a serie alquilica estudada e se obteve valores muito -
proximos, significando que para os monofosfatos alquilicos
a forma Trans e energeticamente mais favoravel de 55 a 60%
em relagao as formas Gauche possiveis (calculando em por-
centagem).

TABELA XVI

Valores de ar calculados

1

Grupo Esterifi ar descrito na

cado. R= : Valor d? oT literatura (104)
Etila 0,56 0,59
n-Propila 0,59 -
iso-Propila 0,57 -
n-Butila 0,60 -
sec-Butila 0,63 -

Benzila 0,55 -
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4.9.0 - RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DE P.

A molecula dos monoesteres fosforicos con-
tendo somente um dtomo de P, apresentou, como se deveria -
esperar, um espectro bastante simples. Cada monoester re-

gistrou somente um grupo de picos, correspondendo ac sinal
do 31p acoplado com os 1H visinhos.

TABELA XVII

Valores de J, (cps) e deslocamentos qui
micos (&) em relagao ao H3P04 (padrao).

?;2230?St§:i“ Jyp (cps) (pgm) sinais registrados
Metila 10,1 4,762 quarteto
Etila 6,2 3,360 tripleto
n-Propila 6,1 2,765 tripleto
iso-Propila 7,7 0,614 dublete
n-Butila 5,7 3,673 tripleto
sec-Butila 7,9 0,605 dublete
ter-Butila 0 -3,456 singlete
Benzila 5,5 3,567 triplete

Na tabelaacima se pode observar que os mono
esteres de cadeia normal tem desvios em campo bem mais al
to do que os monoesteres de cadeia ramificada. 0 efeito in
dutivo do grupo alquilico cedendo eletrons, aumenta a den-
sidade eletronica do P sendo entdo responsavel pela lozali
zagao dos sinais no espectro,



RESUMO

Os monoesteres fosforicos alquilicos
e o fenilico, sob forma de sais de bis-ciclohe
xilamonio, foram objeto de estudo minucioso que
abrangeu um retrospecto historico dos metodos
de sintese a partir do século passado ate o pre

sente momento.

Foi feito um estudo critico dos meto

dos ate agora publicados.

Em uma primeira fase, selecionamos -
um método de sintese a partir do POClj como a
gente fosforilante e o alcool desejado (33) .Se
ria produzido assim o diclorofosfato de alqui-
la, que tratado com agua, daria o acido monoal
quil fosforico, cuja separagao seria feita por
precipitagao na forma de sal de Bario ou de .
bis-ciclohexilamonio. Esse meétodo, que tambem
permitiria a sintese de monoesteres fosforicos
com 32P pela facilidade de obtengao do 32POC13
teve que ser posto de lado por nao ter sido sa
tisfatorio para toda a serie alquilica deseja-
da.

0 metodo dado por CRAMER foi escolhi
do para a preparacao de toda a serie proposta,
dadas as condigoes especiais apresentadas por
esse método: & especifico para monoésteres fos
foricos, e aplicavel a fosforilagao de alcoois
primarios, secundarios, terciarios e foi satis

fatorio para o fenol.

0 fato do metodo escolhido partir di

retamente do acido fosforico, possibilitou a
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preparagao de monoesteres fosforicos com P -

sendo que o material radioativo nos e forneci-
do pelo Instituto de Energia Atomica, sob a
forma de H332P04.

O0s seguintes monoésteres fosforicos
foram sintetizados sob forma de sais de bis -
ciclohexilamonio: Fosfato de monometila, monoe
tila, mono-n-propila, mono-iso-propila, mono -
n-butila, mono-sec-~butila, mono-ter-butila, mo

nobenzila e monofenila.

Apos a sintese e purificagao dos pro
dutos, se procedeu as analises elementares de
N eP.

Procedeu~se a determinagao dos pontos
de fusao de todos os monoesteres preparados ,

tendo-se em conta que alguns pontos de fusao

nao foram encontrados descritos na literatura.

As analises cromatograficas permiti-
ram determinar o Rf de todos os produtos estu-
dados, tendo em vista o controle de pureza a
pos cada recristalizagao. Dentre os Rf deter-
minados 80 havia uma citagao na literatura, u
tilizando o sistema de solventes mencionado.

0Os produtos marcados com 32

P foram ~
contados em cintiladores liquidos empregando=-
q preg

se o metodo de CERENKOV,

Foi dada particular importancia as a
nalises de absorgao em Infra-Vermelho e Resso-
nancia Nuclear Magnetica, esta ultima realiza-

da para o 1H e 31?.

Os espectros em Infra-Vermelho servi
ram para a identificacao de todos os monoeste-
res preparados e confirmagao da presenga de
grupos esterificados,

8



A Ressonancia Nuclear Magnetica do
1H confirmou tambem a presenga de todos os gru
pos alquilicos e do grupo fenilico esterifica-
dos, tendo sido calculados os desvios quimicos
e constantes de acoplamento dos espectros re-~
gistrados. Foi calculada a populagao de algu-
mas formas rotacionais mais estaveis quanto a

energia.

As analises de Ressonancia Nuclear
Magnetica do 31? foram mais simples quanto aos
espectros apresentados e foram calculados 0s
desvios quimicos e constantes de acoplamento ,
relacionando~as com as constantes de acoplamen

-~ ) 1
to para a Ressonancia de H.

19
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