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III - Resumo

O fenébmeno de quimiluminescéncia € uma das mais fascinantes
demonstracdes de conversao de energia quimica em energia de excitagdo. O
representante de maior eficiéncia dentro desta classe é a reagao peroxioxalato,
pois possui rendimento de emissdo de aproximadamente 30%, comparado
apenas a sistemas bioluminescentes, cujo rendimento € da ordem de 100%. O
sistema peroxioxalato consiste na reagcdo de derivados fendlicos com
substituintes atraentes de elétrons do éster oxalico com perdxido de hidrogénio
catalisada por base na presenga de um hidrocarboneto aromatico
policondensado com baixo potencial de oxidagao (E.) e altos rendimentos de
fluorescéncia, denominado ativador. O mecanismo desta reacdo & bastante
complexo com varias etapas consecutivas e paralelas que antecedem a
emissao de luz.

O ponto chave do mecanismo € a etapa de quimiexcitacdo, onde um
intermediario de alta energia (IAE), formado em etapas anteriores, interage com
o ativador (ACT), resultando na formacgao de estados eletronicamente excitados
e subseqlentemente em emissdo de luz. Para explicar esta interacdo, é
utilizado o mecanismo de Luminescéncia Induzida Quimicamente pela
Transferéncia de Elétron (“Chemically |Initiated Electron Exchange
Luminescence” - CIEEL), o qual envolve transferéncia e retro-transferéncia de
elétron. O ponto de controvérsia entre varios pesquisadores que estudam a
reacdo peroxioxalato esta relacionado com a estrutura do intermediario de alta
energia (IAE), pois, de acordo, com os resultados destes trabalhos, diferentes

intermediarios foram postulados (A-H).

o) 0 OH o OH 0 ArO 0
Y w04 N
0-0 0-0 N=" .o O OOH
A B (o D
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0 5 0 J_ o -0
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O enfoque geral deste trabalho foi estudar a natureza do IAE e a etapa
de quimiexcitacdo com o intuito de obter evidéncias sobre o mecanismo de
geracéo de estados excitados no sistema peroxioxalato. Para que isto fosse
possivel, o trabalho foi abordado da seguinte maneira:

1- Sintese e caracterizacao de intermediarios peracidos do tipo D
contendo OCHj;, CH3, H e NO; substituidos no anel aromatico. Do estudo
cinético da reacao destes compostos, catalisada por imidazol, na presencga de
9,10-difenilantraceno, foi possivel propor um mecanismo completo e obter
informacgdes a respeito da estrutura do IAE; através da correlagdo de Hammett
foram obtidas evidéncias para a ocorréncia da 1,2-dioxetanodiona (A), como
IAE na reagao peroxioxalato.

2- Estudo da eficiéncia de transferéncia de elétron na etapa de
quimiexcitagcdo (mecanismo CIEEL) utilizando a reacao do bis(2,4,6-triclorofenil)
oxalato (TCPO) com H>O; catalisado por imidazol na presenca de 3-(2-aril-5,5-
dimetiloxazol-4-ilideno)androsta-1,4-dien-17-onas como  ativadores. As
constantes de velocidade relativas da interagcdo do ACT com o IAE mostram
correlagao linear com o Eo do ACT e os rendimentos quanticos singlete em
concentragdes infinitas do ACT (ds™) correlacionam com as energias livres para
a formacao do ativador no estado excitado (AG*ger) através do processo de
retro-transferéncia de elétron. Desde modo, os resultados obtidos apresentam
evidéncias para a validade do mecanismo CIEEL utilizado para explicar a
formagdo de estados excitados na etapa de quimiexcitacdo da reacgao
peroxioxalato.

3- Com o objetivo de obter informagdes sobre a influéncia da viscosidade
no rendimento quantico singlete (ds) foram feitos estudos da reagcao do TCPO
catalisada por imidazol com H,O2 na presenga de 9,10-difenilantraceno (DPA)
como ativador, utilizando-se misturas variadas de tolueno e difenilmetano. Foi
observado aumento de até 10 vezes no rendimento quantico singlete com o

aumento da viscosidade de 0,5 para 2,5 cP. Este comportamento € compativel
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com o mecanismo CIEEL, indicando que a etapa de quimiexcitacao ocorre em
uma seqiiéncia de eventos, envolvendo intermediarios ions radicais.

4- Sintese de derivados de oxazolonas esteroidais substituidos, com o
objetivo de obter compostos com novas propriedades foto-fisicas e fisico-
quimicas para aplicar no estudo da reacao peroxioxalato, especificamente para
obter informacgdes adicionais sobre a etapa de quimiexcitagéo. O outro interesse
nestes compostos era o de transforma-los em reagentes de derivatizacdo para
futuramente emprega-los em trabalhos de quimica analitica que utilizam a
reacdo peroxioxalato. Foram preparados dois novos compostos fluorescentes,
além de varios intermediarios sintéticos e estes derivados possuem potencial

para o uso como ACT em futuras aplicagdes analiticas.
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IV - Abstract

The phenomenon of chemiluminescence (CL) is one of the most
fascinating demonstrations of chemical energy conversion into excitation
energy. The most prominent example of this class of reaction is the
peroxyoxalate system showing emission quantum yields of around 30 %,
comparable only to the 100 % efficiency bioluminescence systems. The
peroxyoxalate system consists in the base catalyzed reaction of activated
oxalate esters with hydrogen peroxide in the presence of polycondensed
aromatic hydrocarbons with low oxidation potentials (E.x) and high fluorescence
quantum yields, denominated activators (ACT). The mechanism of this reaction
is quite complex with various subsequent and parallel reaction steps prior to light
emission.

The crucial mechanistic step is the chemiexcitation step, where a high-
energy intermediate (HEI), formed in former reaction steps, interacts with the
ACT resulting in excited state formation and subsequent light emission. This
interaction can be understood on the basis of the Chemically Initiated Electron
Exchange (CIEEL) mechanism, which involves electron and back-electron
transfer steps. A controversial point between various authors who study
mechanistic aspects of the peroxyoxalate reaction is related to the nature of the
high-energy intermediate (HEI) and different proposal for its structure (A — 1)
have been made.

o O OH o O A0 O

\}—{/ Aro—{—( (\N o

0-0 0] OOH

D

eoc T Gy

The main object of this work was to study the nature of the HEI and the

chemiexcitation step in order to obtain evidence with respect to the
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chemiexcitation mechanism in peroxyoxalate CL. For this purpose, the following
approach was used:

1 — Synthesis and characterization of peracid intermediates of type E,
containing different substituents (OCHs, CHs, H, NO2). A kinetic study on the
imidazole catalyzed reaction of these compounds in the presence of 9,10-
diphenylanthracene (DPA) allowed to propose a reaction mechanism and obtain
information with respect to the structure of the HEI; Hammett correlations clearly
indicate the occurrence of 1,2-dioxetanedione (A) as the HEl in the
peroxyoxalate reaction.

2 — The efficiency of electron transfer in the chemiexcitation step (CIEEL
mechanism) of the imidazole catalyzed reaction of bis(trichlorophenyl) oxalate
(TCPO) with H;O, in the presence of 3-(2-aryl-5,5-dimethyloxazol-4-
ylidene)androsta-1,4-dien-17-ones as activators was studied by measuring the
singlet quantum yields. The relative rate constants for the interaction of the ACT
with the HEI show linear correlation with the activators oxidation potentials (Eoy)
and the singlet quantum yields at infinite activator concentrations (®s”) can be
correlated with the free energy change for the formation of the activators excited
singlet state (AG*ger) in the back-electron transfer process. Therefore, the
obtained results add additional evidence for the validity of the CIEEL scheme to
rationalize excited state formation in the peroxyoxalate CL.

3 — The imidazole catalyzed reaction of TCPO with H,O- in the presence
of DPA as ACT was studied in mixtures of toluene and diphenymethane in order
to get information about the solvent viscosity influence on the singlet quantum
yields (®s). A change of the solvent viscosity from 0,5 to 2,5 cP results in an up
to ten fold increase in ®g, and this behavior is in agreement with the CIEEL
mechanism, indicating that the chemiexcitation step occurs in a sequence of
events involving discreet radical ion intermediates.

4 — Synthesis of steroid-substituted oxazolone derivatives with the aim to
obtain compounds with new photo physical and physical chemical properties for

applications in studies on the peroxyoxalate CL, specifically to obtain insights to
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the chemiexcitation step. An additional interest in these compounds is their use
as derivatization reagents for future utilization in analytical applications of the
peroxyoxalate system. In this context, two new fluorescent derivatives have
been prepared, apart from several synthetic intermediates and these
compounds may have future utility as activators on peroxyoxalate system and

analytical applications.
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V - Objetivo

O objetivo deste trabalho foi estudar a etapa de quimiexcitacdo da reacao
peroxioxalato, através das seguintes abordagens:
(i)- Sintese de derivados do intermediario D com diferentes substituintes no anel
aromatico, visando um estudo da correlacao da estrutura e reatividade com o
intuito de obter informagdes sobre a estrutura do intermediario de alta energia
(IAE) que interage com o ativador (ACT) na etapa de quimiexcitagao.
ArQ 0

O OOH
D

(i))- Estudo da etapa de transferéncia e retro-transferéncia de elétron que ocorre
na etapa de quimiexcitacdo através da reagdo do bis(2,4,6-triclofenil) oxalato
(TCPO) com HyO, catalisado por imidazol na presenga de 3-(2-aril-5,5-
dimetiloxazol-4-ilideno)androsta-1,4-dien-17-onas.

(ii)- Estudo da influéncia da viscosidade do solvente utilizando-se misturas de
tolueno e difenilmetano, sobre o rendimento quantico singlete (®s) da reagéo de
TCPO com H20; catalisada por imidazol na presenga de 9,10-difenilantraceno
(DPA) para obter evidéncias sobre a importancia da gaiola de solvente no
processo de transferéncia e retro-transferéncia de elétron (etapa de
quimiexcitacao).

(iv)- Sintese de derivados de oxazolonas esteroidais substituidos, com objetivo
de obter compostos com novas propriedades foto-fisicas e fisico-quimicas para

aplicar no sistema peroxioxalato e em sistemas analiticos.



Introducdo 1

1 - Introducgao

1.1 Quimiluminescéncia

A emissao de luz pode ser resultado da incandescéncia ou luminescéncia.
No primeiro caso, a energia vibracional é convertida em energia radiante e
ocorre para todos os objetos na temperatura acima do zero absoluto
(-273,15 °C). No segundo caso, a emissdo de luz & proveniente de um estado
eletrénico excitado. Deste modo, em fluorescéncia, a luz absorvida na banda de
absorcido de comprimento de onda mais longo de uma molécula orgénica
produz o primeiro estado singlete excitado pela promog¢ao de um elétron do
orbital ligante de mais alta energia para o orbital antiligante de mais baixa
energia. O processo reverso apds aproximadamente 10° a 10 segundos gera
um féton e a molécula volta para o estado fundamental. Naturaimente, quando
uma molécula organica absorve energia, outros processos podem ocorrer € nao
apenas o de fluorescéncia. Uma molécula quando absorve energia pode sofrer

as seguintes transformacdes energéticas (Esquema 1):

s

( S

Esquema 1

T

&(S, >$,)

1
ﬂ, S, ‘
1- promocgao do elétron do estado singlete fundamental para o primeiro estado

singlete excitado, 2- retorno do elétron do estado singlete excitado para o

estado singlete fundamental, resultando em fluorescéncia, 3- conversao interna,
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resultando no estado fundamental da molécula inicial ou um produto de reagao
proveniente do estado singlete excitado, 4- conversao intersistemas (7):
promog¢ao do elétron do estado singlete fundamental para o primeiro estado
triplete excitado. 5- fosforescéncia: emissdo gerada pela transicdo entre
estados com multiplicidade de spins diferentes (neste caso singlete para
triplete) e 6 - conversao interna, resultando no estado fundamental da molécula
inicial ou um produto de reagao proveniente do estado triplete excitado em um
produto de reagao.

Na quimiluminescéncia o processo de emissao de luz é idéntico ao de
uma molécula foto-excitada, entretanto a fonte geradora da energia de
excitacdo € uma reagao quimica. Para que ocorra uma reagao que resulte em
emissdao de luz sdo necessarios alguns pré-requisitos fundamentais, os quais
envolvem a presenca de um composto com capacidade de ser formado no
estado eletronicamente excitado, um emissor capaz de liberar esta energia de
excitacdo e um sistema de coordenada de reagao que favoreca a formacao de
um produto no estado excitado ao invés de formar o produto no estado
fundamental’.

A+ B——>—s C*r— »C + v

A pergunta que sempre surge diante desta definicdo é: Por que uma
reacdo quimica pode liberar sua energia em forma de luz e ndo em forma de
calor conforme ocorre na maioria das reagdes quimicas?

Resumidamente, fatores energéticos e geométricos estao envolvidos na
formacdo de um estado excitado. Energeticamente, uma reagéo quimica na
qual a entalpia de ativagdo para a formagéo do produto no estado excitado é
menor que a entalpia para a formagao do produto no estado fundamental,
formara principalmente o produto no estado excitado (Figura 1). Por outro lado,
de acordo com o “Principio de Frank Condon™, uma transigao eletrénica é tao
rapida que a geometria da molécula permanece inalterada (congelada) durante

a transicao. Portanto, a formacao do produto no estado excitado sera favorecida
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'se ocorrer um menor rearranjo geometrico. Este produto se formara mais

facilmente no estado excitado do que no estado fundamental®.
A

Energia

Al

Y

Distdncia entre os nucleos

Figura 1. Representacao simpiificada da entalpia em fun¢do da coordenada de uma reacéo
quimiluminescente, onde: AH® - entalpia de ativacdo para formar o produto no estado
fundamental, AHg - entalpia de reagao, AH™ - entalpia de ativacao para formar o produto no

estado excitado.

Portanto, para que ocorra uma reagao com propriedades de
quimiluminescéncia, os seguintes critérios devem ser obedecidos.

e A reacdo deve ser exergbnica, isto &, deve produzir energia suficiente
para gerar um estado eletronicamente excitado.

e A reacao deve ter um caminho preferencial que favoreca a formagao do
estado eletronicamente excitado, de modo que a perda de energia por
calor (via energia vibracional e rotacional) seja insignificante.

e O produto eletronicamente excitado deve ser capaz de perder a energia
em forma de féton ou transferi-la para outro emissor, pois caso ocorra
perda de energia por processo hao-radiativo (conversdo interna e
formacao de produtos), nao havera emissao de luz.

Em uma reacdo, com formacdo de estados eletronicamente excitados, a

entalpia (AH) € o termo mais importante, pois em muitas reagdes quimicas com
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propriedades de quimiluminescéncia a mudanga na entropia € pequena. Sendo
assim AG e AH sao similares em magnitude. Porém esta afirmagao € mais
adequada para reagbes de decomposi¢dao unimolecular, como por exemplo,
dioxetano ou reagdo de luminol, nos quais o fator entropico nao influéncia.

Para que uma reacgdo produza um estado excitado o somatério da
entalpia de reacdo mais a entalpia de ativagdo que leva os produtos para o
estado fundamental deve ser maior que a energia para formar o produto no
estado excitado (AHr + AH* > AEe,).

O fenébmeno da emissdo de luz através de reagdes quimicas,
guimiluminescéncia, e seres vivos, bioluminescéncia, tem atraido o interesse de
inumeros pesquisadores durante varias décadas. Embora a bioluminescéncia
seja descrita desde a Grécia antiga, a primeira reagao quimiluminescente bem
caracterizada quimicamente, a oxidag&o do luminol (Esquema 2), s6 veio a ser
descrita por Albrecht em 1928* Um grande avanco no estudo mecanistico da
quimiluminescéncia foi alcangado com a primeira sintese de 1,2-dioxetano, um
peroxido ciclico de quatro atomos, por Kopecky em 1969°° Contudo, o
mecanismo da maioria das reagbes organicas com propriedades de
guimiluminescéncia ainda nao esta completamente esclarecido,
especificamente no que diz respeito ao passo de excitagao, ou seja, ao passo
elementar no qual a energia “quimica” da reacao é transformada em energia de
excitacao eletrénica.

Uma abordagem mecanistica quantitativa considera que a eficiéncia de
uma reagao quimiluminescente (®d¢L), pode ser determinada pela quantidade de
moléculas formadas no estado excitado singlete excitado (®s) multiplicado pelo
rendimento quantico de fluorescéncia do ativador (®rj), para o caso do produto

ser 0 proprio emissor.

D¢ = Dg X DF Equagio 1
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Se o produto formado transfere a sua energia para um outro emissor,

deve-se considerar o rendimento da eficiéncia de transferéncia de energia
(Do) .
DL = Os X Oy X Pte  Equagdo 2

Uma reacao, cujo produto gerado no estado excitado é o proprio emissor,
é denominada de Quimiluminescéncia direfa. Um exemplo classico que
caracteriza este tipo de quimiluminescéncia € a reagédo de luminol, no qual o
produto da reagdo, 3-aminoftalato, é o responsavel pela emissdo de luz’

(Esquema 2).

Esquema 2
NH, O NH, O
NH H,0,/ "OH o
—_—
NH  pmso o
O o

Em reacdes classificadas como Quimiluminescéncia indireta, o emissor é
excitado através de uma transferéncia de energia de um produto formado no
estado excitado. A decomposi¢do unimolecular de dioxetanos sintetizados por
Kopecky-Munford®® é um exemplo deste processo conforme mostrado no

esquema 3.
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Esquema 3
kFI(DBA)
DBAS! > DBASe + hv (R1)
DBA /7 =
TE
A s s
NS S
0-0 Ks ? s, o) O v (R2)
ke /~ DPASo
So s1 kFI(DPA)
hd DPA > DPAS® +  p. (R3)
0

O Br
oPA= (T pBA= OO
ko

Nesta decomposi¢ao pode ocorrer a formagao de uma espécie no estado

fundamental, no estado triplete e no estado singlete (R2). A espécie formada no
estado singlete excitado pode decair diretamente para o estado singlete
fundamental (R2) ou ter a sua energia transferida para um aceptor de energia,
que neste exemplo € o DPA (R3). A emissdo observada, neste caso, €&
proveniente da excitacao eletrénica do DPA.

Sabe-se que a emissdo de fosforescéncia de espécies tripletes nédo é
observada normalmente em meio liquido, devido a presenc¢a de impurezas ou
de oxigénio, portanto para que isto seja possivel geralmente é adicionado ao
meio um aceptor de energia triplete, como por exemplo, o 9,10-
dibromoantraceno (R1). A transferéncia de energia triplete-singlete ocorre
através de um acoplamento spin-orbital causado pelo efeito de atomo pesado.

No caso da Quimiluminescéncia ativada, ocorre a rea¢ao bimolecular
entre um peroéxido ciclico com anel tensionado, portanto, rico em energia € um
fluoréforo, resultando na formacdo de estados excitados do aceptor. Neste
caso, 0 aceptor passa a ser chamado de ativador, pois o aumento da

concentragao do aceptor acelera a decomposicao do peroxido (Esquema 4).
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Esquema 4

o Sk
, +)J\+ OOO _— CO + hv
J g

Para explicar a geragcao de estados excitados em reagbes com

propriedades de quimiluminescéncia, Rauhut et al.”™ foram os primeiros a
propor um complexo de transferéncia de carga entre o peréxido rico em
energia, formado na reacgao, e o aceptor de energia. Além disso, baseado nos
resultados de rendimento quantico de quimiluminescéncia, foi observado que
quanto menor o potencial de oxidagdo, maior € a constante de velocidade de
formacdo de estados excitados. Da mesma forma, quanto menor a energia
singlete do ativador maior o rendimento quantico de quimiluminescéncia.

Posteriormente, Schuster®, estudando uma série de peroxidos ciclicos e
lineares isolaveis, constatou que tanto a velocidade de decomposicdo do
peréxido quanto a intensidade de emissao aumentavam na presenca do
aceptor, sendo que a emissdo observada era a fluorescéncia do mesmo e o
aceptor nao sofria decomposi¢cdo. Alem disso, a velocidade dependia da
concentracdo do aceptor (ativador) e a constante de velocidade catalisada
dependia do potencial de oxidagdo do ativador e quanto menor o potencial de
oxidacdo maior era a formagao de estados excitados do ativador.

Schuster® também observou que, para todos os peroxidos ciclicos
estudados, o valor da constante de velocidade catalisada (k.) correlacionava
linearmente com o potencial de oxidacdo do ativador, indicando que na etapa
limitante ocorria uma transferéncia de elétron (Esquema 5). Além disso, o
aumento da viscosidade de solventes com mesma constante dielétrica no
estudo do sistema difenoil-peréxido resultou no auménto do rendimento

quantico de quimiluminescéncia®.
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Esquema 5
kcat
Peréxido—— hv
ko v = K [Peroxido]

Kops = Kq + Kf[ACT]
sem emisséo

k., = A.exp[i[Em -Ep., _—eZH Equacgdo 3
RT £R,

Através destas observacoes Schuster e Koo® postularam um mecanismo
que pudesse explicar a interagdo do peroxido rico em energia com o ativador, o
qual foi por eles denominado de mecanismo CIEEL (“Chemically Initiated
Electron Exchange Luminescence”), ou seja, Luminescéncia Induzida
Quimicamente pela Troca de Elétron®°. Resumidamente, o valor de o presente
na equagdo de velocidade catalisada (Equacdo 3) esta relacionado com a
extensao da ligacado O-O no momento que ocorre a transferéncia de elétron do
ativador para o intermediario de alta energia (IAE). Este valor € semelhante ao
valor de o de Bronsted utilizado em catalise acida geral, o qual mede a
transferéncia do préton no estado de transi¢do. De acordo com a equagao 3, o

valor de o € obtido da relacao Inkca vS. Eox.
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1.2 Luminescéncia Induzida Quimicamente pela Troca de
Elétron (CIEEL)

Esquema 6

0 (0 S
oy F D =——=
g

A luminescéncia induzida quimicamente pela troca de elétron supbe as
seguintes etapas: (i)- o peroxido formaria um complexo de encontro com o
ativador dentro da gaiola de solvente, (ii)- o alongamento da ligagao oxigénio-
oxigénio diminuiria a energia do orbital anti-ligante permitindo a transferéncia de
elétron do ativador para o peroxido, formando um par de ions radicais dentro da
gaiola de solvente, (iii)- a clivagem do anion radical da dioxetanona levaria a
formagao do anion radical do didxido de carbono, uma espécie altamente
redutora, que (iv)- por uma retro-transferéncia de elétron levaria a formacao do
ativador no estado eletronicamente excitado que (v)- pelo decaimento para o
estado fundamental emitiria luz (Esquema 6). Esta proposta foi recebida com
bastante entusiasmo pela comunidade académica, pois podia ser utilizada para
explicar a geracao de estados excitados na reagéo bioluminescente do vaga-
lume'®. A proposta mecanistica feita por McElroy et al.'’, para a reagdo de

emissao de luz do vaga-lume envolvia a formagao de uma dioxetanona, gerada
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através da reacdo de oxidacao da luciferina, catalisada enzimaticamente pela

luciferase (Esquema 7).

Esquema 7
0 @]
@EN NJ)LOH Luciferase i @N\ /N / OH
Dann G >~ "OOH
H .
S S ATP /0O, /Mg 2HO S S
HO
Luciferina
H,O

co,
-4y
N /j
HO S S

Oxiluciferina

iii nv i

E importante observar que a molécula de “luciferina-dioxetanona” (ii)
possui as caracteristicas necessarias para que ocorra a geracdo de estados
excitados, resultando em emisséo de luz. O grupo OH fenélico funciona como
um “gatilho” que ao ser desprotonado desencadeia uma série de eventos
através do sistema conjugado da molécula. A dioxetanona é a fonte de energia
responsavel pela excitacdo do sistema conjugado e este por sua vez, via
transferéncia de elétron intramolecular, resulta em emissdo de luz. Portanto, a
bioluminescéncia do vaga-lume pode ser explicada por um Mecanismo CIEEL
intframolecular.

Outro ponto importante, para a proposta do mecanismo CIEEL foi o
conhecimento da eletroquimiluminescéncia. Neste processo, ions radicais
gerados eletroquimicamente, no anodo e no catodo estariam envolvidos, e o
aniquilamento deste par de ions radicais resultaria em emisséo de luz (Figura
2).
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A*

Figura 2: Representagdo do aniquilamento de ions radicais gerados eletroquimicamente

resultando em emissao de luz

Deste modo o mecanismo CIEEL é utilizado para explicar uma série de
reagées com transferéncia de elétron que resultam em emissao de luz.
Entretanto, em relacao a eficiéncia do sistema que gerou a proposta para a
luminescéncia induzida quimicamente pela troca de elétron (mecanismo CIEEL)
ha uma certa controvérsia na literatura. Pois de acordo, com Catalani &
Wilson'?, os rendimentos quanticos de quimiluminescéncia calculados para o
sistema  difenoilperoxido/perileno  observados por  Schuster’  foram
superestimados em 1000 vezes. Catalani & Wilson’ determinaram um
rendimento quantico de quimiluminescéncia de 10*E mol™ contra 0,1 E mol™
observado por Schuster®. Em primeira analise, o que se pode concluir destes
trabalhos € que o sistema responsavel pela formulagao do Mecanismo CIEEL

possui uma eficiéncia extremamente baixa.
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1.3 O Sistema Peroxioxalato

O fenbmeno de quimiluminescéncia &€ uma das mais fascinantes
demonstracdes de conversdo de energia quimica em excitacdo eletrénica.
Contudo, sistemas com propriedades de quimiluminescéncia geralmente
apresentam eficiéncia insatisfatoria, tipicamente com valores préximos a 1%.
Entretanto, o sistema peroxioxalato € um excelente exemplo deste fenémeno,
pois sua eficiéncia & de aproximadamente 30%'>. O sistema surgiu na década
de 60 quando Chandross' misturou cloreto de oxalila com peréxido de
hidrogénio na presenga de rubreno e observou emissao de luz. Atualmente o
sistema mais eficiente é formado pela reacao de derivados de ésteres fendlicos
do acido oxalico, com grupos aceptores de elétrons, com perdéxido de
hidrogénio catalisado por uma base, na presengca de hidrocarbonetos
aromaticos policondensados com baixo potencial de oxidagdo, denominado
ativador (ACT) (Esquema 8).

Esquema 8

O OAr ACT
Y+ H0, — = 2A410H + 2CO, + hy

ArO 0] base

Rauhut et al.”®, foram os primeiros a formular o mecanismo da reagao
peroxioxalato e a propor a formagao de um intermediario de alta energia (IAE)
que em um Uunico passo deve liberar energia suficiente para provocar a
excitacdo do ativador. Experimentalmente, o desenvolvimento da reagéo
peroxioxalato pode ser estudado pela emisséo de luz, utilizando um fluorimetro
adequado ou pela liberagdo do fenol substituido através da sua absorgao no
ultravioleta. As etapas nas quais estdo envolvidas a formacdo e interagdo do
IAE com o ativador fazem parte da etapa rapida do processo, e portanto, ndo
podem ser observadas por cinética.

O mecanismo desta reagao é complexo, com varias etapas consecutivas

e paralelas que antecedem a etapa de quimiexcitacdo. Do estudo cinético
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realizado em trabalhos anteriores, no mesmo grupo em que o projeto foi
desenvolvido, foi proposto um mecanismo simplificado para a reagao principal
que leva a formagdo de estados excitados e atribuidas constantes de

velocidade para estas etapas (Esquema 9)'>°.

Esquema 9

N
) o
Clo Cl+z(/_7 SN H + 2¢Cl Cl

(0]
O Ci etapa 1 [ »
Cl
| k, | H,0,

etapa 2A 3
k,” H o) etapa 2 a
2 202 gj
“ O OOH
OH N
cl Cl O o) H + i—/7
+ N N H/

) °
f HOO OCI tj/ y 5
etap aNC ks etapa 3
‘4 /N
N g_/7

Quimiexcitagao

Estas informag¢bes sao referentes as etapas lentas da reacdo que
ocorrem antes da etapa de quimiexcitagao e podem ser resumidas da seguinte
maneira:

% A curva de formagao do 2,4,6-triclorofenol foi monitorada por
espectrofotometria e analisada com a funcao f(f) = A [1-exp(-Kobs1 £)].
% A curva de emissao de luz da reagao peroxioxalato foi ajustada com

uma funcao do tipo: f(f) = A1 exp(-Kobs1 £)-A2 eXp(-Kops2 f), onde: Kops1 €
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a constante observada para o decaimento da emissdo de luz da
reacdo e kes2 € a constante de velocidade observada para o
aumento da intensidade de luz, também chamada de constante de
subida.

*» kost depende da concentragdo de imidazol. Experimentos de
absorcdo (liberagdo do fenol) e emissdo mostraram que esta é a
etapa mais lenta da reacao. Em ambos os casos, a dependéncia com
a concentracdo de imidazol é complexa, sendo ajustada com uma
funcdo binomial: Kopst = Kigim[IMI-H]+k1rimIMI-HI>. Ademais, esta
etapa nao depende da concentragao de H;O, em baixas
concentragoes (Esquema 9 - etapa 1).

% Porém, kops1 depende da [H2O;] para concentragées acima de 10
mM, pois nestas condigbes o TCPO sofre ataque nucleofilico direto
do H>0,, catalisado por imidazol (etapa 2A).

< A adicao de 2,4,6-triclorofenol (TCP) nos experimentos de emissao
e absorgao demonstrou que a reacao inversa (k1) nao € importante
para as condicbes de reacao empregadas (efapa 1), pois nao
ocorreu variagéo no valor de kg,s1 com o aumento da concentragao
do 2,4 6-triclorofenol (TCP).

kobs2 apresenta dependéncia linear com a concentragdo H,O; e a

/)
L X4

constante bimolecular obtida é atribuida ao ataque nucleofilico do
H,O, ao ODI. Esta etapa € catalisada por imidazol e apresenta

dependéncia de segunda ordem na concentracao de imidazol.

X3

% Em altas concentragdes de H,O, ocorre uma mudanga do passo
limitante e esta etapa nao depende mais da [H;0;]. Nestas
condig¢des, o ataque do H,0O, ao ODI (di-imidazolida) nao é mais a
etapa limitante, e sim a ciclizagao do peracido intermediario (etapa
3). Entretanto, esta etapa é catalisada por imidazol, no qual este atua

como catalisador basico.
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Os valores para as constantes de velocidade obtidas para cada etapa da
reagao foram:

Tabela 1: Valores da constante de velocidade para cada etapa da reagdo do TCPO
com H,0,, catalisada por imidazol na presenca de DPA'®.

etapa Equacao de velocidade Constante

1 Kobst = K1gimy[IMI-H] + K1(rrim)[IMI-H]? K1gim) = 2,5 molL"'s™
K1(rrimy = 900 molL?s™
2,2A kobsz = ka(retn[H202][IMI-H]* karety = 1,5 x 10 molL s

3 Kmax = Kagim)[IMI-H] kagimy = 320 molL™'s™

O ponto culminante dessa reacao € a etapa de quimiexcita¢do, na qual
ocorre a interacao do intermediario de alta energia com o ativador (ACT), dentro
da gaiola de solvente, levando a emisséao de luz.

Varios autores vém contribuindo para que o sistema peroxioxalato possa
ser esclarecido. Cabe ressaltar que a maioria dos trabalhos apresentados na
literatura, com enfoque no estudo mecanistico, busca estabelecer qual é o
intermediario de alta energia que se forma na etapa de quimiexcitagéo.
Entretanto, ha controvérsias entre estes grupos que, de acordo com a
interpretacdo dada aos resultados observados, propuseram diferentes

intermediarios (A a H). (Figura 3).

0 OH O O ArO 0
A ot g
0-0 0-0 N=" §_35 o  OOH
o A B C D
0. 0]
= I 2 j; 1 o Ao~
N OM /HOA N ' 0
N=/HO “N_N— O ©\ ' [/>O ArO O
WU Vol ° °

Figura 3. intermediarios de alta energia (IAE) propostos na reagao peroxioxalato.
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1" propuseram a estrutura D como intermediario de alta

Hohman et a
energia (lAE), partindo da desprotonagdo do tri-isopropilsililperoxi-2,6-
difluorofenil oxalato (I) e tri-isobutilperoxi-2,6-difluorofenil oxalato (J) com
fluoreto de tetrabutilaménio em ftalato de dimetila e em acetonitrila. Entretanto,
seus resultados n&do foram muito conclusivos em relacido ao intermediario
proposto. Segundo seu trabalho, apdés a desprotecao com fluoreto de
tetrabutilamoénio, o ion percarboxilato formado interage rapidamente com o
ativador (ACT).

F O OOSR,

0O @)

F |R=isopropila
J R=isobutila

Hadd et al™®'®, em um estudo mais detalhado com respeito ao
mecanismo, discutiram a importancia do papel catalitico do imidazol e a
formacéo da di-imidazolida como um intermediario importante para a eficiéncia
da reacdo. Nestes trabalhos, os autores defendem as estruturas C e F como
intermediarios de alta energia®.

Stevani et al.?', reportaram a tentativa de capturar a 1,2-dioxetanodiona,
um possivel intermediario de alta energia formado na reagao peroxioxalato, pela
insercao de trifenilantiménio na ligacao O-O deste perdxido ciclico. O produto
esperado nesta reacdo, 2,2,2-trifenil-21°-1,3,2-dioxastilbolano-4,5-diona, foi
preparado por uma rota independente e caracterizado por RMN de "°C,
espectroscopia na regido do infravermelho e espectrometria de massa.
Entretanto, ndo foi bem sucedida a detecg¢ado da 1,2-dioxetanodiona a partir da
reacdo do peroxioxalato com trifenilantiménio, provavelmente devido ao seu
tempo de vida, que ndo é o suficiente para reagir com o ftrifenilantiménio, ou
devido a decomposigdo catalitica do perdxido na presenca de trifenilantiménio

(Esquema 10).
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Esquema 10
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Jonsson et al.??, estudaram a reacdo de TCPO com H,0- catalisada por
uma série de derivados de imidazol, sendo que alguns deles sao utilizados em
sintese de peptideos, na presenga de 3-aminofluroanteno (3-AFA) em
acetonitrila. O objetivo foi examinar as propriedades cataliticas destes derivados
na reacao peroxioxalato. Os autores observaram eficiéncia catalitica com os
compostos 1,2 4-triazol, 1-metilimidazol, 2-metilimidazol, 4-metilimidazol e 4,5-
tricloro-imidazol, enquanto que os compostos 2-mercapto-imidazol, 2-nitro-
imidazol, 4-nitro-imidazol entre outros, nao apresentaram emissao de luz
detectavel nas condigbes investigadas. Além disso, a reagdo do sistema
peroxioxalato utilizando 1-metilimidazol (pKs = 7,06) possui uma intensidade 25
vezes menor do que com imidazol (pK, = 6,99) nas mesmas condigdes, embora
ambos os catalisadores tenham pK,'s similares. Os autores atribuem este
comportamento ao fato, do intermediario gerado da reac¢ao entre TCPO e 1-
metilimidazol, possuir carga positiva que o desestabiliza, fazendo com que o

equilibrio desta reagado seja desfavoravel a formacao dos produtos. Por outro
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lado, a mesma reacdo utilizando imidazol levaria a um intermediario mais
estavel devido a transferéncia de préton do imidazol para outro imidazol
presente na solugdo. Assim, o equilibrio da reagao seria favoravel a formagéao
dos produtos. Os autores concluiram que o catalisador tem um papel importante
para a eficiéncia da reagao peroxioxalato, pois o intermediario formado deve ser
mais suscetivel a reagdo com H20; do que TCPO com H,0,.

Lee et al.®, estudaram a reagdo de DNPO com H,O, sem adicdo de
catalisador na presenca de perileno em acetato de etila. Os autores observaram
que quando a reacao era efetuada em baixas concentragdes de H,O; produzia
um decaimento lento, enquanto que na presenca de altas concentragdes de
H,O, duas diferentes emissdes eram observadas: um decaimento rapido
seguido de um decaimento lento. Para esta observacdo experimental, os
autores propuseram a formagao de dois intermediarios de alta energia (IAE), as
estruturas D e H (Figura 3). Estes autores também utilizaram TCPO e PCPO
em altas concentracées de H»O, e observaram que na reagdo com TCPO
ocorreu apenas um decaimento lento, enquanto que, com PCPO foi observado
um fraco decaimento rapido seguido de um decaimento lento. Com base nestes
resultados, os autores sugeriram que o IAE proveniente do decaimento rapido,
deveria ter em sua estrutura um forte grupo sacador de elétrons, pois a curva
de decaimento rapido depende da for¢a do substituinte do anel aromatico do
éster oxalico (DNP>PCP>TCP).

Em um outro trabalho® publicado no mesmo ano, foi investigada a reagao
de TCPO com H;O, catalisada por IMI-H na presenca de perileno, com o
objetivo de elucidar as propriedades do possivel IAE, mediada pela adigcao
variada de reagentes. Como fruto deste estudo, concluiram que as estruturas D
e H seriam os intermediarios de alta energia (IAE). Além disso, também
observaram que a mesma reagdo sem adi¢cdo de H;O, resultava em emissao
de luz. Assim, este IAE seria formado pela reacdo entre TCPO e IMI-H.
Entretanto, ndo foi proposta uma estrutura para este intermediario, sendo

designada pelos autores apenas como intermediario Z.
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Outros trabalhos relevantes sdo os de Shamsipur ef al?*?’, que
investigaram o sistema peroxioxalato na presenc¢a de derivados de cumarinas e
acriflavinas como ativadores. O interesse no estudo, destas espécies reside no
fato de possuirem propriedades antimicrobianas. No caso das acriflavinas, sao
também, utilizadas como foto-sensitizadores para agentes anti-cancerigenos?®.

Das estruturas citadas como intermediario de alta energia (A-H) foi
demonstrado que derivados da estrutura D ndo poderiam ser intermediarios de
alta energia, visto que o O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de p-clorofenila, um
derivado analogo a estrutura D, ndo levava a emissao de luz em presencga
apenas do ativador, necessitando de uma base para que tal evento fosse
observado’?®. Tal fato indica, que deveria ocorrer uma reacdo quimica, anterior
a emissao, provavelmente uma ciclizagao, originando, entdo, o intermediario de
alta energia. Neste trabalho foram também obtidas evidéncias experimentais
adicionais, ainda que indiretas, que sustentavam a hipdtese da 1,2-
dioxetanodiona (A) ser o intermediario reativo.

Bos R et al.®

, reportaram pela primeira vez, o uso de cloreto de oxalila
isotopico ("*C) com H,0, na presenca de 9,10-difenilantraceno (DPA) em THF
anidro para monitorar a formagao do intermediario de alta energia por RMN de
3C, variando a temperatura entre -80 a +20 °C. Os autores observaram um
sinal de baixa intensidade em & 154,5 que se tornava mais intenso a -70 °C,
sendo este atribuido a 1,2-dioxetanodiona. Na temperatura de -60 °C, o0 mesmo
sinal apresentou um alargamento. Além disso, foram observados outros sinais,
atribuidos a outros intermediarios, como por exemplo, monocloreto de
peroxioxalila. No espectro obtido a +20 °C todos os sinais desapareciam, exceto
a ressonancia em § 160,4. Segundo os autores, este composto possuiria uma
estabilidade térmica relativa, porém, ainda, nao foi possivel identifica-lo.
Baseado nos resultados da RMN de °C juntamente com os dados de calculo
ab initio, propuseram a 1,2-dioxetanodiona como intermediario de alta energia
(IAE).
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De acordo com os varios trabalhos apresentados na literatura, pode-se
perceber que o mecanismo da reagao e principalmente a estrutura do
intermediario de alta energia responsavel pela emisséo de luz, ainda, ndo estéao
bem esclarecidos.

O interesse pela estrutura do IAE é grande, pois este € o responsavel pela
emissdo de luz que ocorre na etapa de quimiexcitagcdo do sistema
peroxioxalato.

1133031 foram os primeiros a propor a formagdo de um

Rauhut et a
intermediario meta-estavel, provavelmente a 1,2-dioxetanodiona, capaz de
provocar a excitagdo do ativador, mediante excitacdo originada por um
complexo de transferéncia de carga. Dos experimentos de rendimento quantico
de quimiluminescéncia (®c_) foi observado que quanto menor o potencial de
oxidagéo do ACT era maior era a velocidade de formagéo de estados excitados.
Além disso, quanto menor a energia singlete, maior o d¢y_

Schuster et al.®’, ao estudar uma série de peréxidos ciclicos e lineares
também observou que a velocidade de decomposicdo destes peroxidos era
acelerada em presenca de ativadores com baixo potencial de oxidacéo e altos
rendimentos de fluorescéncia (®g), além de ocorrer um aumento na intensidade
de emissao de luz. Com base nestas informagdes foi postulado o mecanismo
CIEEL. Na etapa de quimiexcitacdo da reagao peroxioxalato estariam
envolvidas apenas duas espécies: O IAE e o ativador (ACT). Considerando que
o |IAE é o mesmo para qualquer ativador utilizado, as informagées obtidas desta
etapa seriam provenientes da mudanga do ®f energia singlete e potencial de

oxidacao dos ativadores.

/. 32

Stevani et a estudaram a etapa de quimiexcitagdo da reacao

peroxioxalato através da reagédo de TCPO com IMI-H e H;O, e da reacgao de
0,0-hidrogénio monoperoxioxalato de p-clorofenila catalisada por IMI-H na
presenca de uma série de ativadores aromaticos policondensados, como por
exemplo: 9,10-difenilantraceno, rubreno, perileno entre outros. Para os dois

sistemas foram obtidas evidéncias experimentais que reforcaram a hipotese da
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transferéncia de elétron entre o ativador e o IAE, através da correlagao linear
entre a constante de velocidade catalisada (kcat) € 0 potencial de oxidagao;
conforme postulado pelo mecanismo CIEEL. Entretanto, para dois ativadores,
ndo comumente utilizados, 9,10-dimetéxi-antraceno (DMOA) e 9,10-
dicianoantraceno (DCNA) foram observados desvios significativos. Até o
momento, ndo ha uma explicacido para tal comportamento. Isto mostra que
detalhes sobre este interessante mecanismo, ainda, precisam ser esclarecidos.

Silva et al.>® reportaram a reagdo de TCPO catalisada por IMI-H com H,0-
na presenca de varios derivados de oxazolinilidenos esterdides substituidos
como ativadores. Os resultados obtidos também se aplicam ao mecanismo
CIEEL, isto &, com transferéncia de elétron entre o IAE e o ACT. A informagao
mais importante obtida neste trabaiho foi mostrar que compostos com
esqueletos totalmente distintos das estruturas dos ativadores comumente

empregados no estudo do mecanismo CIEEL, também podem ser aplicados.
1.4 Aplicagoes Analiticas

De modo geral, a quimiluminescéncia tem sido largamente aplicada em
diversas areas de biotecnologia, farmacologia, biologia molecular, clinica e
quimica, sendo que o sistema que mais se destaca é a reagao peroxioxalato.
Portanto, torna-se importante conhecer o mecanismo desta reagao para que
seja possivel ampliar e melhorar a eficiéncia de sua aplicagdo. Do ponto de
vista analitico, esta reacao € um das mais interessante reportada na literatura,
pois possui um alto rendimento quantico de quimiluminescéncia, comparado
apenas a sistemas biolégicos, ou seja, € um sistema altamente sensivel**>°,

O sistema peroxioxalato possui uma série de aplicacdes, sendo que os
derivados de ésteres oxalicos mais utilizados s&o o bis(2,4,6-triclofenil) oxalato,
bis(2,4-dinitrofenil) oxalato e o bis[2-(3,6,9-trioxadeciloxicarbonil)-4-nitrofenil]
oxalato®>°. A primeira aplicagdo pratica da reagso peroxioxalato foi como “light
sticks”, que sao bastbes de plastico contendo em seu interior os reagentes

necessarios para que ocorra uma reagdo com propriedades de
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quimiluminescéncia. Estes bastdes ao serem quebrados possibilitam a mistura
dos reagentes, o qual resulta na emisséao de luz. Ha uma série de aplicagbes
para estes bastées, sendo uma delas como sinalizadores em mergulho. Os
bastbes sdo até hoje fabricados pela “American Cynamid Co.,” que teve como
funcionario MM Rauhut, descobridor da reacao peroxioxalato’.

Na literatura ha um grande numero de trabalhos, nos quais a
quimiluminescéncia da reacao peroxioxalato é utilizada como ferramenta
analitica. Basicamente, qualquer sistema que forme perdxido de hidrogénio ou
o destrua, que forme uma substancia com propriedades de fluorescéncia ou
contenha um composto que suprima a fluorescéncia, pode ser aplicado ao
sistema peroxioxalato. A seguir serao relatados alguns exemplos de aplicagao
analitica da reacgao peroxioxalato com o intuito de ilustrar a sua importancia.

Nozaki et af’™® e Ragab® utilizaram a reacdo peroxioxalato,
especificamente o bis(2-(3,6-9-trioxadecaniloxicarbonil)-4-nitrofenil  oxalato
(TDPO), para otimizar a producao de H»O, produzido pela oxidagdo da
dopamina em meio basico. A dopamina € um neurotransmissor, geralmente,
presente em baixas quantidades em fluidos biologicos. Sob condigbes
fisidlogicas, pode gerar H»O, enzimaticamente, resultando em dopamina
neurotdéxica. O H»O, produzido é detectado por HPLC pelo método de injecdo
em fluxo. No intuito de otimizar o estudo, testou-se varios compostos ciclicos
nitrogenados, dentre eles imidazol como catalisadores da reacdo (Esquema
11).

Esquema 11
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Yamada et al*’, utilizaram a reacdo peroxioxalato para determinar a

presenca de estradiol em plasma utilizando HPLC. O limite de detecgao

observado foi de 15 fmol (4 pg). Estradiol € um dos mais importantes
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estrégenos secretado pelo ovario humano, sendo responsavel pela manutencao
do sistema reprodutivo feminino. Além disso, derivados de estradiol tém sido
usados como agente anti-osteoporose. Como o estradiol nao possui
propriedades de fluorescéncia, foi necessario derivatiza-lo com cloreto de

dansila (Esquema 12).

Esquema 12
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Sun et al?

, desenvolveram um método por HPLC para detectar a
presenca de 4.4’-isopropylidenediphenol (bisfenol A, BPA) proveniente de
recipientes de policarbonato durante o processo de esterilizagdo, como por
exemplo mamadeiras. Segundo os autores, pesquisadores tem mostrado que
BPA apresenta efeitos xeno-estrogénicos in vifro em concentragbes de 6 ppb
(25 nM). Sendo assim, os autores julgaram importante desenvolver um meétodo

altamente sensivel para monitorar o nivel de BPA (Esquema 13).

Esquema 13
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Pode ser observado que para a maioria das determinacdes analiticas &

necessario uma derivacao da espécie a ser analisada, pois muitos compostos

nao possuem propriedades de fluorescéncia. Além de cloreto de dansila, varios
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outros compostos sado utilizados como reagentes de derivatizacdo
(Esquema 14)*.

Esquema 14

0 NH,
~ CH,OH

0" "o
LUMINARIN 4

9-metanol-antraceno

Estes exemplos correspondem a uma pequena demonstracdo das
possiveis aplicacbes envolvendo a reacdo peroxioxalato. Percebe-se que o
método mais utilizado é a cromatografia liquida de alta resolugcdo (HPLC).
Porém, observa-se também o desenvolvimento da aplicacdo do sistema
peroxioxalato em eletroforese*>**. Em suma, o sistema peroxioxalato & aplicado
em uma série de sistemas, cujo objetivo & desenvolver um método simples, de

facil aplicacao, sensivel e seletivo.
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2 Parte Experimental

2.1 Aparelhagem

Para seguir a cinética de emissao proveniente das reacgdes dos
peracidos e do sistema peroxioxalato, foi utilizado um espectrofluorimetro SPEX
FLUOROLOG 1681, com tensao de 750V na fotomultiplicadora, fenda de 1mm
e grade na condigdo de espelho. Com a grade do monocromador estando
posicionada na condi¢do de espelho, a luz emitida pela reacéo é toda refletida
para a fotomultiplicadora sem a separagéo espectral. Além disso, foi utilizado
um outro espectrofluorimetro da marca Varian Cary Eclipse, tensdo na
fotomultiplicadora de 750 V, fenda 20nm e grade também na condicdo de
espelho. Para registrar os espectros de absor¢do foi utilizado um
espectrofotometro SHIMADZU Multispec1501. Nos experimentos efetuados na
auséncia de H,0, foi utilizado um contador de féton equipado com um
refrigerador termoelétrico, modelo THORN EMI Gencom Inc 1kV. (Modelo
FACT 50 MK). A saida da fotomultiplicadora foi conectada a um amplificador
Princeten Applied Research (modelo 1121A).

Para medir a viscosidade das misturas de tolueno e difenilmetano foi
utilizado um reémetro Brookfield para baixa viscosidade, modelo LV DVIII cone
CP40 angulo 0,8° volume = 0,5 mL e raio 2,4 cm.

Os potenciais de oxidacao dos ativadores 9 a 13 foram determinados em
um aparelho EG & G Princeton applied Research modelo 175, nas seguintes
condigdes: eletrodo de platina (trabalho), eletrodo Ag°/Ag* (referéncia), filtro 590
Hz, capacitor 15 nF, eletrélito: perclorato de tetrabutilaménio (0,1M) em
acetonitrila.

Na sublimag¢éo do composto 4 foi utilizado um sublimador modelo: BUCHI-
Glass Oven B-580 e na cromatografia circular foi utilizado em um Chromatotron
7924T.
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. Para caracterizar os compostos, preparados neste trabalho, foram
utilizados os seguintes equipamentos. Bruker DRX 500, Bruker AC200, FT IR
Bomem MB100, Shimadzu CG MS-QP5050A, Elemental Analyzer 2400CHN

Perkin Elmer.

2.2 Reagentes

A piridina foi mantida em temperatura de refluxo por 4 h na presenca de
NaOH e destilada a 111 °C. A trietilamina foi destilada de NaOH apos refluxo de
3 horas. A solugdo de H,0O,, utilizada na preparagdo dos compostos 5-8, foi
preparada a partir da extracdo de 20 mL de uma solugdo concentrada (60%) de
H2O, com trés porgcdes de 15 mL de éter etilico, sendo a solugcdo seca com
MgSO, a 5 °C. A concentragdo da solugdo resultante variava entre 5-8 M,
determinada por iodometria. O p-cresol foi recristalizado de hexano, o fenol de
éter de petroleo (40-60 °C), o p-metoxifenol de hexano e o p-nitrofenol em
tolueno/EtOAc 9:1. Todos foram secos a vacuo e armazenados sob P>Os. 9,10-
difenilantraceno (DPA) (Aldrich), imidazol (Aldrich 99%), cloreto de p-
bromofenilbenzoila (Fluka), reagente de Lawesson (Fluka) (26), cloreto de
bis(trifenilfosfina) paladio Il [(PhsP).PdCl;] (27), fenilacetileno (Merck) e hidrazina
hidratada (Merck) foram utilizados sem purificacdo prévia.

Os compostos 9 a 13 foram preparados no laboratorio do Prof. Rainer
Beckert": 3-[2-(4-metoxifenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilidenolandrosta-1,4-dien-17-
ona (9), 3-[2-(3-metoxifenil)-5,5-dimetiloxazol]-4-ilideno]androsta-1,4-dien-17-ona
(10), 3-[2-(4-clorofenil)-5,5-dimetioxazol-4-ilidenolandrosta-1,4-dien-17-ona (11),
3-[2-(4-fluorofenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilideno]androsta-1,4-dien-17-ona (12) e 3-
[2-(4-nitrofenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilidenolandrosta-1,4-dien-17-ona (13).
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2.3 Solventes

O acetato de etila foi seco sob CaCl, por um dia, filtrado e submetido a
agitacdo mecanica por 30 minutos com 1 M de NaOH a 0 °C, sendo novamente
filtrado e destilado lentamente (p.e. = 77 °C) na presenca de P,Os.

O éter dietilico foi pré-seco com H;SO4 (100 mL por litro), destilado e
aquecido a temperatura de refluxo por 4 h com Na®° na presenca de
benzofenona. Apoés esta etapa de purificagao foi, entao, redestilado na presenca
de peneira molecular de 4 A e armazenado também sob peneira molecular de 4
A pré-ativada.

O tolueno e o THF utilizados na sintese dos derivados de oxazolona foram
tratados com sodio metalico e benzofenona, sendo destilados apds a mistura
atingir a coloracao azul caracteristica de meio anidro.

O cloroférmio foi destilado de CaCl; apds 24 horas na presenga do agente
secante.

O etanol e o metanol foram utilizados sem tratamento prévio. O tolueno
utilizado nos estudos de viscosidade foi destilado de P,Os e armazenado sob
peneira molecular 4A.

O difenilmetano (pf. = 254 °C) também utilizado nos estudos da
viscosidade foi destilado a vacuo (90 °C — 3 mmHg). As caracteristicas fisicas

destes solventes estio relacionadas na tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas dos solventes utilizados no estudo da viscosidade.

solvente® n (mPas) & np" p.e (°C)
tolueno 0,560 2,379 1,4960 110
difenilmetano 1,945 2,54 1,5770 264
acetato de etila 0,423 6,08 1,372 78,5

a obtidos da literatura®
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2.4 Determinacao da concentracdo dos peracidos 5-7 e das
solugobes anidras de H,0,

Na determinacdo da concentragdo de cada peracido foi empregada uma
cubeta de quartzo de caminho 6ptico 1,0 cm a temperatura de 25 °C contendo
3,0 mL de uma solugdo 0,05 M de Kl em tampdo NaOAc/AcOH (pH = 3,8),
sendo a absorcdo determinada em 353 nm (g = 2,55.10* mol L™ cm™). Nesta
solugéo era adicionado 5 ulL da solugdo do peracido (5-7), cuja diluigdo variava
de 5 a 20 vezes, pois dependia da concentracdo da solugdo estoque do
peracido a ser analisado. A concentragao da solugdo estoque variou em torno
de aproximadamente 300mM.

Para determinar a concentracdo de H»0O, empregava-se a mesma
metodologia utilizada na determinacao dos peracidos. Porém, era necessario
diluir 100 vezes, em agua, a solugcao estoque de H,0O,, cuja concentracdo era
de aproximadamente 2 M (1 mL de H>O0; 60% em 10mL de acetato de etila
anidro) e adicionar 10 uL de solugao de peroxidase HRP VI (L = 403 nm,

¢ =1,02.10° mol L' ecm™), cuja concentracao final era 1.10° mol L™

2.5 Estudo cinético dos derivados de O,0O-hidrogénio
monoperoxioxalato de arila (5-7)

Em uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,0 cm e volume de 3
mL foram adicionados 300 ulL de uma solugao estoque de 9,10-difenilantraceno
(10 mM), 5 ul a 2,5 mL de uma solugéo estoque de imidazol (300 mM) e 0,15
mL a 2,64 mL de acetato de etila. A reacao foi iniciada com aproximadamente
30 ulL do peracido (5-7) (50 mM), o volume do peracido variou de acordo com a
concentracdo da solugdo estoque, o qual foi determinada antes de cada
experimento. A concentracao final para cada reagente era: [5], [6] e [7] =0,5, 0,1
e 0,5 mM respectivamente, [IMI-H]=0,5 mM a 250 mM e [DPA]=1 mM. Todas as
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solugbes foram preparadas em acetato de etila anidro, e os dados cinéticos

calculados a partir da intensidade de emissao de luz.

2.6 Estudo do sistema peroxioxalato variando a viscosidade

Em uma cubeta de quartzo, de caminho 6ptico de 1,0 cm a 25 °C, cujo
volume maximo era 3,0 mL, foram adicionados 0,3 mL de solugédo de DPA (10
mM) em difeniimetano (DFM), 63,80 uL ou 31,40 uL de uma solugdo de
imidazol (23,50 mM) em tolueno e 3,5 pL de uma solucao de H203 (2,10 mM)
em acetato de etila. O volume restante foi completado com tolueno e
difenilmetano (Tabela 3). A reacgdo foi iniciada pela adigdo de 25 uL de uma

solugcao de TCPO (12 mM) em tolueno.

Tabela 3: Composicdo das misturas de solventes (tolueno e difeniimetano) utilizadas nos

experimentos.

DFM CizHp tolueno
% (mL) (mL)
0° - 2,60
10° - 2,60
20° 0,3 2,31
40° 0,9 1,70
60° 1,5 1,10
80° 2,1 0,51
90° 2.4 0,20

2 solucdo estoque de DPA em tolueno, ° solucéo estoque de DPA em DFM.

As concentragbes finais de cada reagente foram: [H202] = 2,56 mM,
[TCPO] = 0,1 mM, [IMI-H] = 1,0 mM ou [IMI-H] = 0,5 mM e [DPA] = 1,0 mM. A
solucdo de H,O, foi preparada em acetato de etila, devido a sua baixa
solubilidade em tolueno/C3Hz No entanto, para reduzir a influéncia nas
caracteristicas fisico-quimicas do sistema, preparou-se uma solugdo de H;O,
3M de modo que o volume da aliquota em acetato de etila fosse reduzido (2,5
uL), ou seja 0,08 %.
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2.7 Estudo do sistema peroxioxalato utilizando os ativadores
9-13

Em uma cubeta de quartzo de caminho optico de 1,0 cm a 25 °C, cujo
volume maximo era 3,0 mL, foram adicionados de 0,015 a 1,5 mL da solugéo
estoque do ativador (9-13), (solugdo estoque: 1,0 mM), 40 pL de IMI-H,
(solucdo estoque de 75 mM), 30 uL de H>O> (solugéo estoque de 1.0 M) e 1,41-
2,89 mL de acetato de etila, completando o volume para 2,95 mL. A reacao foi
iniciada pela adicao de 50 uL da solugdo estoque do TCPO (6,1 mmol LY. As
concentragbes finais das solugbes contidas na cubeta eram as seguintes:
[TCPO] = 0,10 mM, [IMI-H] = 1,0 mM, [H20,] = 10 mM e [ACT]= 0,005-0,5 mM.

2.8 Estudo do sistema peroxioxalato na auséncia de H,0,

Em uma cubeta de quartzo a 25 °C, cujo volume era de 6 mL foram
adicionados 106 uL de IMI-H, 200 pulL de rubreno e 66 uL de DNPO ou TCPO.
Os experimentos foram executados na presengca (1,7 ulL) e auséncia de
peroxido de hidrogénio. O restante do volume foi completado com acetato de
etila anidro para 4 mL. A concentracdo estoque e final corresponderam as

descritas na tabela 4:

Tabela 4: Concentracdes dos reagentes utilizados no sistema peroxioxalato sem H,0,.

Reagente [Reagente]s estoque [Reagente]sna
(mmol L) (mmol L™)
IMI-H 75 2
TCPO 12 0,2
DNPO 12 0,2
Rubreno 1 0,05

H,0, 1,19e°e1,19e® 5e’a5e™®
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2.9 Calibragcao da fotomultiplicadora

Como a intensidade de emissao de luz € medida em unidade arbitraria
(u.a.) ou em contagens por segundo (cs™), unidades que dependem do
instrumento utilizado, € necessario fazer a calibragdao da fotomultiplicadora. A
calibracdo & necessaria para que a intensidade de luz emitida possa ser
transformada em Einstein (E, unidade S| de quantidade de luz emitida). Este
procedimento foi efetuado utilizando-se a reacdo de luminol com H,O,
catalisada por hemina, descrita na literatura® e que foi estabelecida pelo nosso
grupo como reagdo padrao na determinacdo de rendimentos de
quimiluminescéncia®. Cabe ressaltar, que o rendimento quantico de
quimiluminescéncia da reagao de luminol com H2O2 (®minol = 0,0114 + 0,0006
E mol‘1) € independente da concentragao inicial do luminol e, também que, a
concentracdo do peroxido de hidrogénio deve ser 100 vezes maior que a
concentracdo do luminol. As solugdes utilizadas, exceto a solugao estoque do
luminol, devem ser preparadas, imediatamente, antes do experimento. Para
este procedimento sdo utilizadas as seguintes solugdes: luminol (0,10 mM, em
solucdo tampao de fosfato pH 11,6, € = 7600 M'cm™), H,0, (0,30 % em agua
deionizada), e hemina bovina dissolvida em meio aquoso alcalino (duas
solugcbées com absorbancia 0,6 e 0,2 medidas em 414 nm). Em uma cubeta
contendo 2,8 mL de solucdo de luminol posicionada no espectrofluorimetro sob
agitacdo sao rapidamente adicionadas 100 uL de solugdo de H,0,, seguida da
adicdo de 100 puL da solugdo de hemina mais diluida (absorbancia 0,2). A
adicao da solugdo de hemina € acompanhada por um pulso de emisséao de luz,
seguida de um decaimento relativamente rapido. Quando a intensidade atinge
aproximadamente 2% da intensidade maxima de luz, 100 pL da solugdo de
hemina mais concentrada (absorbancia 0,6) sdo adicionados. Observa-se
novamente um pulso de luz, o qual retorna rapidamente a linha base. Este

procedimento é utilizado para garantir o consumo completo de luminol. Apds a
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aquisicdo de sete experimentos é determinada a area abaixo da curva de

emissao obtida para cada um dos experimentos.
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Figura 4: Variagcdo da intensidade de emissdo de quimiluminescéncia em fungéo do tempo na
reac&o de luminol com perdxido de hidrogénio, utilizando hemina bovina como catalisador.
O segundo pico obtido corresponde a adi¢do da aliquota da solucdo de hemina mais

concentrada (absorbéncia 0,6).

O fator de calibracdo (Fcr) € determinado, através do valor da integral
abaixo da curva experimental obtida em contagens ou em unidade arbitraria
(u.a.). Desta forma pode ser transformada em Einstein (E), ou seja, mols de

fétons.

O

F _ [umin olnlu min o/
CF —

Q Equagao 4
drea

onde: Qarea = area integrada abaixo da curva de emissao da reag¢do do luminol;

Fcr = fator de calibragcéo da fotomultiplicadora; nymino = mols de luminol utilizado

na reagao; Ouminoi = rendimento de quimiluminescéncia do luminol.
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2.10 Medida da viscosidade da mistura de tolueno com
difenilmetano (C43H ).

Para a determinacdo da viscosidade da mistura de tolueno com Cq3H12
em varias propor¢gdes foi utilizado um redmetro Brookfield para baixa

viscosidade. As medidas foram executadas a 25 °C.

Tabela 5: Viscosidade das misturas tolueno e difeniimetano em véarias proporgdes.

DFM % n (cP)
0 0,56°
10 0,703 + 0,011
20 0,816 + 0,035
40 1,050 + 0,006
60 1,372 £0,012
80 2,166 + 0,021
90 2,573 + 0,040

¢ obtido da literatura®.

2.11 Preparacdo dos cloretos de feniloxalila substituidos

A mesma metodologia sintética foi utilizada na preparacao dos cloretos
de feniloxalila substituidos. Assim, sera apresentado a seguir o procedimento

geral seguido da caracterizagéo de cada composto.

OH
O\ Cl . © o) OOX
) At
¢ o eter ¢’ o
X

Procedimento geral:

Em um baldo de 100 mL, contendo 106 mmo!l do fenol substituido
dissolvido em 60 mL de éter dietilico anidro, foram adicionados, gota a gota,

aproximadamente 106 mmol de cloreto de oxalila (9,2 mL, d = 1,455 g cm'3). A
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mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente durante trés dias.
Apos este tempo, o solvente foi evaporado restando um sélido, exceto para o 2.
Este soélido foi destilado sob pressao reduzida, utilizando banho de silicone e
condensador de destilagdo aquecido [p.e/mmHg: 100 °C / 7 (1), 80 °C / 1 (2),

145°C / <1 (3)].
Rendimentos: 62 % (1), 82 % (2) e 60 % (3).

Analise elementar

Composto 1 (%): observado 52,21 (C), 3,04 (H) e 19,28 (Cl) / calculado 52,06
(C), 2,73 (H) e 19,21 (CI).

Composto 2 (%): observado 54,64 (C) e 3,70 (H) / calculado 54,43 (C) e 3,55
(H). Diferentemente dos outros compostos preparados, este composto € um
liquido viscoso, por isso nao foi possivel efetuar a determinacao do cloro.
Composto 3 (%): observado 50,16 (C), 3,33 (H) e 16,35 (Cl) / calculado 50,37
(C), 3,29 (H) e 16,52 (Cl).

Infravermelho (KBr)

1 1776 e 1753 cm’ (v, C=0), 689-761 cm’' (5, C-Cl). 1173 cm”
(5, C-O éster) 1486 cm’’ (5, C=C “anel aromatico”) e 3394 cm™ (v, O-H)

(impureza do acido correspondente).

2 1783 cm™ (v, C=0), 712 cm™ (8, C-Cl) 1249 cm™ (5, C-O éster), 1505 cm’’

(8, C=C “anel aromatico”).

3 1737 e 1764 cm’ (v, C=0), 1209 cm™ (5, C-0), 772 cm’ (5. C-Cl),
1508 cm' (8, C=C) e 3503 cm' (v, O-H) (impureza do acido

correspondente).
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Espectrometria de Massa

1 (El) Injegdo direta, miz (%): 184 (19,5) M™, 156 (6,5), 121 (10,5), 93
(14,84) e 77 (100), além da presenca do acido correspondente, cujo pico
do ion molecular € 165 (3,07).

2  (Cl) lonizagdo quimica, m/z (%) [198+H]*(0,13), 163 (0,13), [136+H]"
(9,89), 109 (100), 91 (2,41).

3 (El) Injecdo direta miz (%) 214/216 (5/2) M**, 186 (1), 151 (1), 124 (100),
109 (86) e 81 (28). Ha também a presenca do acido correspondente, cujo

pico do ion molecular é 196 (13).

RMN de '3C (DRX125 MHz, CDCl,)

3 4 s (5) 160,8 (C-1), 158,2 (C-6), 154,3 (C-2), 143,4 (C-
OHZ OZ@ZOM‘* 3), 121,3 (C-4),114,7(C-5), 55,6 (C-7) (Anexo 8)

7
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2.11.1 Tentativa de preparagao do cloreto de p-nitrofeniloxalila (4)

A tentativa de preparagdo do composto 4 foi feita de acordo com o
procedimento descrito na se¢do 2.11, contudo nao foi obtido o produto. Cabe
dizer que, embora varias tentativas tenham sido feitas, nao foi possivel purificar
este composto por destilacdo a pressao reduzida. Embora, a mistura de reacao
tenha sublimado dentro da aparelhagem de destilacao, tentativas de purificacdo
por sublimagédo também nao foram bem sucedidas, resuitando em rendimentos
insatisfatérios. Apesar do teste com o produto sublimado, juntamente com
H->0,, imidazol e 9,10-difenilantraceno ter resultado em emissao de luz visivel, o
resultado da analise elementar mostrou que este composto era o
p-nitrofenol. Por outro lado, o resultado do espectro na regido do infravermelho
apresentou as seguintes bandas: 628-753 cm™ (5, C-Cl), 1202 cm™ (5, C-0),
1757 cm™ (v, C=0) banda fina e 3366 cm™ (v, O-H) banda larga (proveniente

do fenol ou do acido correspondente).
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2.11.2 Preparagao do bis(4-nitrofenil) oxalato (23)

OH

o o] éter e) OA<j>7NO2

+ H
~N 23

A

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL com trés bocas foram

NO,

dissolvidos 10 g (72 mmol) de p-nitrofenol em 25 mL de éter dietilico anidro. A
solugéo foi resfriada a -10°C e 7,1 mL (50 mmol, d=0,72 g/cm3) de trietilamina
foram adicionados lentamente. Em seguida foram adicionados lentamente 2,4
mL (27,5 mmol, d=1,455 g/cm®) de cloreto de oxalila durante,
aproximadamente, 30 minutos. A reacao ficou sob agitacdo a temperatura
ambiente durante 13 horas. O solvente foi evaporado a pressao reduzida,
restando um sélido marrom o qual foi lavado sob agitagdo magnética por uma
hora com éter de petroleo e, depois, mais uma hora com acetato de etila. O

produto foi recristalizado em acetato de etila. Rendimento: 47,8% (4,3 g)

Analise elementar:

(%): observado 50,60 (C), 2,41 (H) e 8,43 (N) / calculado 50,63 (C), 2,95 (H) e
8,40 (N).

Invravermelho (KBr)

1772 cm™ (v, C=0), § (C-0) 1348 cm™, (5, C-NO,) 886 cm™, (5, C=C) 1484-
1616 cm’".

Espectrometria de Massa (Impacto eletrénico)

m/z (%): 332 (1,33) M**, 304 (29,49), 166 (43,98), 139 (35,24),122 (100,00).
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2.12 Sintese dos derivados de 0O,0-hidrogénio
monoperoxioxalato de arila (5-8)

Os peracidos utilizados neste trabalho foram preparados de acordo com
uma metodologia comum. Assim, a exemplo da preparagdo do cloreto de
feniloxalila substituidos, sera apresentado um procedimento geral, dando

énfase apenas nas diferengas entre cada preparacgao.

AN
o) o@—x L o OOX

+  HO, ;
C O4q:x=H eter HOO O 5 X=OCH,
2: X=CH, 6: X = CH,
3: X = OCH, 7 X=H
4:X:N02 8X—N02

Procedimento geral:

Em um baldo contendo o cloreto de feniloxalila substituido (1-4) em 10
mL de éter dietilico anidro a -25 °C, foi adicionada, gota a gota durante 20
minutos, uma solucao etérea de H,0O,, contendo piridina, sob atmosfera de N,
conforme mostra a tabela abaixo.

Apds 30 minutos de agitagdo a -25 °C, a mistura foi lavada com uma
solugao saturada e gelada de cloreto de amdnio (3 x 20 mL) e a porgao etérea
seca com sulfato de magnésio anidro por 10 minutos a 0 °C. Apés este tempo o
solvente foi evaporado a -40 °C e substituido por 2-4 mL de acetato de etila
anidro. A reacao foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando placa de SiO, com indicador de fluorescéncia, 60 Fass, a -20 °C, e
solucédo de Kl 10% como revelador. Foram observados os seguintes fatores de
retencao (Ry):

Composto 5. CH,Cl,/EtOAc 9,5:0,5 (eluente) / Ry~ 0,0 (H20,), Rf =0,44 (5) e R¢
= 0,85 (p-metoxifenol).
Composto 6: CH,CI,/EtOAc 8,5:1,5 (eluente) / Rs = 0,63 (6) e Rf = 0,80 (p-

metilfenol).
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Composto 7: CH,Cly/ EtOAc 9:1 (eluente) / Ry = 0,52 (7), Rr = 0,31 (acido
correspondente) revelado com alaranjado de metila e R = 0,67 (fenol).
O rendimento foi calculado através da determinagdo do contetdo

peroxidico.

Tabela 6: Relacido em mois dos reagentes utilizados para a preparacéo dos compostos 5 a 8.

Produto (Reagente) mol H,0, (mol) Piridina (mol) Rendimento %
5 3(3,10) 31,0 3,10 13,5
6 2(3,03) 30,3 3,03 13,0
7 1(3,25) 32,5 3,25 31,2
8 4 (2,62) 26,2 2,62 ndo observado

Caracterizagdo: RMN de "°C Bruker 125,7 MHz, Acetona, Ds-40 °C,
deslocamento quimico em relagao ao solvente.

RMN de C (5) 154,8 (C-1), 1559 (C-2), 143,8
o , OOOMe
(C-3), 122,8 (C-4), 114,9 (C-5), 158,3 (C-6) e 55,4 . 3 6

HOO 5§ O 4 °

(C-7).

RMN de *C (8) 154,7 (C-1), 156,0 (C-2), 1484 4 5

(C-3), 121,6 (C-4), 130,7 (C-5), 137,0 (C-8) e 20,6 0>\_2\,O‘3®;§H3

(C-7). HOO 16 %

RMN de ®C (8), 154,8 (C-1), 156,1 (C-2), 150,6 4 5

(C-3), 122,0 (C-4), 130,5 (C-5), 127,5 (C-6). O>_2\<043® 6
HOO ', 0
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2.12.1 Tentativa de sintese do O,0-hidrogénio monoperoxioxalato

de p-nitrofenila (8) a partir do composto 4

A primeira tentativa de preparacéo do composto 8 foi feita de acordo com
o procedimento descrito na secdo 2.12. Entretanto, ndo foi observada a
presenca de mancha peroxidica. CCD: CH,Cl/EtAc 9:1 (eluente) / Rf =0,05
(H202) e R=0,80 (p-nitrofenol).

212.2 Segunda tentativa de sintese do 0,0-hidrogénio

monoperoxioxalato de p-nitrofenila (8) a partir do composto 23

H202
3 N S SOONOZ
| THF

Em um baldao de 125 mL com trés bocas foram dissolvidos 100 mg (0,3
mmol) de 23 em 40 mL de THF. Em seguida adicionaram-se 67,8 uL (0,15
mmol - 2,21 M) de H>O- diluido em 5 mL de THF através de um funil de adig¢ao
e 1,2 ulL (0,015 mmol, d=1,05g cm'3) de piridina em 5 mL através de outro funil
de adicédo. A reacéo foi conduzida a -40 °C sob argénio e acompanhada por
CCD em placa de SiO, com indicador de fluorescéncia, a -20 °C, 60 Foss,
eluidas em CH.Cl,/Hex/ACN 5:2:3. As placas foram reveladas com uma
solucao aquosa de Kl 10%. Apos 35 minutos de reagao observou-se a presenca
de uma substéncia com grupo funcional peroxidico (Rf = 0,51).

Seguiu-se 0 mesmo processo de lavagem utilizados na preparagao dos
outros peracidos, entretanto nao foi observado contelddo peroxidico apés a

lavagem com NH4CI.
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2.13 Sintese do acido p-metoxifeniloxalico (28)

0‘5 :OOOM‘? H,0 o) o@—owle

cl .0 =
3 @j;irc HO g O

Em um balao de 50 mL foram dissolvidos 300 mg (1,4 mmol) de cloreto de
p-metoxifeniloxalila (3) em 10 mL de éter anidro. Durante 20 minutos foi
adicionada, gota a gota, uma solucéo etérea contendo agua (0,40 mL / 22,22
mmol) e piridina (0,11 mL/ 1,4 mmol), sob atmosfera de N, seco. Apos 30
minutos de agitacdo a -40 °C, a mistura reacional foi lavada com uma solugéo
saturada e previamente resfriada de cloreto de aménio (3 x 15 mL) e a porcao
etérea seca com sulfato magnésio por 10 minutos a 0 °C. O solvente foi
evaporado a -10 °C, obtendo-se um sélido branco. CCD -20 °C, eluente:
CH2CI,/HEX/ACN 15:3:2 e revelagao com alaranjado de metila (Ry = 0,12).

4 5

RMN de "*C (Acetona-Dg, -40 °C, 125 MHz)
o 227 OMe
(8): 158,9 (C-1), 158,6 (C-2), 1446 (C-3), 122,9 (C-4), HO>\7\\O !

115,4 (C-5), 158,1 (C-6), 65,9 (C-7) (anexo 7).
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2.14 Sintese de derivados de oxazolonas

2.14.1 Preparagdo do MnO, em carvio ativo'.

Uma solucao contendo 20 g de KMnO4 em 250 mL de agua destilada foi
agitada com 10g de carvao ativo a temperatura ambiente por 48 horas. Apos
este tempo a mistura foi filtrada em um funil de Bichner, lavada com agua

destilada e seca a temperatura de 105 -110 °C por 24 horas.

2.14.2 2[4-bromofenil]-5,5-dimetiloxazol-4-ona (14)
J\ 1- CHC,, SnCl, 4//\:\>_2_<N
HO CN 5 (C ,Hs):N, tolueno

Em um baldo de 125 mL de 3 bocas foram dissolvidos 8,7 g (40 mmol)

Oo._Cl

Br

de cloreto de p-bromofenil benzoila em 40 mL de cloroférmio seco juntamente
com 3,4 g (40 mmol) de cianidrina de acetona (d = 0,93 g/cm’). Em seguida,
utilizando um funil de adig¢ao, foram adicionados lentamente 10,4 g (40 mmol)
de cloreto de estanho IV (d = 2,217 g/cm®). A reagao permaneceu sob agitagao
a temperatura ambiente sob argénio por 20 horas.

O sal formado foi filtrado em um funil de placa sinterizada, em seguida
adicionado a 150 mL de tolueno seco juntamente com 10 mL (71 mmol, d=0,72
g/cm®) de trietilamina e aquecido & temperatura de refluxo por 30 minutos. Apds
este periodo o solvente da mistura reacional foi evaporado a pressao reduzida,
ao solido restante foram adicionados mais 150 mL de tolueno, submetendo a
mistura novamente ao refluxo por 30 minutos. O solvente foi removido a
pressao reduzida e o produto recristalizado em etanol/tolueno.

Rendimento: 20% (2,14 g).
RMN de 'H (DMSO Ds), Bruker 250MHz, (8): 7,8 (d, 2H, H-2, °J=8,68 Hz), 8,1
(d, 2H, H-3, °J=8,68 Hz) e 1,5 (s, 6H, CHs) (anexo 13).
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RMN de BC (5): 129,5 (C-1), 132,5 (C-2), 131,3 (C-3), 124,9 (C-4), 183,5 (C-
27), 193,6 (C-4°), 85,7 (C-5") € 22,7 (2 x CH3) (anexo 14).
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2.14.3 2-[4-benzilacetileno]-5,5-dimetiloxazol-4-ona (15)

.
N.__.O .
2 N._O
Br < > / (Ph,P),PdCL/Cul 0 . 7 _ . N
0 tolueno/(C,H.).N 6 5 4 1
14 (C,Hs), g 8 5 2 ? o

Em um baldo de 50 mL do tipo “Schlank” foram adicionados 0,5 g (1,86

mmol) do composto 14 em 15 mL de tolueno seco juntamente com 20 mL (142
mmol, d=0,72 g/cm’) de trietilamina e 0,19 g (1,86 mmol) de fenilacetileno (d =
0,93 g/cm?®). Em seguida foram adicionados 0,0035 g (0,0185 mmol) de Cul e
0,0130 g (0,0186 mmol) de (PhsP)2PdCl, (llI). A reacdo foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (CCD) em silica com uma mistura de
tolueno/EtOAc 9:1 como eluente. O produto desejado possuia um Ry = 0,39 e

fluorescéncia azul.
Rendimento: 13% (69 mg)

Analise elementar
(%): observado 76,03 (C), 5,44 (H), 4,57 (N) e 13,96 (O) / calculado 78,87 (C),
5,23 (H), 4,85 (N) e 11,06 (O).

Infravermelho (KBr)

2993 cm™ (v, H-C), 2222 cm™ (v, C-C), 1744 cm™ (v, C=0), (v,C=N) 1604 cm™".

Espectrometria de Massa (Impacto eletrénico)

miz (%): 289 (93) M™*, 203 (100), 176 (10) e 43 (10)

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz, TMS)
(8) 7,7 (d, 2H, H-2, J=8,5Hz), 8,2 (d, 2H, H-3, °J=8,5Hz,), 7,54 (m, 2H, H-8),
7,36 (m, 2H, H-9) e 1,61 (s, 6H, CH3).
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RMN de *C
(8) 130,3 (C-1), 129,9 (C-2), 132,4 (C-3), 125,3 (C-4), 88,5 (C-5), 94,1 (C-6),
122,4 (C-7), 131,8 (C-8), 128,5 (C-9), 129,1 (C-10), 184,2 (C-2°), 194,1 (C-4") e
85,7 (C-5").

UV Amax 323 nm (log, = 4,51)
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2.14.4 2-[4-bromofenil]-5,5-dimetiloxazol-4-tiona (16)’

3
N._O - N_.S
Br 4@_« Reagente de Lawesson _ B ( > 2, 9
0 4 1 0T
3 2 . 5
14 1
16

tolueno

0,5 g (1,86 mmol) do composto 14 foi adicionado em 15 mL de toluol e
em seguida 0,53 g (1,21 mmol) do reagente de Lawesson (26). A mistura foi
aquecida a temperatura de refluxo por 10 horas, sendo que a formacgao do
produto foi acompanhada por CCD. O produto formado foi purificado por coluna
cromatografica utilizando silica (Kiesegel Merck 0,040mm-0,063mm) como fase

estacionaria e tolueno como fase movel.
Rendimento: 47%. (0,25 g)

RMN de H (Bruker 250 MHz) CDCl; TMS)
(3) 7,63 (d, 2H, H-2, J*=6,8HZ), 8,09 (d, 2H, H-3, J°=6,8Hz) e 1,63 (s, 6H, CHs).

RMN de 3C

(8) 124,5 (C-1), 132,6(C-2), 131,1(C-3), 124,5(C-4), 182,1(C-2"), 233,7(C-4"),
101,3(C-5") e 27,26 (2xCH3) (anexo15).
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2.14.5 Androsta-1,4-dieno-3-tiona-17-ona (18)

0

Reagente de Lawesson

THF
17

2g (7,04 mmol) de ADD (17) e 1,86g (4,22mmol) de reagente de
Lawesson foram adicionados em 50 mL de THF seco. Apés 1 hora de agitacao
a temperatura ambiente formou-se um produto azul o qual foi isolado em coluna
cromatografica utilizando silica (Merck-Kiesegel 0,043mm-0,060mm) e

tolueno/THF 6:4. O produto purificado foi recristalizado de acetato de etila.

Rendimento: 88% (1,86 g).
Pf 162,3-163,6 °C (literatura 165-168 °C)°.

RMN de 'H (Varian 500 MHz, CDCls, TMS)

(8) 0,95 (s, 3H, CH3-18), 1,29 (s, 3H, CH3-19), 6,80 (d, 1H, J° = 9,65 Hz, H-1),
6,86 (m, 1H, H-4) e 6,89 (dd, 1H, J°=9,64 Hz, J*=1,65 Hz, H-2).

RMN de 3C
(8) 133,5 (C-4), 135,6 (C-2), 147,4 (C-1), 160,9 (C-5), 218,9 (C-3) e 217,5 (C-
17) (anexo16).

Invravermelho (KBr)

(v, C=0) 1737 cm’’, (5, C=S) 1134 cm™, (3, C=C) 1625 cm™, (v, C-H) 2926 cm’

Espectrometria de Massa (ionizagao quimica)

miz (%): [300+CHs'T" (M*) (100), [300+H*]* (M*) (40), [268+H"] (11).
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2.14.6 Androsta-1,4-dieno-3 hidrazona-17-ona (19)

O O

H,NNH, H,0

THF, 0°C
18 = 19

S H,N-N

0,3 g (1 mmol) do composto 18 foi adicionado em 30 mL de THF seco e a
temperatura desta solugao foi diminuida para 0 °C. Em seguida foi adicionado
0,1 g (2 mmol) de hidrazina hidratada. formou-se um produto azul-violeta que
permaneceu sob agitagdo por mais 10 minutos a temperatura ambiente. A
reacdo foi acompanhada por CCD (CHCIl3/MeOH 9:1), sendo o produto
purificado por coluna cromatografica. Este composto foi caracterizado apenas

por infravermelho e comparado com a literatura®.
Rendimento: 91%.(0,27 g)

Infravermelho (KBr)

(v, N-H) 3386 cm™, (v, N-H) 3221 cm’", (v, C=0) 1734 cm™ e (5, C=N) 1658

Cm-1.



Parte Experimental 54

2.14.7 Androsta-1,4-dieno-3 diazo 17-ona (20)"

MnQ,/carvéo ativo

P

KOH,, / Et,0
_ 19 20
H.N—N N

2 2

3 g de MnOy/carvao ativo (1:2) foram adicionados em 20 mL de éter
dietilico, sendo a mistura agitada no ultra-som durante 5 minutos. Em seguida
foi adicionado 0,27 g (0,91 mmol) do composto 19 juntamente com 5 gotas de
KOH aquoso. Em poucos minutos formou-se uma solugédo levemente azulada.
Apods 1 hora de reacao, a solugao foi retirada e transferida para outro recipiente.
Ao residuo foram adicionados mais 20 mL de éter dietilico e submetido a
agitacdo por mais 30 minutos a temperatura ambiente. E importante ressaltar
que, este produto € estavel apenas por algumas horas, portanto é

recomendavel executar a etapa seguinte, logo ao término desta reacao.
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2.14.8 3-[2-(4-bromofenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilideno]-androsta-1,4-
dien-17-ona (21)"

0,108 g (0,38 mmol) do composto 16 foi adicionado a solugao do
composto 20, proveniente de 0,27g (0,91mmol) de 19, e a mistura da reacao foi
submetida a 24 horas de repouso a temperatura ambiente. A reacédo
desprendeu N2 e precipitou enxofre. A formagao do produto foi acompanhada
por CCD (tolueno/EtOAc 95:5). Ao final da reagdo observou-se a formagao de
trés substincias amarelas fluorescentes: Rf = 0, R = 0,38 e R = 0,9. As
substancias foram separadas por cromatografia em coluna de silica utilizando

tolueno como eluente. O produto corresponde ao Rs= 0,38.
Rendimento: 32% (E/Z 0,78/0,99)

Infravermelho (KBr)

(v, H-C) 2932 cm™, (5, C=N) 1664 cm™, (v, C=0) 1737, (5, C-O) 1010 cm™, (5,
C-Br) 1068 cm™.

RMN de "H (Varian 300MHz, CDCl3;, TMS)

(8) 0,91 (s, 3H, CH3-18), 1,19 (s,3H, CH3-19), 1,66 (s, 6H, CH3-5'), 5,85 (d, 1H,
H-1E, J° =10,1), 5,87 (d, 1H, H-1Z, J°=10,1), 6,08 (s,1H, H-4E), 6,83 (s,1H, H-
47), 7,02 (dd, 1H, H-2E, *J=10,1 Hz, *J=1,78 Hz), 6,25 (dd, 1H, H-2Z, J*=10,15,
J*=1,8), 7,51-7,61 (m, 2-H, 3" "-aromatico), 7,85-7,90 (m,2-H, 2""-aromatico).
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RMN *3C (5 ppm)

(5) 13,83 (C-18), 14,17 (C-15), 21,78 (C-19), 21,00, 27,08 (2xCH,), 26,98 (C-
CHs), 31,40, 32,35 (2xCH,), 35,62 (C-8), 35,71 (C-16), 41,44 (C-10), 47,77 (C-
13), 50,95 (C-14), 52,99 (C-9), 87,30 (C-5"), 11523 (C-4E), 125,87 (C-22),
117,15 (C-3), 117,30 (4-Z), 122,01 (C-47), 126,98 (C-1""), 126,89 (C-2E),
125,87 (C-22), 129,58 (C-27), 131,58 (C-3"), 134,24 (C-1E), 136,29 (C-12),
147,31 (C-5E), 145,61 (C-5Z), 149,57 (C-4°), 163,39 (C-27), 219,81 (C-17).

Espectrometria de Massa (ionizagao quimica)

miz (%): [520+H'T" (M*) (81), 504 (17), 442 (100), 426 (20).
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3 Resultados

3.1 Sintese e estudo dos derivados de 0,0-hidrogénio

monoperoxioxalato de arila (5-7)

3.1.1 Sintese e caracterizagao

A sintese dos intermediarios (5-7) foi efetuada a partir dos cloretos de
feniloxalila substituidos (1-3) e, de uma maneira geral, obtidos com rendimentos
satisfatorios. Entretanto, devido a rapida hidrélise sofrida por estes compostos,
o ideal é armazena-los em ampolas condicionadas abaixo de -20 °C. A tabela 7
apresenta a relacdo em mol entre fenol e cloreto de oxalila utilizados na
preparacdao de cada derivado, juntamente com os rendimentos e pontos de

ebuli¢ao.

Tabela 7: Resultados obtidos na preparacao dos compostos 1-4.

Fenol/Cloreto de Oxalila Produto Destilagdo
mmoi / mmol Rendimento (%) (°C I mmHg)
H(@1) 1:1,5 62 100/7
CHs (2) 1:1,5 82 80/ 1
OCHj3 (3) 1:1,2 84 145/6
NO; (4) 1:1,4 6,33 sublimado

Exceto o composto 4, os demais (1-3) foram submetidos a destilacao sob
pressao reduzida para separar o cloreto de fenila monosubstituido do derivado
dissubstituido, possivelmente formado pela reagdo com dois fenodis. Na
destilagdao do cloreto de feniloxalila (1) € importante mencionar que se a
destilacao for feita sob presséo abaixo de 5 mmHg, o composto 1 é arrastado
para o “trap” de seguranca. O cloreto de p-metilfeniloxalila (2) foi o Unico dos
trés cloretos preparados que se apresentou como um liquido amarelado de
caracteristica levemente oleosa, enquanto que os demais derivados formaram

um sélido branco, apés o processo de destilagao.
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A analise na regido do infravermelho do composto 2 apresentou apenas
uma banda referente ao estiramento de carbonila em 1783 cm™. Este fato
experimental nos levou a inferir que as freqiiéncias das carbonilas, pertinentes
aos grupos éster e cloreto de acila, estariam muito préximas, ndo sendo
possivel identificd-las separadamente. J& os outros derivados (1 e 3)
apresentaram duas bandas, embora também muito proximas.

A reacdo de cada derivado do cloreto de feniloxalila com peroxido de
hidrogénio na presenga de piridina em éter dietilico, resultou na formagéao dos

derivados do O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de arila (5-7)

B
0] 0 @X | "7 0 OOX
9 § +  H0,

g O4x=H eter HOO O 5:X=OCH,
2:X = CH, 6: X = CH,
3: X = OCH, 7:X=H
4: X = NO, 8 X =NO,

Cabe ressaltar, que os compostos (5-7) se apresentaram instaveis a
temperatura ambiente, decompondo-se rapidamente (no caso do composto 7, a
decomposi¢cao ocorreu em alguns minutos), sendo necessario armazena-los
a -80 °C. A formagado do produto foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD), que ao ser revelada com solugdo aquosa de Kl 10%
apresentou uma mancha escura caracteristica de fungdo peroxidica, devido a
oxidagéo do iodeto para iodo. Este comportamento foi observado para os trés
derivados (5-7). Acompanhou-se, também, a formagao do acido correspondente
com alaranjado de metila (pH 3,2-4,4). Foi interessante observar que ao borrifar
a placa com alaranjado de metila, formava-se uma mancha branca na regido do
peracido. Além da formagao do acido, também foi observada a presenca do
fenol correspondente em algumas preparacgoes.

Com o objetivo de separar o composto peroxidico das demais impurezas
presentes na amostra, tentou-se uma separagao por cromatografia circular

dentro de uma camara fria (7 °C), usando como eluente a mistura de
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CH,Cl,/Hex/ACN 7:2:1, obtendo-se a separagdo de duas substancias nao
peroxidicas, e uma terceira que ficou retida na placa, cuja revelagdo, com
solugdo de KI10%, também mostrou nao ser peroxidica. O mesmo
comportamento foi observado na tentativa de purificagdo de um composto
analogo’, com o cloro como substituinte no anel aromatico, por cromatografia
relampago em coluna, utlizando silica, alumina e florisii como fases
estacionarias, em varias misturas de CH,Cly/Hex a -40 °C. Em tal purificacao,
néo foi obtido sucesso, devido a decomposicao do peroxido. Tal fato também foi
observado para alquil peroxioxalatos, os quais também sofreram decomposicao
quando submetidos a cromatografia em coluna®

Como a tentativa de purificagao do composto 7 nao foi bem sucedida,
abandonou-se a idéia de purificagdao, preocupando-se em analisar a influéncia

das impurezas na ocasiao dos estudos cinéticos futuros.
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3.1.1.1 0,0-hidrogénio monoperoxioxalato de p-metoxifenila (5)

A espectroscopia na freqiiéncia de RMN de "°C constituiu a técnica mais
adequada para caracterizar os compostos 5 a 7, uma vez que os compostos
preparados, geralmente continham como impurezas o derivado do acido oxalico
e o fenol correspondente. Portanto, técnicas como espectroscopia na regiao de
infravermelho ou espectrometria de massas nao seriam satisfatorias para
identificar cada composto presente na mistura. As carbonilas, tanto do peracido
como do acido, possuem deslocamentos quimicos muito proximos, que variam
entre 154 a 158 §, o que nos levou a preparar um dos compostos com alta
pureza para que este fosse submetido a analise espectroscopica detalhada. O
composto 5 foi escolhido como composto modelo, pois, em relagao aos outros,
foi o que apresentou maior facilidade de manipulagdo. A analise foi iniciada com
a preparacdo e caracterizagao por RMN de °C (-40 °C, Acetona De, Varian
DRX500) do 4acido p-metoxifeniloxalico (28), resultando nos seguintes

deslocamentos quimicos:

0 ,0
b

HO' o 45

7 (C1) (C2) (C-3) (C4) (C5B) (C86) (C7)
OM
Qs ® 1589 1586 1446 1229 1154 1581 559

Na regido de carbonilas de éster e acido foram observados trés sinais,
dois deles foram atribuidos aos carbonos carbonilicos 1 € 2 (5 158,9 € 158,6
respectivamente) e o deslocamento observado em § 158,1 foi atribuido ao
carbono aromatico 6. A atribuicao dos deslocamentos quimicos do anei
aromatico foi feita em analogia aos dados relatados na literatura para o acido p-
clorofeniloxalico® (Anexo 1).

A analise da mistura contendo o peracido foi feita nas mesmas condigdes
do acido p-metoxifeniloxalico (28). Assim, no espectro do O,O-hidrogénio
monoperoxioxalato de p-metoxifenila (5) foi observado a presenca do composto

28 como impureza, mas ndo a presenca do p-metoxifenol, devido a auséncia de
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sinais em & 149,9 e & 151,2 provenientes dos deslocamentos OH

quimicos dos carbonos 3 e 6 respectivamente. A atribuicdo dos *

3

=

. . . « 5 \
sinais do peracido foi feita com base no composto O,0O-hidrogénio 5o
e

monoperoxioxalato de p-clorofenila (8A)°, através da contribuicao

dada pelas carbonilas dos grupos éster e peroxido ao anel aromatico. Desta
forma também, foi possivel prever o deslocamento quimico do anel aromatico
para cada mudanga de substituinte (Anexo 1).

Tabela 8: Deslocamentos quimicos observados no O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de

p-metoxifenila (5) e acido p-metoxifeniloxalico (28), juntamente com as intensidades relativas de
cada. Acetona D, -40 °C, Varian DRX500.

OH _ Obs. Cal. __OOH __ Obs. Cal,
1 1581 (1,18) 158,57 1 154,.8(0,75) 1546°
2 157,9(0,91) 157,8° 2 1559(092) 156,3°

o, OOome 3 1441(1,00) 1432 3 1438(1,00) 1429

XHO 7 a4 1228(218) 1232 4 122,7(300) 1231
5 1148(216) 1157 5 1149(300) 1158
6 1584 (127) 1580 6 1583 (1,42) 1583
7 5549(1,09 54 7 5547(109) 54

“ Deslocamentos quimicos obtidos da literatura”.

Os sinais observados na analise por RMN de *C foram atribuidos ao
compostos 5 e 28 . Na regido de carbonila de éster foram observados sinais em
8 154,8 e 155,9 (peracido) e 158,1 e 157,9 (acido). Os sinais em 3 158,3 e
158,4 foram atribuidos ao carbono 6 do anel aromatico do perécido e do acido,
respectivamente (Anexo 4). Os sinais atribuidos aos carbonos 7 do peracido (&
55,47) e do acido (8 55,49), por apresentarem sinais muitos proximos, foram
diferenciados com base em simulacao feita pelo programa MESTRE C 2.3.

A adicdo de KI para reduzir o peracido, resultou no completo
desaparecimento dos sinais em 5 154,8 e 155,9 atribuidas as carbonilas 1 € 2
do peracido. Deste modo, foi possivel distinguir os deslocamentos quimicos das
carbonilas do peracido das carbonilas do acido (Anexo 6). Em § 162,5 foi

observado um sinal que pode ser referente a formagao do acido oxalico, pois na
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reducdo do peracido € possivel também a formagao deste tipo de composto,
cujo sinal pode ser observado em aproximadamente & 160"". Ademais, os sinais
em § 114,9; 6 122,8 e & 143,8 (regido do anel aromatico) diminuiram de
intensidade em relagdo aos sinais (& 114,8; 5122,7 e 3144,1) dos carbonos do
anel aromatico proveniente do acido 28. Ainda, na regido de aromaticos foram
observados sinais em § 114,7 e 122,6 que, a principio, poderiam ser atribuidos
a formagao do p-metoxifenol. Contudo, ndo foram observados sinais em &
149,9, 5 115,2 e § 151,2, os quais seriam os sinais aproximados para o p-
metoxifenol. Foram também observados sinais de baixa intensidade em 318,5; &
69.,4; & 125,2 e 5 137,0. Porém, de acordo com os deslocamentos esperados
para os principais produtos da reacao, nao existe proposta para tais
observacgoes. Isto também vale para o sinal observado em §157,3. Finalmente,
os experimentos de adi¢ao de Kl confirmam claramente a atribuigdo dos sinais
de RMN de "°C feita para o peracido 5, pois todos os sinais atribuidos a este
composto sofreram alteracdes consideraveis. Os sinais atribuidos as carbonilas
desapareceram completamente e os sinais atribuidos aos carbonos do anel
aromatico diminuiram de intensidade em relagdo ao anel aromatico do acido 28
(Anexo 6).
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3.1.1.2 0,0-hidrogénio monoperoxioxalato de p-metilfenila (6)

De acordo com o resultado da analise em RMN de '*C, a amostra
analisada era composta basicamente do peracido 6 e do p-metilfenol. O
derivado acido, geralmente encontrado em concentracao expressiva, estava
presente na mistura em apenas 1%. Portanto, os sinais relacionados ao acido
apresentaram fraca intensidade. Os deslocamentos quimicos relacionados ao
composto 6 estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos observados no O,0O-hidrogénio monoperoxioxalato de

p-metilfenila (6), juntamente com as intensidades relativas. Acetona Ds, -40 °C, Varian DRX500.

OOH Obs. Cal.
1 1547 (1,08)  154,6°
2 156,0(1,04)  156,3°
o, O?@?CH;) 3 1484 (1,00) 1478
1 e 4 1216(280) 1219
HOO = O 5  1307(320) 1309
6  137,0(1,05 1359

7 20,6 (1,09) 20

? Deslocamentos quimicos obtidos da literatura®

Além destes deslocamentos quimicos, foram  observados OH
também sinais relacionados ao p-metilfenol, cujos deslocamentos e 4
intensidades relativas foram: & 155,7 (1,01), 1154 (2,03), 130,4 °
(2,05), 128,3 (1,00), 20,3 (1,03), para os carbonos 3, 4, 5, 6 e 7 CH,
respectivamente.

Conforme fora mencionado, o acido p-metilfeniloxalico apresentou
deslocamentos quimicos de baixa intensidade (Anexo 9), porém nao foi
possivel identificar os deslocamentos quimicos provenientes das carbonilas,
apenas os carbonos do anel aromatico, cujos sinais foram 6 149,2, 136,7, 121,5
e 20,5. Ademais, foi observada a presenca de éter dietilico (5§ 66,1 e 154)

proveniente da preparag¢ao de 6, uma vez que este fora usado como solvente, e
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um deslocamento em § 125,3 que nao pode ser atribuido a nenhum dos

compostos presentes na mistura.

3.1.1.3 0,0-hidrogénio monoperoxioxalato de fenila (7)

Na analise do O,0O-hidrogénio monoperoxioxalato de fenila (7) por RMN
de *C foram observadas as presencas de acido feniloxalico e fenol, além da

presenca do composto 7.

Tabela 10: Deslocamentos quimicos observados no O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de
fenila (7) e acido feniloxalico, juntamente com as intensidades relativas de cada. Acetona D, -
30 °C, Varian DRX500.

OH Obs. Cal. OOH Obs. Cal.
, 1 158,8 (0,92) 158,57 1 154,8 (0,98)  154,6°
o) o@a 2 157,9 (0,89)  157,8" 2 156,1 (0,53)  156,3
;(H; 4 5 3 150,9 (1,00) 1511 3 150,6 (1,00)  150,8
4 122,0 (2,11)  122,1 4 121,9(2,26)  122,0

5 130,4 (1,92)  130,1 5 130,5(2,74)  130,2

6 1272 (0,92)  126,5 6 127,5(1,02)  126,8

? Deslocamentos quimicos obtidos da literatura®

Os deslocamentos quimicos observados em § 150,6, 122,0, 130,5 e
127,5 foram atribuidos aos carbonos 3, 4, 5 e 6 do anel aromatico de 7
respectivamente. No mesmo espectro de RMN de '*C também havia um
composto que nao pode ser identificado, cuja quantidade na mistura era o
equivalente a 10,3%, segundo a integracdo dos sinais. Em primeira analise,
nossa proposta estrutural seria o peranidrido 31; muito embora, nem todos os
sinais relativos a este composto estivessem presentes. Os sinais excedentes

foram: § 117,4, 121,4, 123,9, 128,7, 153,0 e 157, 03 (Anexos 11 e 12).
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De fato, considerando que, a estrutura do peranidrido 31 é semelhante
a do composto 7, esperar-se-ia que os deslocamentos quimicos para ambos
compostos fossem também semelhantes. Outro fato que corrobora este
argumento esta relacionado com as intensidades relativas dos sinais de 31, que
deveriam ser 1:1:1:2:2:1. Entretanto, as intensidades relativas observadas
foram 1:3,5:3:3,6:3,2:0,36, respectivamente. Sendo assim ndo ha uma proposta

estrutural consistente para os sinais observados.
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3.1.1.4 Tentativa de preparacgao do 0,0-hidrogénio

monoperoxioxalato de p-nitrofenila (8)

Na tentativa de preparagdao deste composto foram encontradas varias
dificuldades. Primeiramente, o cloreto de p-nitrofeniloxalila (4) nao péde ser
destilado, visto que sublimava, cristalizando ao longo da aparelhagem de
destilacao. Por outro lado, a tentativa de purificagao por sublimag&o apresentou
baixo rendimento, devido ao controle da temperatura, sempre abaixo de 110 °C,
para que nao ocorresse degradagdo do composto 4. Ademais, as técnicas
utilizadas para a caracterizagdo, principalmente a analise elementar, nao
revelaram a presenca de 4, embora o teste qualitativo de quimiluminescéncia
fosse positivo. Como os processos de purificagdo nao foram eficientes, o cloreto
de p-nitrofeniloxalila (4) foi utilizado sem purificagdo prévia na tentativa de
preparacado do peracido 8. A reacdo do composto 4 com H;O, efetuada na
- presenca de piridina foi acompanhada por CCD, sem, contudo, detectar a
presenga de um composto peroxidico. Além disso, durante a extracdo, com
uma solugdo aquosa saturada de NH4CI, um processo necessario para retirar o
excesso de cloreto de piridinio e H.O,, observou-se uma coloracdo amarela.
Este fato indica que talvez tenha ocorrido a formacéao de p-nitrofenol, devido a
hidrolise do composto 8, eventualmente formado em pequenas quantidades, do
composto 4 ou proveniente da formagao do acido diperoxalico (22) (Esquema
15). Este ultimo pode ser formado pela adicdo do peréxido de hidrogénio a
carbonila do éster. A formagado de carga positiva no oxigénio ligado ao anel
aromatico, devido ao efeito atraente de elétron do grupo nitro na posi¢ao para,
resultaria no aumento da reatividade da carbonila, ligada neste oxigénio, frente
ao ataque nucleofilico do peroxido de hidrogénio. Ademais o peréxido de

hidrogénio encontra-se em excesso estequiométrico de dez vezes.
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Esquema 15

OH
@ (@) OOH
O O—@ NO, Y >\ g
>\ g —_— +
cl o) H,0, HOO o
4 22 NO

Tendo isto em vista, foi testada uma outra abordagem envolvendo a
reacao de bis(4-nitrofenil) oxalato (23) com peréxido de hidrogénio na presenca
de piridina visando a obteng¢do do composto 8 (Esquema 16). Este método, a
principio, apresentava vantagens em relagdo ao método utilizado na obtengao
dos outros peracidos pois evitava a preparac¢ado do cloreto de p-nitrofeniloxalila
(5) bem como as dificuldades decorrentes de sua purificacdao. Neste caso, o
peroxido de hidrogénio foi usado como reagente limitante (relagcdo molar
23:H,0; de 1:0,5) para evitar uma suposta formagao de acido diperoxalico (22).
Apos 35 minutos de reacéo a -40 °C sob argbnio, detectou-se uma substancia
peroxidica com R¢ = 0,65 quando revelada com solucdo aquosa de Kl 10%
(placa de SiO2, CH.Clo/Hex/ACN 5:2:3, -20°C), que, a principio, poderia ser o
peracido 8. Entretanto, apds a lavagem com uma solugao saturada e gelada de
cloreto de aménio nao se observou mais a presenca da substancia peroxidica.
Na etapa de evaporagéo do solvente observou-se a formacao de alguns cristais
brancos, que, de acordo com o teste de Kl, ndo eram peroxidicos. Estes cristais
também nao eram do acido correspondente, cuja identificacdo foi feita com
alaranjado de metila. O sobrenadante proveniente da formacdo dos cristais
também nao continha substancia peroxidica. Deste modo, cessou-se as

tentativas de preparar o composto 8.

Esquema 16

)
o o«i}No2 N o OONOz
OZNOO 230 H,0, HOO s}
8
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3.2 Estudo das propriedades de quimiluminescéncia dos
intermediarios 5-7

As propriedades de quimiluminescéncia da cada peracido foram
estudadas pela reagdo destes compostos (5-7), catalisados por imidazol na
presenca de 9,10-difenilantraceno (DPA) em acetato de etila anidro a 25 °C
(Esquema 17). A emissdo de luz proveniente desta reagcdo apresentou um
rapido aumento da intensidade de emissdo seguida de um decaimento lento,
sendo que esta intensidade variou de acordo com a natureza do substituinte no

anel aromatico.

Esquema 17

X = OCH, (5) X
X = CH, (6)
X=H ()

N=\ OH
O  OOH N
I g T (e
()
»,

O aumento da concentracdo de imidazol resultou em um aumento da
constante de velocidade de decaimento (Figura 5). A curva experimental foi
ajustada com uma fun¢do de decaimento mono-exponencial de primeira ordem
(Equacao 1), sendo a constante de velocidade observada (kows) relacionada
com o consumo de cada peracido. E importante frisar que o mesmo

comportamento cinético foi observado para todos os peracidos 5-7.
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Figura 5: Emissdo de luz proveniente da reacdo de O,0O-hidrogénic monoperoxioxalato de
p-metoxifenila (5) em varias concentragdes de imidazol na presenga de 9,10-difenilantraceno
(DPA). Espectrofluorimetro nas seguintes condigbes: fenda 1mm, tensdo na
fotomultiplicadora=750V e monocromador na condicdo de espelho. '

f (t ) =A* exp(_kobs z ) Equacédo 5

Assim, ao estudar como variava a intensidade de emissao de luz em
funcdo da concentragao de imidazol para os peracidos (5-7), observamos que
tal intensidade diminuia com o aumento da concentragdo de imidazol. Cabe
ressaltar que comportamento semelhante também foi observado na reag¢do do
sistema peroxioxalato* e no trabalho de Stevani et af.

A seguir estado relacionadas tabelas com os valores das constantes de
velocidade observadas (kos), juntamente com os rendimentos quanticos
singlete (®s) obtidos no estudo de cada peracido. Observa-se que ocorre um
aumento na constante de velocidade (kws) em funcdo do aumento da
concentracdo de imidazol, para os trés peracidos, de aproximadamente 60
vezes, no caso dos peracidos 5 e 6, e de aproximadamente 120 vezes no caso
do peracido 7. Por outro lado, observa-se também uma diminui¢do drastica do

rendimento quantico singlete (®s).
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Tabela 11: Constantes de velocidade observadas (kops) € rendimentos quanticos singlete (ds)
obtidos da reagdo do O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de p-metoxifenila (5) com imidazol, na

presenca de 9,10-difenilantraceno (DPA) em acetato de etila anidro’.

[IMI-H] Kobst X 10° @s x 10°
(mM) (s (Emol™)
1 0,3 0,17 £ 0,04 9,36 + 2,40
2 0,5 0,20 + 0,01 10,17 +2,17
3 0,7 0,18 + 0,01 9,26 +2,22
4 1,0 0,24 + 0,01 8,63 +0,72
5 2,0 0,34 + 0,06 6,69+ 1,16
6 4,0 0,59 + 0,03 432+1,05
7 6,0° 0,99 + 0,22 3,13+ 0,59
8 8,0 1,02 + 0,01 2,63 +0,55
9 10 1,66 + 0,02 221+0,36
10 30 2,50 + 0,04 0,99 + 0,17
1 50 3,72+ 0,01 0,83+ 0,03
12 70 462 +0,04 0,54 + 0,07
13 100 5,65 + 0,01 0,44 + 0,02
14 125 6,38 + 0,07 0,39 + 0,06
15 150 7,16 + 0,05 0,31+ 0,04
16 200 8,50 + 0,05 0,25 + 0,02
17 225 9,25 + 0,06 0,24 + 0,02
18 250 10,4 + 0,07 0,23 + 0,04

1J5]=0,5mM e [DPA]=1,0mM a 25 °C, espectrofluorimetro na condigao padrao.

Né&o foi usado para calcular ksm (vide Fig. 14, discussao).
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Tabela 12. Constantes de velocidade observadas (kops) € do rendimento quantico singlete (®s)
obtidos da reagdo do O,0O-hidrogénio monoperoxioxalato de p-metilfenila (6) catalisada por

imidazol na presenca de 9, 10-difenilantraceno (DPA), utilizando acetato de etila anidro’.

[IMI-HJmM Kobs X 10° 8™ s x 10° Emol™
1 0,5 0,19 + 0,01 456 +6,3
2 1,0 0,41 +0,12 27,4 +0,1
3 2,0 0,63+0,10 17,2+ 6,4
4 40 1,04 + 0,06 10,8 £2,6
5 6,0 1,43 + 0,11 7,71 +1,88
6 8,0 1,74 + 0,11 6,39 + 1,81
7 10 1,92 + 0,06 4,82+ 0,71
8 20 2,86 + 0,04 3,09 + 0,68
9 40 4,05+ 0,12 1,69 + 0,06
10 60 5,11+ 0,29 1,38 + 0,02
1 80 6,13+ 0,83 0,91+0,13
12 100 6,14 + 0,08 0,98 + 0,21
13 120 7,04 +0,31 0,73 +0,04
14 130 7,37 £ 0,42 0,73 + 0,06
15 150 8,31+0,13 0,64 + 0,04
16 170 8,95 + 0,68 0,56 + 0,01
17 200 10,20 + 0,21 0,50 + 0,02
18 230 11,80 + 0,07 0,46 + 0,01
19 250 12,7+ 0,6 0,45 +0,01

'[6]=0,1mM, [DPAJ=1,0mM a 25°C, espectroflucrimetro: fenda=8mm.
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Tabela 13: Constante de velocidade observada (kqs) € do rendimento quantico singlete (®s)
obtidos da reagao do O,0-hidrogénio monoperoxioxalato de fenila (7) com imidazol na presenca

de 9,10-difenilantraceno (DPA) em acetato de etila anidro'.

[IMI-H]mM Kops X 10° 8™ @ x 10° Emol™
1 0,5 0,14 £ 0,01 546+56
2 1,0 0,31 +0,12 37,7 + 18,1
3 2,0 0,54+ 0,01 226+62
4 40 1,01 +0,12 13,1+4,0
5 6,0 1,49 +0,17 9,26 + 0,90
6 8,0 1,68+ 0,17 7,44 + 0,48
7 10 1,93 +0,29 6,44 + 0,63
8 20 3,14 + 0,43 3,66 + 0,49
9 40 4,96+ 0,74 2,00+ 0,34
10 60 58+1,2 1,77 +0,27
11 80 7,26 + 0,99 1,21 + 0,09
12 100 8,62 + 1,21 1,02 +0,14
13 130 10,5+ 1,52 0,79 + 0,07
14 150 11,9+ 1,97 0,58 +0,13
15 170 13,2+1,36 0,62 + 0,07
16 200 154 + 1,72 0,53 + 0,07
17 230 19,6 + 0,6 0,48 + 0,04
18 250 20,4 + 2,61 0,45 + 0,06

'[7170,5mM e [DPA]=1,0mM a 25°C, espectroflucrimetro na condi¢io padrao.
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3.3 Estudo da eficiéncia de transferéncia de elétron na etapa

de quimiexcitagéo.
3.3.1 Determinagao do rendimento quantico singlete

Conforme foi apresentado na introducdo deste trabalho, na etapa de
quimiexcitagdo ocorre interacdo do intermediario de alta energia (IAE) com o
ativador, resultando na excitagcao eletrénica deste ualtimo. Para que um
determinado composto possa atuar eficientemente como ativador é necessario
que este tenha um aito rendimento de fluorescéncia (®s), baixo potencial de
oxidacao e que seja estavel nas condi¢cdes de reacao.

Os resultados apresentados neste tdpico estdo relacionados com a
reacdo de bis(2,4,6-triclorofenil) oxalato (TCPO) com peroxido de hidrogénio
catalisado por imidazol na presenga de 3-(2-aril-55-dimetiloxazol-4-
ilideno)androsta-1,4-dien-17-onas (9-13), denominados de ativadores (ACT),

conforme exemplificado no esquema 18.

Esquema 18

cl
clo o cl
— X: 4-OCH3 (9)
C'QO ocCl X: 3-OCH3 (10)
TCPO ACT
hy
N nop\ H,0, X: 4-CI (11)
\y X: 4-F (12)
0] O / X: 4-NO, (13)
0-0 —
IAE

A reagao apresentou um rapido aumento na intensidade de emissao de
luz seguida de um decaimento lento (Figura 6). A cinética foi monitorada por um
fluorimetro, registrando intensidade vs tempo e os experimentos realizados a
25°C. Da curva cinética foram obtidas duas constantes de velocidade,

denominadas de Keps1 € Kops2 através da fungao abaixo (Equacéo 6):
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f(t) = Al exp(—kobslt) - A2 eXp("kobSZt) Equacéo 6
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Figura 6: Emissao de luz proveniente da reagéo de bis(2,4,6-triclorofenil) oxaiato (TCPO) com
peroxido de hidrogénio catalisado por imidazol na presenca de 3-[2-(4-fluorofenil)-5,5-
dimetiloxazol-4-ilidenc]androsta-1,4-dien-17-ona (12) em acetato de etila anidro, nas seguintes
condigdes: [TCPOJ=0,1mM, [IMI-H]=1,0mM, [H20.]=10mM e [12]=0,5mM, 0,1mM e 0,025mM.
Com os resultados apresentados neste tépico foram obtidas informacoes
sobre o mecanismo CIEEL, utilizado para explicar a geragdo de estados
excitados em reag6es com propriedades de quimiluminescéncia. Determinou-se

o rendimento quantico singlete (ds), de cada ativador, utilizando a seguinte

equacao:
O _Area'fCF'fSF Equscio 7
s = uacio
n®, atac
onde: Area = érea obtida abaixo da curva de emissdo, for = fator de calibragdo da

fotomultiplicadora, fsg = fator de sensibilidade da fotomultiplicadofa, n = ndmero de mols do

TCPO e ®¢ = rendimento quantico de fluorescéncia do ativador.
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O fator de calibragdo da fotomultiplicadora foi obtido utilizando a reacao
de luminol como padrao, para que fosse possivel transformar a unidade de
contagens por segundo em Einstein por mol, uma unidade de fétons de luz. O
método é relativamente simples, sendo a calibragéo realizada a cada nova série
de experimentos e os valores obtidos tendo variagées minimas entre (5-6).107"
E counts™. Outro fator igualmente importante é o fator de sensibilidade da
fotomultiplicadora com o comprimento de onda (f;) (Tabela 14). Para obter este
fator para a emissdo de quimiluminescéncia basta registrar um espectro de
fluorescéncia sem corregdo e outro espectro com corregcado (geralmente esta
correcdo é feita pela solucdo de rodamina B presente nos aparelhos de
espectrofluorimetria) e dividir a area abaixo da curva do espectro corrigido pelo

espectro sem correg¢ao.

Tabela 14: Rendimento quantico de fluorescéncia (®s) e fator de sensibilidade da

fotomultiplicadora (fs) para os ativadores 9-13.

ACT ®F fs
9 4-OCH; 0,65 1,75
10 3-OCHjs 0,78 1,65
11 4-Cl 0,80 1,72
12 4-F 0,84 1,87
13 4-NO, 0,046 6,04

Além dos dois fatores mencionados, foi necessario determinar o
rendimento de fluorescéncia de cada ativador. Estas medidas foram feitas em
acetato de etila, utilizando 9-cianoantraceno como padrdo secundario em
etanol®, utilizando-se comprimento de onda de excitagcdo em 330 nm e absorgao

neste mesmo comprimento de onda de aproximadamente 0,05.
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r 2
Ar ea(padrﬁo) _ (DF ( padrao) X AbS (padrao) X n(EtOH)

7 Equacao 8
Ar €d(4cr) D i acry Abs (4cT) P Euac) a

onde: Areapaarac) = area abaixo da curva de emisséo do padréo, Areapacr = area abaixo da curva
de emisséo do ativador (ACT), neste caso os compostos 9 a 13, Drpadrae) = rendimento quantico
de fluorescéncia do padrao, ®rxcn = rendimento quantico de fluorescéncia do ACT, AbSpadrac) =
absorgao do padrao no Aex, AbsSact = absorgéo do ACT, nigony = indice de refragéo do solvente
utilizado no padréo; neste caso, etanol e newe = indice de refragdo do acetato de etila utilizados

nos ativadores.
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3.3.2 Rendimento quantico singlete na concentracgao infinita (®s™)

O mecanismo CIEEL é iniciado pela transferéncia de elétron do ativador
para a 1,2-dioxetanodiona (kcat), @ qual é a etapa limitante para a excitagdo
eletrébnica em concorréncia com a etapa que leva a decomposicéo escura (kp)

(Esquema 19).
Esquema 19

O 0

kcat
T = o hv
+
0-0 ACT

kp

sem emisséo

A correlagao entre o ®s e a concentracao do ativador pode ser deduzida

diretamente de um mecanismo simplificado (Esquema 20)

Esquema 20

O
IMI-H
TCPO + H,0, ———> + 2ArOH

k . 24
24 + ACT —— > produtos + ACT*
<DS°°
kD
24 —— > produtos
K

ACT* — ACT + hv
Fi

Como os tempos de vida de 24 e do ACT s&o muito curtos, & permitido
assumir a condicdo de aproximagao do estado estacionario para estas duas

espécies, resultando na Equacéo 5.
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Com os valores do rendimento quantico singlete (®s), obtido em varias
concentragdes de cada ativador (Anexo 2), foi possivel construir um grafico do
inverso do ®s em fungdo do inverso da concentragdo do ativador (1/ds vs.
1/[ACT]), correlacionando o ®s e a concentragdo do ativador atraves da

equacao 5, para a interagao do ativador com o |IAE (24).

60 | . -
~~ RQ_«O/T:
= 45| e, )
&
= 30}
@m30 -
15F i
O A 1 A A A 1 a 1
0 10 20 30 40

1/[ACT] (mM™)

Figura 6: Duplo reciproco do rendimento quantico singlete (®ds) em fungéo da concentrag&o dos
ativadores (9-13).

Do intercepto desta relagdo foi obtido o rendimento quantico na
concentracao infinita (®s”). Nesta condigdo admite-se que todo o intermediario
formado na etapa de quimiexcitagdo é interceptado pelo ativador, resultando na

eficiéncia maxima de emissao de luz. Além disso, pode-se obter da inclinacao
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da reta o valor da relagdo kea/kp, (1/®.0, onde 6 é o coeficiente angular da
relagdo 1/d¢. vs. 1/[ACT]) onde ket € a constante de velocidade da interagao do
ativador com o intermediario de alta energia (IAE), enquanto que o kp € a
constante de velocidade de decomposicao do IAE e, portanto, independe do
ativador. Esta € uma medida indireta, pois ket Ndo pode ser medido diretamente
devido ao fato da etapa de interagdo do IAE com o ACT ser muito mais rapida
do que as etapas que levam a formac¢ao do IAE.

Os parametros de ®s, relacéo kca’'kp, potencial de oxidacao de meio pico
(E®,r2), assim como os rendimentos de fluorescéncia dos ativadores estdo
relacionados na tabela 15.

Tabela 15: Parametros de quimiluminescéncia da reagdo de bis(2,4,6-triciofenil) oxalato com

peroxido de hidrogénio catalisado por imidazol na presen¢a de 3-[2-(aril)-5,5-dimetiloxazol-4-
ilidenojandrosta-1,4-dien-17-onas 9-13.

Ativator EOXWZ(a) D (D: x10° Konrlko :( o
(V vs. SHE) (Emol™) (mol''L)
9 4-OCHs 0,95 0,65 6,0+0.2 13+4
10 3-OCHs 1,02 0,78 11+2 8+1
11 4-Cl 1,02 0,80 20+6 6+2
12 4-F 1,03 0,84 16 + 1 50+0,3
13 4-NO; 1,09 0,046 75+ 10 24+04

¢ acetonitrila, SHE eletrodo padrédo de hidrogénio

A variagdo no E%®,, é pequena com a mudanca do substituinte;
entretanto, observa-se que a variagao, do rendimento quantico singlete na
concentracao infinita do ACT (ds”), € bastante pronunciada quando se compara
o derivado 4-NO; (13) com o 4-OCHzs (9). Além disso, observa-se também que
ocorre uma diminui¢ao na relacdo kea'kp em relacdo ao aumento do E%p». E
importante mencionar que Kops1 € Kobs2, Obtidas das curvas cinéticas (Figura 6)
ndo dependem da natureza e concentragdo do ativador, indicando que a

interagdo do IAE com o ACT ocorre em etapas rapidas.
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3.4 Influéncia da viscosidade no rendimento qudantico singlete

(Do)

De acordo com mecanismo postulado para a formacdo de estados
excitados na etapa de quimiexcitagdo do sistema peroxioxalato, as etapas de
transferéncia e retro-transferéncia de elétron entre o IAE e o ativador,
ocorreriam dentro de uma gaiola de solvente. Admitindo-se este pressuposto, ja
que esta etapa depende da formag&o de um complexo de transferéncia de
carga, a polaridade e viscosidade do solvente influenciariam na eficiéncia de
formacao de estados excitados. Supde-se que em solventes de alta polaridade
ocorreria a solvatacdo das espécies, dificultando a aproximag¢ao necessaria
para gerar o ativador no estado excitado. Por outro lado, em solventes com
baixa polaridade, ndo seria criada a condicdo de solvatagdo em volta das
espécies. Deste modo, também n&o haveria o processo de transferéncia e
retro-transferéncia de elétron.

Os experimentos apresentados neste t6pico tém como objetivo verificar a
eficiéncia da suposta gaiola de solvente na troca de elétron que ocorre na etapa
de quimiexcitacdo. Para este proposito, foram utilizadas misturas de tolueno e
difenilmetano em varias proporgdes, resultando em um aumento da intensidade
de emissdo com aumento da viscosidade (Figura 7). Da curva cinética foram

extraidas duas constantes de velocidade utilizando a equagéao 6.
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Figura 7: Influéncia da viscosidade do solvente sobre a intensidade de emissdo de luz da
reacdo do TCPO com H;O; catalisado por imidazol na presenga de DPA, nas seguintes
condigbes: [TCPO]=0,1mM, [IMI-H]=1,0mM, [H20.:]=2,5mM e [DPA]=1,0mM utilizando misturas

de tolueno com difenilmetano.

Tabela 16: Influéncia da viscosidade do solvente sobre a reacdo do bis(2,4,6-triclorofenil)
oxalato com H;O,, utilizando IMI-H (1,0 mM) como catalisador na presenca de 9,10-
difenilantraceno (DPA), em misturas de folueno/difenilimetano.

1 (cP) CisHz Kobst X 10° Kobs2 X 10" ®s x 10°*
(%) (s (s") (Emol™)

0,70 10 6,14 + 1,06 1,71 £ 0,01 3,53+0,25
0,82 20 5,54 + 0,60 0,94 +0,03 3,97 + 1,11
1,05 40 5,03+0,20 1,40+ 0,24 5,30 + 0,96
1,37 60 3,71+ 0,10 1,05+ 0,01 6,88 + 0,40
2,16 80 2,92+ 0,50 1,00+0,14 10,80 +£ 1,02
2,57 90 1,90+ 0,20 0,68 +0,11 13,10 £ 0,45

S[IMI-H] = 1,0 mM: [M.04] = 2,5 mM; [DPA] = 1,0 mM; [TCPO] = 0,1 mM.
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Conforme esta descrito na tabela 16, o rendimento quantico singlete (¥s)
aumenta aproximadamente 4 vezes com o aumento da viscosidade do solvente
com difenilmetano, enquanto que o ®g utilizando 0,5mM de imidazol aumenta
10 vezes (Tabela 17). Entretanto, chama a atencdo o fato de ocorrer uma
diminuigdo nas constantes de velocidade observada (Koss1t € Kobs2) COmM ©
aumento da viscosidade. Considerando que as etapas anteriores a etapa de
quimiexcitacdo sao lentas, nao se esperaria variacao significativa de kops1 € Kobs2
com a variagao da viscosidade solvente.

Em relagdo ao aumento do rendimento quantico singlete (ds) em fungéo
do aumento da viscosidade do solvente, pode-se dizer que a formacao da
gaiola de solvente & importante para que ocorra a formacdo de estados
excitados do ativador. O aumento da viscosidade do meio reacional deve
diminuir o escape das espécies para fora da gaiola de solvente e deste modo o
processo de transferéncia e retro-transferéncia de elétron torna-se mais

eficiente.

Tabela 17: Influéncia da viscosidade do solvente sobre a reagdo do bis(2,4,6-triclorofenil)
oxalato com H0O,, utlizando IMI-H (0,5 mM) como catalisador na presenga de 9,10-

difenilantraceno (DPA), em uma mistura de tolueno/difenilmetano.

- Kobs1 X 10° Kobs2 X 107 s x 10°
(cP) s s™ (Emol™)?
0,50 2,67 £ 0,71 2,87 + 0,28 2,20 +0,21
0,70 3,06 + 0,41 0,92+ 0,23 3,99 +0,78
0,82 2,46 + 0,28 1,39 £0,33 5,02 + 0,40
1,05 1,56 £ 0,45 0,98 + 0,28 6,25 + 0,82
1,37 1,30 £ 0,60 1,28 £ 0,11 10,90 0,02
2,16 1,24 0,52 0,84 + 0,28 19,90 £ 0,43
2,57 0,62 +£0,20 0,53 + 0,01 20,30 £ 3,47

?[IMI-H] = 0,5 mM, [TCPO] = 0,1 mM, [H,0,] = 2,5 mM, [DPA] = 1,0 mM.
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O fato do ®s ser maior quando se utiliza 0,5 mM de imidazol em relacao
a concentragao de 1,0mM, ndo surpreende, pois ja foi observado em trabalhos
anteriores do mesmo grupo em que o presente trabalho foi desenvolvido, que o

aumento da concentracdo de imidazol diminui o rendimento quantico singlete
(®s)".
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3.5 Estudo do Sistema Peroxioxalato na auséncia de H,0,

Recentemente fora reportado na literatura um trabalho sobre a emissao de
luz do sistema peroxioxalato sem a adigao de peroxido de hidrogénio’. A reagéo
foi executada com TCPO ou DNPO catalisada por imidazol na presenca de
perileno. Segundo estes resultados’, o intermediario de alta energia (IAE) é
proveniente de um derivado oxalico formado antes da 1,1’-di-imidazolida (ODI).
Vale lembrar que o ODI é formado pela substituicdo nucleofilica de dois
imidazo6is no TCPO. Os autores nao apresentaram qual seria a eficiéncia de
formacdo de estados excitados na reagdo sem a adicdo de peroxido de
hidrogénio, bem como as intensidades relativas na auséncia e presenca de
H20..

O estudo descrito no presente trabalho, relata a reacdo com TCPO nas
condigbes padrdo, conforme descrito na legenda, cuja concentragdo de
peroxido de hidrogénio é 10mM (figura 9-curva A). A curva de emisséo
apresentada na curva B é proveniente da reagdo com DNPO. Pode ser
observada que a intensidade de emissdo do DNPO ¢é dez vezes maior do que
com o TCPO nas mesmas condi¢des. Por outro lado, diminuindo a
concentracdo do H»>O, em 100 vezes, na reacdo de DNPO, observa-se que a
intensidade de emissao diminui em torno de 160000 vezes (curva C). Nao foi
possivel reduzir, ainda mais, a concentragdo de perdxido de hidrogénio, pois
abaixo de 0,5 uM de H,0; a intensidade de emiss&do de luz era muito proéxima
do limite de detec¢cdo do equipamento (aproximadamente 300 counts). Os
experimentos foram executados em um espectrofluorimetro do tipo Spex
Fluorolog 1681.

Como a emissdo de luz abaixo de 0,5 uM era pouco intensa, os
experimentos foram continuados em um “Photon Counter”, aparelho mais
adequado para registrar sistemas de quimiluminescéncia com fraca intensidade

de emissao de luz.
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Figura 8: Emiss&o de luz proveniente da reag&o do TCPO com H,0, catalisada por imidazol na
presenca de perileno, nas seguintes condigbes: [IMI-H]=1,0 mM, [TCPO]=0,1 mM,
[periteno]=0,5mM e [H,0;]=10mM (A), curva B nas mesmas condigdes de A, exceto o TCPO
gue foi substituido por DNPO na mesma concentragéo e (C) variagdo da concentragdo de H.O-
em 100 vezes, nas seguintes condicbes de reagdo: [DNPO]=0,2mM, [IMI-H]=2,0mM,
[perileno]=0,05mM e [H.0,]=0,5uM a 50uM.

Apods uma série de experimentos variando a concentragdo de peroxido de
hidrogénio entre 5.107 e 5.10"° observou-se que a variagdo nas intensidades
era muito baixa. Além disso, foi atentado ao cuidado na manipulagdo dos
reagentes e da vidraria utilizada, pois foi observado que tragos de impurezas
também geravam emissdo de |luz nas condi¢gdes investigadas. As reagdes de
TCPO e DNPO sem adicdo de IMI-H e H,O, apresentaram intensidade de
emissdo de luz de aproximadamente 10000 counts s, considerando que a
intensidade da linha base era de 60 counts s, a intensidade observada na

reagéo sem catalisador e peroxido é significativa (Figura 9).
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Figura 9: Emissdo de luz proveniente da reacdo de bis(2,4,6-triclorofenil) oxalato (TCPO) e
bis(3,5-dinitrofenil) oxalato (DNPO) com perileno, na auséncia de imidazol e H,0,; nas
sequintes condi¢des: [TCPO] e [DNPO]=0,2mM, [IMI-H]=2mM.

Qualitativamente, as reagdes do TCPO e DNPO, com IMI-H e perileno,
sem adicao e com adigdo de H,0, (5.10'° M) apresentaram intensidades de
emissdo muito semelhantes (Figura 10). A diferenca nas intensidades de
emissdo é de aproximadamente quatro vezes no caso da reacdo do DNPO e
aproximadamente 3 vezes no caso da reacdo do TCPO. Supondo, que a
emissdo de luz observada sem a adicdo de peroxido, seja causada pela
presenca de H>O, no solvente como impureza, esta concentragcao esta abaixo
de 5.107°M.
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Figura 10: Emissao de luz proveniente da reacdo de TCPO e DNPO utilizando imidazol como
catalisador e perileno como ativador (ACT) na presenca e auséncia de perdxido de hidrogénio
em acetato de etila anidro. [IMI-H]=2,0mM, [TCPO] e [DNPOQ]=0,2mM, [perileno}=0,05miM,
[H,0,]=5.10""M (curvas 3 e 4). Nas curvas 1 e 2 0 H,0, esta ausente.
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3.6 Sintese de derivados de Oxazolonas (14-21)

O trabalho apresentado nesta secdo teve como objetivo preparar
compostos com propriedades fisico-quimicas e foto-fisicas distintas dos
compostos geralmente aplicados no sistema peroxioxalato, porém analogos aos
compostos 9 a 13. Além disso, um dos objetivos iniciais do projeto, era
converter estes compostos em reagentes de derivatizagao para aplica-los em
sistemas biolégicos e analiticos utilizando o sistema peroxioxalato. Esta parte
do trabalho foi desenvolvida durante trés meses na universidade Friedrich
Schiller em Jena na Alemanha e financiado pelo DAAD (Intercambio académico

Brasil-Alemanha).
3.6.1 2-[4-fenilacetileno]-5-dimetiloxazol-4-ona (15)

Esquema 21
(Ph,P),PdCL/Cul
:P toluol/(C H5)3 : : C>_< :‘E

O composto 15 foi preparado pela reacdo de 14 com fenilacetileno

catalisado por bis(trifenilfosfina) paladio (II) em meio de tolueno e trietilamina,
de acordo com o descrito na literatura®. Entretanto, o rendimento da reacao foi
insatisfatério devido a formacdo de um produto secundario. A reacdo foi
acompanhada por CCD, no qual, ap6s 20 horas de agitacdo, a temperatura
ambiente sob argdnio, ndo se observou a formacdo de produto. A mistura
reacional foi aquecida brandamente, obtendo-se trés produtos apo6s 2 horas.
Além do produto desejado, Rs = 0,39, foi isolado um produto secundario (R¢ =
0,92) que de acordo com a analise por espectrometria de massas sugeriu-se
ser o dimero do fenilacetileno, cujo sinal do ion molecular possui m/z = 202.
Uma possivel alternativa a fim de elevar o rendimento da oxazolona 15 seria

encontrar uma condigao reacional que minimizasse a formagao do dimero.
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3.6.2 3-[2-(4-bromofenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilidenolandrosta-1,4-
dien-17-ona (21)°

Esquema 22
0O 0O
26
< > <N ° THF "
Br ¢ 17 18

14 O 0 S

26 | toluerno H,NNH, H,0

THF, 0°C

0
N S @]
Br@—( MnO,/ALO,
16 © —
KOH
20
N 19

2 HN-N

O
N
=
Br—@—( %ii;‘ggjié
O

A preparagao do composto 21 seguiu uma rota composta por cinco

26 = reagente de Lawesson

etapas de reagbes. A reagao do composto 14, com o reagente de Lawesson
(26), resultou no composto 16 cuja coloragao era laranja intensa. O composto
foi caracterizado por RMN de 'H e RMN de °C. A diferenca marcante entre o
reagente de partida e o produto esta no deslocamento da carbonila de 40 ppm
(RMN de °C) ao ser convertida em tiocarbonila (Anexos 14 e 15). Da mesma
maneira, o composto 18 (anexo 16) foi preparado pela reagdo do composto 17
com 26, no qual também foi observada uma mudanga brusca na coloragéo, na
medida que foi introduzido o grupo enxofre, formando um produto de coloragéo
roxa. A caracterizagao do composto 18 (anexo 16) foi feita por comparagao com

o composto descrito na literatura. O que chama a atengéo é o fato de uma
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carbonila insaturada (C-3) ter preferéncia na substituicdo, frente a uma
/carbonila saturada (C-17), visto que carbonilas «,p-insaturadas sao
estabilizadas por ressonancia e, portanto deveriam ser menos reativas do que
as saturadas. Entretanto, observou-se que, se a reacao for efetuada em THF a
temperatura ambiente durante uma hora, ocorre formagao apenas do composto
18. Na caracterizacdo foi dada maior atencdo aos deslocamentos que
evidenciam a molécula quando esta sofre mudancga do reagente para o produto.
No composto 17 (reagente de partida), as carbonilas possuem os seguintes
deslocamentos: C-3 (6 186) e C-17 (56 219,7). Ao ser convertido em produto, o
sinal referente a carbonila C-3 se desloca para § 217,5. Vale mencionar que, se
as duas carbonilas (C-3 e C-17) do composto 17 (reagente) sofressem
substituicdo, seria observado um deslocamento quimico em § 217,5 e em
aproximadamente § 260, correspondente ao grupo tiocarbonila do carbono 17,
conforme previsdo feita pelo programa de simulagdo de espectros NMR
Prediction’".

A conversao do composto 18 em 19 foi feita com hidrazina hidratada em
THF a 0 °C, e o produto caracterizado apenas por espectroscopia na regido do
infravermelho e comparado com a literatura®.

A preparagao do composto diazo 20 via oxidag¢ao da hidrazona 19 requer
bastante cuidado para evitar a dimerizagao de 20. Esta reacéo foi feita em éter
com MnO; em carvao ativo e submetida ao ultra-som por 5 minutos em meio
basico. Ao término da reacao foi retirada uma solugdo fracamente azulada,
sendo o seu volume reduzido cuidadosamente a pressao reduzida, para que
nao ocorresse dimerizagdo. Acredita-se que esta dimerizagdo ocorra pela
formacao de um carbeno, devido a instabilidade do composto diazo 20, seguido
do acoplamento entre os carbenos formados na reacgao.

O rendimento de formacao da olefina 21 foi de aproximadamente 30%,
entretanto, de acordo com a literatura, pode-se chegar a 40% dependendo do
substituinte. A reacdo ocorre sem necessidade de agitagao, bastando adicionar

0 soélido do composto 16 ao composto 20 e deixar em repouso durante 24
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horas. A reacao ocorre via mecanismo de Barton Kellog (vide discussédo), sendo
que, além da formagao do produto desejado, foi detectada a formacgdo do
dimero do composto 16, caracterizado por espectrometria de massa, cujo sinal

do ion molecular possui m/z = 503.
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4 Discussao

4.1 Sintese dos derivados do O,0-hidrogénio
monoperoxioxalato (5-7)

Os derivados 5 a 7 foram preparados através da reacao dos derivados 1 a
3 com perdxido de hidrogénio na presenca de piridina em éter anidro (Esquema
23). Inicialmente € importante destacar que para preparar os derivados do O,0O-
hidrogénio monoperoxioxalato de arila (5-7) foram necessarios alguns cuidados
para que nao ocorresse degradagao do produto, ja que estes sao instaveis a
temperatura ambiente. Por exemplo, foi necessaria a rapida extracdo para isolar
o produto dos reagentes. Por isso, devido a sua instabilidade, tornou-se como

procedimento armazena-los a -80 °C.

Esquema 23

oHo@-x I N\, _ ?Ho@;x

+ H202
Cl 0o éter HOO 2o 4 5
1: X =H 5: X = OCH,
2:X = CH, 6 X = OH
3:X = OCH, Xt

A formacao dos compostos (5-7) foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada (CCD) e a caracterizacdo por RMN de 'C pelo. método
INVGATE (inverse gated coupling) (Tabela 18). O método permite a integracao
dos sinais e com isso foi possivel analisar a relagdo entre o acido e o peracido
na amostra.

Os sinais dos compostos 5 a 7 apresentaram intensidades relativas
similares, cuja razdo esperada entre os carbonos 1 a 6 era de 1:1:1:2:2:1, muito
embora a integracao referente aos sinais dos carbonos 4 e 5 de cada composto
tenha apresentado valores acima do esperado. Talvez isto esteja relacionado
com a determinagéao da area da integral, pois os sinais dos carbonos 4 € 5 do
peracidos sdo muito proximos dos sinais dos carbonos 4 e 5 dos acidos

correspondentes, resultando na variagdo observada. Além disso, o efeito do
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substituinte sobre os deslocamentos quimicos de cada peracido é pronunciado

nos carbonos 3 e 6.

Tabela 18: Deslocamentos quimicos da RMN de 3c (INVGATE) dos compostos 5 a 7
juntamente com as intensidades relativas, nas seguintes condigdes: Acetona Ds, 5 e 6 (40 °C)

e 7 (-30 °C), 125 MHz.

C 5 5 7
1 1548(075)  154.7(1.08) _ 154.8(0,98)
HO? O 4 5 2 155,9 (0,92) 156,0 (1,04) 156,1 (0,53)
o 20@?)( 3 1438(1,00)  1484(1,00)  150,6 (1,00)
3 4  1228(300)  1216(280) 1220 (2.26)
X = OCH, (5)
o (o 5  1148(216) 1307 (320)  130,5(2,74)
3
X=H@ 6  1583(1,42)  137.0(1,05)  127.5(1,02)
7 55,47 (1,09) 20,6 (1,09) ;

A CCD, ao longo do trabalho, tornou-se um método bastante eficiente
para acompanhar a formagdo do produto. Geralmente, estes compostos (5-7)
continham, como impurezas, fenol e o acido correspondente, que podiam ser
identificados com lampada UV, no caso do fenol, e com alaranjado de metila, no
caso do Aacido. Foi interessante observar que o peracido, na presenca de
alaranjado de metila, causava a formacéo de uma mancha branca na placa de
CCD, demonstrando a decomposi¢ao do alaranjado de metila na presenga do

peracido. Tal comportamento tornou-se um método complementar

para
identificacdo do peracido no produto bruto. Havia também a possibilidade de
(31) 24),

comportamento similar ao peracido. Entretanto, segundo a literatura’, o excesso

formacdo do peranidrido (Esquema o qual apresentaria

de peroxido de hidrogénio impediria a formacgéo de tal composto. Sendo assim,

a reacéo foi feita utilizando H,O, em excesso de dez vezes.

Esquema 24

o) OOX
2~2
O—OHO

) Cl H,O

_—

O o 5
T A
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Conforme mencionado anteriormente, o peracido geralmente
apresentava fenol e o acido correspondente como impurezas. Como nao foi
possivel isolar o fenol, foram feitos alguns testes para verificar a sua influéncia
na cinética da reagéb e na emissao de luz (Figura 11). Observou-se que a
variagdo da concentragao de fenol em 10 vezes em relagdo a concentracdo de
7 nao resultou na diminuicao da intensidade de emissé&o de luz nem na variagéo
na cinética da reagao, indicando que o fenol presente no peracido nao afetaria

os experimentos futuros.

T T T T
T(I)
Q
W
()
R e
>
[P}
=
——linha base
E [fenol]=0
N i [fenol]=1,0mM
g g [fenol}=5,0mM
B [amamsietarmimimabees
—_
OL ' Py 'l P 'l
0 1000 2000 3000

Tempo (s)

Figura 11: Influéncia da concentragdo de fenol na emissdo de luz proveniente da reagdo do
composto 7 catalisado por imidazol na presencga de 9,10-difenilantraceno (DPA), nas seguintes
condigdes: [7]=0,5mM, [IMI-H]=1,0mM e [DPA]=1,0mM em acetato de etila anidro.

Outro ponto importante foi verificar qual o comportamento do acido
correspondente na presenga da base, pois assim como o peracido, o acido
também sofre reagdo com imidazol. Esta reacdo pdde ser acompanhada pela
liberagdo do fenol correspondente através da sua absorgdo na regido do
ultravioleta. Infelizmente, nao foi possivel conseguir um peracido livre da
presenca do fenol, e com isso o experimento de absorgdo no UV tornou-se

inviavel. Por outro lado, Stevani®, observou que o acido p-clorofeniloxalico
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reagia 100 vezes mais lentamente do que o O,0-hidrogénio monoperoxioxalato
de p-clorofenila (8A). Portanto, esta foi uma condigcdo para admitir que
provavelmente os outros acidos correspondentes (H, CH; e OCH3) teriam
comportamento semelhante em relagéo aos peracidos.

O resultado mais importante da preparagdo dos compostos 5-7 foi
verificar que estes ndao reagem com o ACT na auséncia de uma base. Fora
relatado na literatura que derivados dos compostos 5§ a 7 seriam os
intermediarios de alta energia (IAE) que na presenga de um ativador (ACT),
resultariam na emissao de luz>. Entretanto, foi verificado que a emissao de luz
sé é observada quando uma base adequada (pK, > 6,0) é utilizada. Este
resultado também foi observado por Stevani ao estudar O,O-hidrogénio

monoperoxioxalato de p-clorofenila®.
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4.2 Estudo cinético dos peracidos 5a 7

A reacao dos compostos 5 a 7 foi catalisada por imidazol na presenca de
9,10-difenilantraceno (DPA) em acetato de etila anidro, resultando em emisséo
de luz, devido a desprotonagdo do mesmo por imidazol, saida do grupo de
partida e formacao do IAE; que, por sua vez, interage com o DPA na etapa de

quimiexcitagao provocando a sua excitagao eletronica. (Esquema 25).

Esquema 25
=N
H_N\)
o o 2 o
HOO 0] -00 0]
J ACT l
Né&o emite 0o o]
fuz ———> 2CO0,
0-0

ACT AcCT*
N
O uso de imidazol neste estudo merece alguns comentarios, pois foi
observado que em estudos envolvendo o sistema peroxioxalato, os melhores
resultados foram observados com esta base, e isto inclui, também, trabalhos de
quimica analitica. Imidazol &€ uma molécula heterociclica plana com seis

elétrons =. Em solugdo aquosa, um equilibrio acido-base é estabelecido com o

solvente.
S Ky S
HoNTS) + HO N + HO* pK =71
+\_N-H K \_-N-H
1
= Ky >
N L HO — = N 4 HO pK, =142-146
x|

As reacdes inversas sao favoraveis, cujas constantes de velocidades séao

controladas por difusdo. O imidazol pode ser protonado no nitrogénio 3
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formando o ion imidazolium (pKs=7,1) ou pode ser desprotonado, em solugdes
fortemente alcalinas, no nitrogénio 1 formando o ion imidazolida (pK.=14,2-
14,6)*. O extenso interesse pelas propriedades cataliticas de imidazol comegou
depois que Hartley e Massey® observaram que éster metilico da benzoil
histidina catalisava hidrolise de acetato de p-nitrofenila. De la para ca, uma
série de trabalhos relevantes podem ser encontrados na literatura; dentre eles
os trabalhos de Jencks et al®’, Bruice et al'”., Fife®, entre outros.

No estudo dos peracidos, apresentado neste trabalho, foi observado uma
dependéncia de primeira ordem em baixas concentragdes de imidazol e uma
dependéncia de segunda ordem em altas concentragdes, caracterizando uma

dependéncia complexa para os trés casos (Figuras 12, 14 e 16).
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Figura 12: Os valores da constante de velocidade observada (kes) Na reagao de 5, variando a
concentragao de imidazol na presenga de DPA, utilizando acetato de etila anidro como solvente,
nas seguintes condi¢des: [5] = 0,5 mM, [DPA] = 1,0 mM e [IMI-H] = 0,3 mM a 250 mM a 25 °C.

x 10°s"

obs

k

0.0 n y L . . : .
0 2 4 6 8 120 160 200 240

[IMI-H]mM [IMI-HlmM

Figura 13: Resultados experimentais provenientes da figura 12. [IMI-H]<8mM e
[IMI-H] 2100mM.
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Figura 14: kes vs. [IMI-H] para a reacdo de 6 com imidazol na presenga de 9,10-
difenilantraceno (DPA), utilizando acetato de etila anidro como solvente, nas seguintes
condigdes: [6]=0,1mM, [DPAJ=1,0mM e [IMI-H]=0,5mM a 250mM.

2.0 1k
L6} -
m; 1.2} S 10
% 0.8} " g}
S ~
0.4 ]
! 6 °
0.0t . . . . i . . . .
0 2 4 6 8 80 120 160 200 240
[IMI-H]mM [IMI-H]mM

Figura 15: Resultados experimentais obtidos a partir da figura 14, cuja concentracdo de [IMI-
H]<6mM e [IMI-H] >80mM.
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Figura 16: Constante de velocidade observada (kens) em fungdo da concentracédo de imidazol
no estudo cinético da reagao de 7 catalisada por imidazol na presenca de 9,10-difenilantraceno
(DPA), utilizando acetato de etila anidro como solvente, nas seguintes condi¢es: [7]=0,5mM,
[DPAJ=1,0mM e [IMI-H]=0,5mM a 250mM.

1.6}
- 1.2' 1 N
~ 0.8} ;
0.4} .
0.0 : - - ) ' ) '
c s - . 100 150 200 250

[IMI-H]mM [IMI-HlmM

Figura 17: Resultados experimentais obtidos a partir da figura 16. [IMI-H]<BmM e [IMI-H]
>80mM.
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O comportamento de kos €m fungédo da concentragdo de imidazol pode
ser explicado pelo mecanismo proposto no esquema 26. Em baixas
concentragcées de imidazol este agiria principalmente como catalisador basico
desprotonando o peracido, resultando em ion percarboxilato. Este por sua vez,
sofreria ciclizagdo no passo lento, formando o intermediario de alta energia.
Neste passo ocorre a participagao de apenas uma molécula de imidazol. Em
concentragbes mais altas de imidazol, este agiria predominantemente como
catalisador nucleofilico (Esquema 26), com a participacao de duas moléculas de

imidazol no passo lento”®.

Esquema 26
catalise basica (A)
N 0 OAr k, 0] C—BAr
«D * > e H-NTS
Y HOO O k-, @ 0 IQ/ M
Z>N-H Z>N-H
ArOH N_| Keict N_| "+ AroH

ACT

> C

catélise nucleofilica (B)
De acordo com o mecanismo proposto, a contribuicdo do imidazol em

baixas concentragées pode ser deduzida a partir do seguinte esquema

mecanistico (Esquema 27).

Esquema 27
O OAr N=, K, o oA H
H + +N
\N-H b A
HOO . - k., 00 O NN-H
IMIH Per- IMI-H,*
2
0 OAr kcicl © ©
—_—
-00 0 0-0
IAE
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O aumento da concentracdo da base no meio reacional, favorece a
desprotonacdo do peracido, resultando na sua ciclizacdo e na formacado do
intermediario de alta energia (IAE).

Aplicando a aproximagdo do estado estacionario no peracido desprotonado
tém-se:
d}%] = k[Per|[1MI - H]~ k., [Per™ |[1M1 - ;|- k.., [Per] = 0

k [Per|[IMI - H|
k [IMI-H; |+k

[Per_]=

cicl

A velocidade da reagéo é dada por: &, =k, [Per‘]

obs

Ko by 1M — 1]
kobs =
ko[ IMI-H: |+ k

cicl

A equacgdo nado pbde ser mais simplificada porque nao ha os valores das
constantes de equilibrio envolvidas em acetato de etila. Esta dedugéao esta
relacionada apenas com a etapa de catalise basica especifica. Para obter a
equacao global correspondente aos dois mecanismos em questao, basta somar

uma equacao de segunda ordem.

kcic/kl [[MI - H]

= +k,  [IMI - HY]
obs k_l lIMI—H;F'k nuc/[ ]

cicl

A maneira encontrada para se obter dados das curvas com dependéncia
complexa, foi analisa-las separadamente (Figuras 12, 14 e 16). Estas curvas
foram divididas em duas regiées, uma para baixas concentra¢gdes e outra para
altas concentrac6es de imidazol. Da regiao linear ([IMI-H] < 8,0mM), obteve-se
uma constante de velocidade bimolecular (ksin) utilizando a seguinte
equacao:keps=ksim[IMI-H] e da regido de altas concentracdes ([IMI-H] > 80mM) a
curva pdde ser ajustada com uma fungdo de segunda ordem:
kob5=kTrim[lMI-H]2+C, obtendo-se, desta forma, a constante de velocidade

trimolecuiar (Tabela 19).
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As constantes de velocidade bimolecular (kpim) € trimolecular (kyim) sé@o
condizentes com o efeito eletrénico de seus substituintes, ou seja, diminuindo o
efeito atraente de elétrons dos substituintes observa-se uma diminuigdo na
constante de velocidade. Porém, no caso do derivado com o grupo metila 6, a
diferenga ndo é muito acentuada quando se compara com o derivado nao
substituido 7.

Tabela 19: Influéncia dos substituintes nas constantes de velocidade bimolecular (kgim) €

trimolecular (ktim) dos derivados 5-7 e 8A.

HOO 0
r— O
0 o} R

R keim (M's™) | [IMI-H] < | Krom (M7s™) c [IMI-H] >
(mM) {(mM)
OCH; (5) | 0,108 + 0,009 8 0,086 + 0,003 | 0,0049- + 0,0001 100
CH; (6) | 0,224 + 0,010 6 0,122 + 0,003 0,0053 + 0,0001 80
H(7) 0,250 + 0,006 6 0,234 +0,009 | 0,0062 +0,0003 80
Cl (8A)° 0,96 + 0,02 20 1,6+02 0,040 + 0,005 100
“ Ref. 2

Em relagcdo ao rendimento quéantico éinglete (ds) observa-se que
aumentando a concentracdo de imidazol o &g diminui (Tabela 20).
Correlacionando os diferentes peracidos, esta reducdo fica em torno de
aproximadamente 100 vezes, sendo que, a maior variacéo foi observada com o
peracido 7. Vale lembrar que a influéncia do imidazol sobre o ®s também foi
observada com o bis(2,4,6-triclorofenil) oxalato. Neste caso foi verificado que o
imidazol, interage com o intermediario de alta energia (IAE), anulando a

interacao deste com o ativador (ACT)®.
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Tabela 20: Correlagédo entre os rendimentos quanticos singlete (®s) obtidos dos compostos 5,
6,7 e 8A.

.
HOO O

R OCH; (5) CH; (6) H (7) CI(8AY
[IMI-H] ®s x 10° ®s x 10° ®sx 10° ®s x 10°
mM (Emol™) (Emol™) (Emol™) (Emol™)
1 0,86 + 0,07 2,74+ 0,63 3,77 +1,81 35+0,3
10 0,22 + 0,03 0,48 + 0,07 0,17 + 0,03 0,51 + 0,01
100 0,044 + 0,002 0,098 + 0,021 0,10 + 0,01 0,080 + 0,003
250 0,023 + 0,002 0,045 + 0,001 0,045+ 0,006 0,038 + 0,003

?Ref.2

Um ponto a ser ressaltado com respeito a diminuicdo do rendimento
quantico singlete corresponde as impurezas presentes no peracido. O aumento
da concentragdo de imidazol, conforme foi observado, causou uma queda no
®s. Porém, esta diminuigdo poderia também ser causada pela interagao das
impurezas com o imidazol ou com o DPA. Estas impurezas sao constituidas
basicamente de fenol, correspondente a cada derivado, e também do acido
correspondente. De acordo com alguns testes, sabe-se que o fenol nao
interfere na emissédo de luz, portanto, em primeira analise, ndo poderia ser o
responsavel pela diminuicao do ®s.

Para verificar como as impurezas influenciam na emissao de luz, foram
feitos alguns testes com o peracido 7, variando a sua concentragdo e a
concentracdo do DPA. De acordo com os resultados, o aumento da
concentracao de 7 resultou na diminuigao do ®ds, enquanto que no keps OCOrreu
uma variagao pouco significativa (Tabela 21). Isto indica que a presenga de
impurezas ndo altera a etapa lenta da reac¢édo; embora interfira na etapa de
excitagao, resultando na diminuigéo do ®s.

O aumento da concentracdo de DPA em dez vezes resultou em um

aumento de sete vezes no ®”s de emissdo e uma pequena variagdo na
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constante de velocidade observada (kos). Fato também observado com o
peracido 8A% e com o sistema peroxioxalato’. Ainda neste sentido,
experimentos sobre a influéncia de impurezas, contidas no peracido, na
fluorescéncia do 9,10-difenilantraceno (DPA) foram realizados. Ao registrar o
espectro de fluorescéncia do DPA na presenca da solugédo do peracido 7,
verificou-se que estas supostas impurezas nao sequestram a fluorescéncia do
ACT (dados ndo mostrados).

Tabela 21: Influéncia da variagdo da concentragdo de 7 e da concentracdo de DPA na
constante de velocidade observada (kos) € na area de emissdo de luz, nas seguintes

condigdes: [DPA]=1,0mM e [IMI-H]=1,0mM para os experimento com varia¢éo de 7 e [7]=0,5,

[IMI-H]=1,0mM para os experimentos com variagdo de DPA.

7] | kobs x 10° ®sx 10° [DPA] Kobs X 10° Dsx 10°
mM s” (Emol™) mM s’ (Emol™)
0,25 3,66 4,36 0,5 1,82 2,11
1,0 2,97 1,86 1,0 2,49 2,60
1,5 3,07 1,76 2,5 2,46 6,55

5,0 1,65 15,8

A reducao no rendimento quantico singlete (®s), observado na reacao
dos peracidos e também no sistema peroxioxalato, quando se aumenta a
concentracdo de imidazol pode ser, em uma primeira analise, associada ao
processo de supressao de energia, muito embora, na reagdo em questdo nao
ocorra transferéncia de energia. Na etapa de quimiexcitacdo do sistema
peroxioxalato ocorre a interagédo do IAE com o ativador, gerando o ativador no
estado excitado. Esta interagcdo, a qual resulta em emissdo de luz,
provavelmente ocorre em concorréncia com outros caminhos que desativam a
formacgao de estados excitados.

Ao que tudo indica, o imidazol adicionado a reagao, responsavel pela
catalise nas etapas anteriores ao processo de quimiexcitagdo, contribui para

que ocorra um destes caminhos de desativacao (Esquema 28).
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Esquema 28

2C02' ) 2C0,
sem emissao sem emisséo

Com base nestas observacdes mecanisticas, de que maneira o imidazol
poderia atuar na supressdo da emissdo de luz? Em um estudo desenvolvido
anteriormente’®, foi reportado que a variacéo na concentragao de imidazol nao
altera a fluorescéncia do 9,10-difenilantraceno (DPA) e, que, portanto, esta
interacdo nao é fotofisica, isto e, atuacéo direta do imidazol sobre o estado
excitado do DPA. O caminho mais provavel para que ocorra esta supressao é
através da interagcao do imidazol diretamente com o IAE por intermédio de uma
interagdo quimica. Considerando, que a concentragcdo do ACT ¢ inalterada, e
que a intensidade de emissdo diminui com o aumento da concentragdo de
imidazol, podemos, a principio, aplicar uma relagcdo de Stern- Volmer'”; jaqueo
imidazol, nesta reagdo, atua como um “seqiestrador’ de emissdo e, deste
modo, obter o rendimento singlete na concentracdo zero (cDOS) de imidazol,

eliminando a sua interagao com o ACT (Figura 18 e Tabela 22).
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Figura 18: Influéncia da concentragao de imidazol sobre o ®dg na reacédo de 5 a 7 € 8A com

imidazol: extrapolagao para concentracédo zero de imidazol.

Embora o processo de supresséo da emissao de luz que ocorre na reagio

do peracido seja diferente de um processo de supressao classico (desativacéo

-

do estado excitado), a resposta cinética € a mesma, isto &, diminuicdo da

intensidade de luz. Sendo assim, € permitido aplicar a relagdo de Stern-Volmer

aos resultados obtidos.



Discussdo 111

Tabela 22: Rendimento quantico singlete extrapolado para a concentragdo zero de imidazol
(®s°), (1/ds vs. [IMI-H]), juntamente com o rendimento quantico singlete (Ps) obtido na menor
[IMI-H].

R @% X 10° E mol” ®s X 10° E mol”
-OCH; (5) 1,221 +0,06 09+02°
-CH; (6) 5,37 +0,92 46 +0,6°
H (7) 8,38 +1,03 5,5+ 0,6°
Cl (8A)° 7,13 +£0,74 46+0,7°

2 obtidos com os dados da Ref.2, ® [IMI-H] = 0,3mM, ® [IMI-H]=0,5mM, “[IMI-H]=0, 1mM

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos do inverso do rendimento
quantico singlete (®s) em fungcdo da concentragdo de imidazol, sendo que o
rendimento quantico na concentracdo zero de imidazol (%) aumenta de
acordo com o efeito do substituinte, exceto para o peracido 8A (Tabela 22). Em
primeira analise, isto mostra que ha outros fatores responsaveis pela diminuigao
da emissédo de luz e ndo apenas o efeito do imidazol.

Os valores do ®° s&o maiores do que o s observado para a menor
concentracdo de imidazol, confirmando que o imidazol, além de atuar como

catalisador também reduz a formacao de estados excitados.



Discussdo 112

4.3 Correlacao de estrutura e reatividade

Conforme fora mencionado na introducao, a estrutura do intermediario de
alta energia (IAE), que se forma na etapa de quimiexcitagdo, € um dos motivos
de controvérsia entre varios grupos de pesquisa. Para obter informacgdes a
respeito deste |IAE, foi feito um estudo de correlagao de estrutura e reatividade,
calculando o valor de p, atraveés dos graficos do tipo logkpim € logkyim VS o~
(Figura 19) com o intuito de obter evidéncias sobre a identidade estrutural do
intermediario de alta energia (Esquema 29). Os dois intermediarios de alta
energia mais provaveis na reag¢ao peroxioxalato sdo a 1,2-dioxetanodiona (24) e
a 1,2-dioxetanona 25, os quais podem ser formados a partir de derivados de
peracidos'. A ciclizacao do peracido, apds a desprotonacdo, pode ocorrer de
~ duas maneiras: (i) ataque intramolecular do ion percarboxilato, sem saida do
grupo de partida, resultando na formacgao da 1,2-dioxetanona (25), que, por sua
vez, pode agir diretamente como IAE ou formar 24 pela saida do grupo de
partida em uma etapa rapida; (ii) ataque intramolecular do ion percarboxilato,
acompanhado pela saida simultdnea do grupo de partida fenolato, resultando

na 1,2-dioxetanodiona (24) (Esquema 29).

Esquema 29
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O valor elevado de p positivo calculado pela correlacdo de Hammett para
os derivados de peracidos contendo diferentes substituintes no anel aromatico
indicaria a ocorréncia do caminho ii e com isso forneceria uma evidéncia clara

para a participacdo da 1,2-dioxetanodiona (24) como IAE na reagao

peroxioxalato.
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Figura 19: Correlagdo de Hammett, logkoim € 10gKyim vS o, € 10gKsim e l0gkiim VS pKa do fenol,
respectivamente com os derivados do O,O-hidrogénio monoperoxioxalato de arila (5-7 e 8A)

com diferentes substituintes.
Com o grafico logksm VS o obteve-se um valor de p igual a 1,86 + 0,45,

indicando que no estado de transicdo da etapa limitante ocorre o
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desenvolvimento de carga negativa e, a partir do grafico kuim vs pka obteve-se
Bee = -0,79 (inclinag&o Bronsted).

De acordo com Jencks et af®, correlagbes do tipo Hammett para reagoes
de acetato de arila substituidos com determinadas aminas exibem valores de p
aproximadamente igual a 2, indicando que estas reagbes apresentam grande
sensibilidade em relacdo a natureza do grupo de partida. Enquanto que,
nucledfilos basicos oxigenados exibem valores menores. A questio
fundamental neste tipo de reacéao esta relacionada ao mecanismo operante, o
qual resulta na liberagdo do fenol substituido. Nestas reagbes, haveria a
formacdo de um intermediario tetraédrico na etapa limitante e saida do grupo de
partida em uma etapa posterior e rapida (Esquema 30A), ou a reagao ocorreria
por um mecanismo concertado, sem a formacao do intermediario (Esquema
30B)?

Esquema 30
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Na hidrélise alcalina de tiobenzoatos de fenila substituidos, Um et al'>.,
observaram um valor de p igual a 0,75 e B igual a -0,35. Com base nestes
resultados, os autores propuseram a formacdo de um intermediario na etapa

limitante da reacdo. Por outro lado, El Seoud et al."

, relataram valores de p
igual a 1,59 e § igual a -0,75, para a reacgdo de hidrélise de 3,5-benzoatos de
fenila substituidos catalisada por imidazol. Os autores propuseram saida do
fenol na etapa limitante, ou seja, saida simultanea do fenol concomitante com o

ataque nucleofilico.
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A magnitude do valor de B indica a extensao da ligagao do grupo de
partida no estado de transi¢gdo da etapa limitante. Valores baixos, entre -0,2 e
-0,35 foram encontrados para reacées de hidrolises de acetatos™ e cinamatos
de arila'®, para aminolises de acetatos de arila®, e tioderivados'’. Com base
nestes valores, foi proposta a formagdo de um intermediario tetraédrico na
etapa limitante. Por outro lado, também foram reportados trabalhos envolvendo
a saida do grupo de partida na etapa-limitante da velocidade, isto €, sem
formacao de intermediario tetraédrico, cujos valores de {3 foram acima de -0,75;
como por exemplo: reagdes de cinamatos de arila com ion N3 (Bep = -0,95),
amindlise de acetatos de arila, benzoatos com grupos pobres de partida (Bep = -
1,40) e hidrolise de derivados de benzoatos de fenila substituidos catalisado por
imidazol (Bep= -0,75)™.

Diante do resultado obtido no presente trabalho (p = 1,86 + 0,45 e Bgp = -
0,79), é possivel propor que na reacao de derivados de O,O-hidrogénio
monoperoxioxalato de fenila catalisada por imidazol, ocorra ataque
intramolecular do ion percarboxilato acompanhado pela saida simultanea do
grupo de partida, sendo portanto o caminho ii © mecanismo mais adequado e a
1,2-dioxetanodiona (24) o IAE mais provavel (Esquema 29). Além disso, o valor
de Bgp indica que no passo de ciclizagdo, para a formacdo do IAE, mais da
metade da carga formal esta localizada no fenolato.

As correlagcbes obtidas com o logkyim vs ¢ e pK, indicam que ocorre a
formacao de uma alta densidade de carga negativa, p = 2,80 + 0,22 e
Ber = -1,18 + 0,07, no estado de transicdo. Todavia, de acordo com o
mecanismo proposto (Esquema 26), esta é a etapa de adigdo nucleofilica do
imidazol a carbonila do éster, resultando na saida do fenolato. Nesta etapa n&o
ocorre a formacéao do IAE.

Observa-se que os valores de p e B s8o maiores na regido de catdlise
nucleofilica (p = 2,80 + 0,22 e Bep = -1,18 + 0,07) do que na regiao de catalise

basica (p = 1,86 + 0,45 e Bep = -0,79). Na regido de catalise nucleofilica (altas
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concentragdes de imidazol), o ataque do imidazol a carbonila do éster e saida
do fenol, resulta em um intermediario (Esquema 31 B), diferente do
intermediario que seria esperado na catalise basica e, que, resultaria na saida
do fenol formando diretamente o intermediario de alta energia (IAE) (Esquema
31A). Portanto, o valor de 3 obtido nesta etapa néo fornece nenhuma
informacao sobre o IAE, pois este & formado em uma etapa posterior a saida do

fenolato.

Esquema 31

=\
NN 1 OH
— /—\ A0 o |F O O
A Q0 Y
- .

HOO O

H "V o | T T | o0
Iy T b .

Intermediario de
alta energia (IAE)

2
8" ¥
O
HOO HOO | OPh HOO o OH
o \N:\ i’_\5+ - = 0 N +
K N-H NP N-H /\>
o s

N/\ Intermediario de

reacdo

Deve-se destacar ainda, que os nucledfilos envolvidos nas etapas
correspondentes as constantes kom € kiyim S&@o diferentes, ou seja, ion
percarboxilato e imidazol, respectivamente. Isto explica a diferenca nos valores
de p e  obtidos.

Em resumo deve-se destacar que, o valor de p (log ksm VS o) indica que
no estado de transicdo para a formacéo do IAE ocorre o desenvolvimento de
uma alta densidade de carga negativa. Este fato, estaria associado ao ataque
nucleofilico intramolecular do ion percarboxilato a carbonila do éster com
concomitante saida do grupo de partida, o que nos permite inferir que a 1,2-
dioxetanodiona (24) seria o intermediario de alta energia que interage com o
ativador na etapa de quimiexcitagdo da reagao peroxioxalato.

O gréafico de log(@%) vs. ¢ ~ (Figura 20) ndo apresentou correlagao

significativa. De acordo, com a tabela 22, o ®% é maior do que o ®s obtido na
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menor concentracao de imidazol, fato esperado, visto que nas condi¢ées de ®°
nao ha a interferéncia do imidazol. Em primeira analise, supde-se que seria
observada correlagao linear do ®% com o o -, pois o melhor grupo de partida
geraria o |AE mais eficientemente. Entretanto, talvez este nado seja
necessariamente o anico fator influente, j4 que outros fatores poderiam
influenciar a obtencdo do ®% como, por exemplo, impurezas presentes no
sistema ou até mesmo o modo de preparagdo dos compostos, como € o caso
do composto 8A. Por outro lado, este pode ser o comportamento real do ®°%

em fungao do ¢ 7, ndo existindo correlagao linear entre estas duas variaveis.
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Figura 20: Correlagédo de Hammett, log (<I>°s) vs. ¢ |, com os valores de ¢ - de Hammett para os

peracido 5a7 e 8A.
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4.4 Estudo da Eficiéncia de transferéncia de elétron na etapa

de quimiexcitagao

Conforme fora dito anteriormente, a etapa de quimiexcitagao ocorre em
uma etapa rapida da reacao, e, portanto ndo pode ser avaliada por cinética.
Esta € a etapa a qual envolve a interagao do IAE com o ativador dentro da
gaiola de solvente mediada por uma transferéncia de elétron. Considerando que
nesta etapa ha apenas o envolvimento de duas substéncias, a mudan¢a na
estrutura de uma delas poderia trazer informacdes sobre o processo no qual
elas estao inseridas. Alteragao na estrutura do ativador mudaria principaimente
o rendimento de fluorescéncia (®fF) e o potencial de oxidacdo. O mecanismo
utilizado para explicar a geragao de estados excitados que ocorre na etapa de
quimiexcitacdo é o mecanismo CIEEL (vide infrodugdo) (Esquema 32). Os
resultados apresentados nesta parte do trabalho, tém como objetivo principal
obter informagées sobre o mecanismo CIEEL do sistema peroxioxalato
proposto neste trabalho'®. O intermediario de alta energia (IAE) postulado nesta
reagdo é a 1,2-dioxetanodiona, conforme evidéncia indireta reportada na

literatura’® e nos resultados obtidos neste trabalho.

Esquema 32
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De acordo com o mecanismo CIEEL proposto, ocorre a transferéncia de
elétron do ACT para o IAE no passo limitante da reagado, acompanhada pela
clivagem da ligagao O-O do peroxido. A clivagem da ligacao carbono-carbono
do perodxido leva a formacao do anion radical do CO,, ainda associado ao cation
radical do ACT dentro da gaiola de solvente (Esquema 32). Em seguida, o par
de ions radical sofre retro-transferéncia (BET), levando a formagéao de CO; e do
ativador no estado singlete excitado (kget+) ou no estado fundamental (kger), ou
ainda, através do escape das espécies da gaiola de solvente, formando os
produtos no estado fundamental. Considerando cada caminho que leva a
formagdo do estado excitado, juntamente com os que o desativam, o

rendimento para cada etapa pode ser obtido de acordo com o esquema 33.

Esquema 33
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Dos graficos do inverso do rendimento quantico singlete (1/®s) em
relacdo ao inverso da concentragdo do ACT (1/[ACT]) dos ativadores 9 a 13
(Figura 6-resultados) foram obtidos os pardmetros de quimiluminescéncia kca/kp
e ®”s (Tabela 15-resultados). Os valores de In(kca/kp) apresentam correlacao
linear com o potencial de oxidagdo de meio-pico (E”4;) dos ativadores (Figura
21), conforme seria esperado pelo mecanismo. A transferéncia de elétron do
ativador para o intermediario de alta energia (24) é proposta como a etapa

limitante do mecanismo, sendo que neste par o potencial de reducgéo
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permanece inalterado, visto que a espécie que interage com os diferentes

ativadores é a mesma.

10|
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=
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Figura 21: Corretagéo do parametro de quimiluminescéncia k.a/kp com o potencial voltametrico
de meio-pico (E* ) dos ativadores (9-13). De acordo com a equagao 7, a=0,29+0,03, R=0,985.

Da inclinagao da reta obteve-se o coeficiente de transferéncia de elétron
(o), um indicador empirico da sensibilidade do valor de k. em relagdo a
mudang¢a do potencial de oxidagdo do ativador, desenvolvido por Scandola et
al.?° (Equagdo 6). Entretanto, o valor de o aqui reportado nao é um coeficiente
de transferéncia de elétron verdadeiro, visto que na correlagao esta sendo
usado o potencial voltametrico (Equagdo 10). O valor de o aparente
(2=0,29+0,03)" observado é consideravelmente maior do que o valor
recentemente obtido no sistema peroxioxalato utilizando ativadores triviais
(hidrocarbonetos aromaticos policondensados) em estudos desta natureza. Por
outro lado, muito similar aos valores reportados em outros siAstemas CIEEL,

cujos valores tipicos sao de aproximadamente 0,3%'.
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onde: A e B sao constantes, a € o coeficiente de transferéncia de elétron, R é a constante geral
dos gases (8,613 e’ ev K1), T é a temperatura em Kelvin (28542K), E,x € 0 potencial de
oxidacdo do ACT, E.q € o potencial de reducéo do IAE, que no caso € constante, pois a
espécie é a mesma para todos os ativadores, e € a carga do elétron, R, € a distancia entre os
fons no complexo de transferéncia de carga no ponto de transicdo e £ é a constante dielétrica
do solvente.

Ao contrario do comportamento observado para os valores de kca/kp, néo
ha correlagdo entre o In(®@s*) e o E™y2 dos ativadores (Figura 22). Esta
correlagdo nao é esperada pelo mecanismo CIEEL, pois ®s” é obtido pela
extrapolacdo do grafico duplo-reciproco na concentracéo infinita do ativador,
portanto ndo depende da constante de velocidade de interacdo do IAE com o
ACT (kcat) € conseqlientemente & independente do potencial de oxidagéo dos
ativadores (Esquema 33). Porém, o 13, com maior potencial de oxidacao,
resultou no rendimento de excitagcao mais alto (vide resultados), enquanto que
os ativadores mais facilmente oxidaveis (9-10) resultaram em rendimentos mais
baixos. A correlagdo empirica entre a intensidade de quimiluminescéncia e o
potencial de oxidacao dos ativadores tem sido reportada na literatura em varios
estudos envolvendo o mecanismo CIEEL, nos quais os maiores rendimentos
quantico foram obtidos com ativadores com baixo potencial de oxidacdo?2°,
Entretanto, a intensidade de emissao em certas concentracbes de ativadores
depende de ambos, ®s” e keat Os resultados da literatura sdo, em uma primeira
analise, contrarios aos obtidos no presente trabalho. Entretanto, analisando
estas observacoes mais detalhadamente é necessario verificar dois pontos
importantes que poderiam esclarecer esta aparente contradi¢cao: (i) Na maioria

dos trabalhos reportados na literatura, como por exemplo, Catheral e
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Palmer’®?® foram utilizados os valores de ®s em uma determinada
concentragdo do ACT para a correlagdo com o E, € ndo os valores de ®s
utilizados no presente trabalho. Segundo o Esquema 33, os rendimentos
quanticos singlete em uma certa concentragcdo do ACT dependem tanto do
dcat, 0 qual € correlacionado com o Eq, quanto do ®ger-, 0 qual deveria
apresentar também correlagdo com o E, porém de maneira inversa. Em casos
onde o valor do ®¢car contribui mais para o dg (baixa concentragdo do ACT)
deve-se esperar correlacdo do ds com o E., conforme postulado pelo
mecanismo CIEEL. (ii) Os ativadores comumente utilizados em estudos sobre o
mecanismo CIEEL sao hidrocarbonetos aromaticos policondensados e, para
estes, ha uma correlagdo empirica entre o E. e a energia do primeiro estado
singlete®. Neste caso, o ®s para ativadores com baixo potencial de oxidacio
pode ser mais alto, em razdo da menor energia singlete e desde modo, podem

ser excitados mais eficientemente®.
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Figura 22: Correlagdo do rendimento quantico singlete (®*s) com o potencial voltametrico de

meio-pico dos ativadores (E”z).
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A eficiéncia de formacgao do estado excitado (®”s) depende da etapa que
ocorre apos a transferéncia de elétron inicial, juntamente com a clivagem da
ligagdo oxigénio-oxigénio (kcat). Ja que a clivagem do anion radical de 24 e o
escape da gaiola ndo dependem da natureza do ativador (®¢y = constante), a
eficiéncia da retro-transferéncia (BET) para gerar o estado excitado do ativador
(DseT) € que determina o rendimento quantico singlete na concentracgéo infinita
do ACT (@%s). Portanto, o ®“s depende do @ ger. Assim, 0 @ ger & determinado
pela relagdo entre kger+ € keer, do qual depende principalmente do balanco
energético (Esquema 33)"%.

Tabela 23: Balango de energia livre da etapa de retro-transferéncia de elétron entre o &nion

radical do CO,, o cation radical do ativador e o deslocamento de Stokes juntamente com ®%s.

Deslocamento s x 10°
Es(a) AGger (b) AGBET'(C)
Ativador de Stokes (E mol™)
(kdmol™)  (kdmol™)  (kJmol™)
(nm)
9 4-OCHs 264 -326 62 138 6,0+£0,2
10 3-OCHjs 267 -333 -66 141 11+2
1" 4-Cl 261 -333 -72 146 20+ 6
12 4-F 268 -334 -66 138 16 £ 1
13 4-NO; 211 -340 -129 216 75+10

2 obtidos dos espectros de emisséo e absor¢do dos ativadores™.
*AGeer = F[Epz (ativador) — Eip (CO2)] = -2.44V e E,, (ativador) proveniente da tabeta 14.
¢ AGger = Es + AGgeT.

A energia desta transformacéo para o estado excitado é determinada
somente pela energia contida no cation radical do ativador e na sua energia
singlete. Vale lembrar que para todos os ativadores a espécie do anion radical é
a mesma, ou seja, o anion do radical de CO,. A correlagdo entre o ®s” e a Es
dos ativadores foi observada primeiramente por Lechtken e Turro®'. Entretanto,

nos resultados aqui apresentados, os rendimentos quanticos singlete na
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concentragao infinita (ds™) de varios ativadores podem ser correlacionados com
o balango energético do processo de retro-transferéncia de elétron (BET)'®. A
mudancga de energia livre associada com o processo de BET do anion radical
de CO; para o cation radical dos ativadores, o qual resulta em produtos no
estado fundamental (AGgeT), pode ser estimado do potencial de meio-pico dos
ativadores (Tabela 23) e do potencial de reducdo do CO, em acetonitrila,
E1p=-2,44 V vs.SHE®.

Conforme o esperado, esta mudanga de energia livre, AGger, € maior
para ativadores com maior potencial de oxidagao (Tabela 23), muito embora
haja uma diferenga relativamente pequena entre os valores. O balango de
energia livre proveniente do processo de retro-transferéncia (BET) para obter o
ativador no estado singlete excitado (S4) € obtido considerando a energia
singlete (Es) dos ativadores e a AGget (Figura 23) O valor de AGger € muito
similar para os ativadores 9 a 12, porém um valor significativamente maior &
obtido para o ativador 13, principalmente devido a sua energia singlete mais
baixa. Uma correlacéo razoavel, porém néo linear, foi obtida entre 0o AGggr-
calculado e o ®s” determinado experimentalmente para os ativadores 9 a 13
(Figura 24).
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Figura 23: Potencial de energia livre para o processo de retro-transferéncia de elétron (BET')

entre o anion radical do CO, e o cation radical do ativador.
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Figura 24: Correlagdo do parametro de quimiluminescéncia ®s” com a mudanga na energia

livre na etapa de retro-transferéncia para a formagéo do estado excitado do ativador (AGger-).
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O ativador que possui o AGger~ mais favoravel também possui o
rendimento quantico singlete na concentragdo infinita (®s”) mais alto, e os
ativadores 9 a 12 para os quais os valores de AGger sao proximos, também
possuem rendimentos de excitagdo (ds™) similares. Além do balango de energia
mais favoravel, o ®s” obtido com o ativador 13 deve estar relacionado com
fatores geométricos, visto que este ativador possui um deslocamento de Stokes
de 216 nm contra aproximadamente 140 nm observado nos ativadores 9 a 12.
Este fato indica que o primeiro estado singlete excitado do ativador 13 é
estruturalmente diferente do estado fundamental e isto deve ser uma razao
adicional para a maior eficiéncia para a formagcao do estado excitado na etapa
de refro-transferéncia do anion radical do CO, para o cation radical do ativador
13, presumindo que este radical deva ser estruturalmente similar ao estado
singlete excitado.

Até o inicio deste estudo, nenhum composto com estrutura diferente de
hidrocarboneto aromatico policondensado havia sido utilizado no estudo do
mecanismo CIEEL. Sendo assim, este trabalho mostra que compostos, como,
por exemplo, derivados de esterdides, com estruturas e propriedades foto-
fisicas diferentes dos ativadores comumente utilizados podem ser aplicados
neste tipo de estudo e os resultados obtidos demonstram claramente a validade

do mecanismo CIEEL para o passo de quimiexcitagao da reagao peroxioxalato.



Discussao 127

4.5 Influéncia da viscosidade no rendimento quéntico singlete

A mudanc¢a de viscosidade do meio nao afeta ou, em alguns casos,
interfere muito pouco na eficiéncia de transferéncia radiativa. Entretanto, pode
influenciar substancialmente a polarizagdo da emisséo de luz e a eficiéncia de
certos processos nao-radiativos. Geralmente, estes parametros sao relevantes
em processos de transferéncia de energia dependentes da formagdo de
complexos de carga, os quais sdo estabilizados pelo aumento da viscosidade™®.
Em outras palavras, a mudanga do solvente poderia ou ndo aumentar o
rendimento de emissao de luz em processos fotofisicos.

No caso de processos quimiluminescentes, com formagao de complexo de
carga e transferéncia de elétron, a viscosidade desempenha um papel
fundamental. Como por exemplo, utilizando-se o sistema difenoil-peréxido, o
rendimento de emissao mais baixo foi observado em solventes polares, nao
viscosos como acetonitrila e diclorometano. Por outro lado, utilizando ftalato de
dimetila, o qual tem constante dielétrica semelhante ao dicloro metano, porém
mais viscoso, o rendimento de emissdo foi aumentado em trés vezes. Koo e
Schuster? observaram que o rendimento de emissdo mais alto foi observado
com éter dietilico (baixa constante dielétrica e viscosidade), enquanto que,
utilizando benzeno como solvente, menos polar e mais viscoso do que éter
dietilico, o rendimento de emissao foi cinco vezes menor. Isto mostra que a
constante dielétrica ou a viscosidade ndo s&o os Unicos parametros que podem
influenciar a transferéncia de elétron em reagées com propriedades de
quimiluminescéncia.

Adam et al.*, estudaram o efeito do aumento da viscosidade, utilizando
benzeno e difeniimetano, sobre a eficiéncia de transferéncia de elétron de um
dioxetano-spiroadamantil substituido. Neste trabalho, o autor mostra que para
a escolha do solvente deve-se levar em consideracdo a teoria de transferéncia

de elétron de Marcus®.
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Segundo esta teoria, qualquer alteracdo na constante dielétrica do
solvente pode afetar a velocidade de transferéncia de elétron, pois esta é
controlada pela energia de reorganizagdo que engloba reorganizacao das
ligagbes (estiramento, deformagcdo angular e movimento torsional) e
reorganizagdo do solvente (mudancga eletrostatica em volta dos reagentes).
Uma transferéncia de elétron ocorre de acordo com o principio de Franck
Condon, ou seja, a transferéncia é muito mais rapida que o movimento nuciear.
Desse modo, a velocidade de transferéncia de elétron é controlada apenas pela

energia de reorganizacao™.

2
1
Asze 1 1 1 1

+ -
0 2 Equagio 11
4\2r, 2¥, v AN &

onde:

e = carga do elétron

fa € rp = s80 0s raios moleculares do aceptor de elétron e do doador de elétron,
respectivamente.

foa = representa o didmetro de colisdo do doador de elétron e do aceptor de elétron.

¢ = constante dielétrica do solvente

n = indice de refracéo do solvente.

De acordo com a equagdo acima, a utilizacdo de solventes com

polaridades diferentes, deveria afetar o processo de transferéncia de elétron,
principalmente quando o fator (A, 4) difere significativamente de um
solvente para o outro. Na pratica, esta teoria é utilizada apenas como uma

ferramenta para a escolha da mistura de solventes mais adequada, de modo

que o efeito observado seja proveniente apenas da mudanc¢a da viscosidade.
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Figura 25 influéncia da viscosidade do sclvente sobre o rendimento quantico singlete (®s), na
reagéo do TCPO com H,0O,, catalisado por IMI-H na presenga de DPA. As condi¢cbes de reacdo
foram: [IMI-H] = 1,0 mM, [H20.] = 2,5 mM, [DPA] = 1,0 mM e [TCPO] = 0,1 mM.
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Figura 26: Influéncia da viscosidade sobre kops1 € kops2 , Nas condigdes descritas na Figura 25.
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Figura 27 Influéncia da viscosidade do solvente sobre o rendimento quantico singlete (®s), na

reacdo do TCPO com H,0;, catalisado por IMI-H na presenga de DPA. As condigBes de reagao
foram: [IMI-H] = 0,5 mM, [H202] = 2,5 mM, [DPA] = 1,0 mM e [TCPO] = 0,1 mM.
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Figura 28: influéncia da viscosidade sobre Kops1 € Kobs2 , Nas condigdes descritas na Figura 27.
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No estudo apresentado neste trabalho utilizando tolueno e difeniimetano,
esta condigdo foi respeitada. A reagdo do bis(2,4,6-triclorofenil) oxalato com
peréxido de hidrogénio, utilizando imidazol como catalisador na presenca de
9,10-difenilantraceno (DPA) em misturas variadas de tolueno/difeniimetano
apresentou um aumento no rendimento quantico singlete (ds) a medida que
aumentou-se a viscosidade do solvente com difeniimetano. Sabe-se que na
reacdo peroxioxalato ha varias etapas consecutivas e paralelas que levam a
formacdo do intermediario de alta energia (JAE) e que sao regidas pela
reatividade. Apds a formacgado do intermediario, em etapas anteriores, ocorre a
interacdo deste com o DPA, via transferéncia de elétron dentro da gaiola de
solvente (Esquema 32).

O aumento no rendimento quantico singlete (®s) em fungdo do aumento
da viscosidade (vide resultados), indica um comportamento compativel com o
mecanismo CIEEL (Esquema 32), isto é, a etapa de quimiexcitacdo ocorre
dentro de uma gaiola de solvente e o aumento da viscosidade do solvente,
diminuiu a difusdo das espécies responsaveis pela excitagdo do ativador, para
fora da gaiola, resultando no aumento da emisséo de luz.

Por outro lado, as constantes de velocidade observadas (kopsi € Kobs2)
apresentaram uma variagéo nos seus valores, indicando que a reacao torna-se
mais lenta (Figuras 26 e 28). Entretanto, isto ndo seria um comportamento
esperado, visto que a etapa de formacgao do intermediario de alta energia (IAE)
nao é regida somente pela difusdo, mas também pela reatividade. Portanto, o
rendimento da reag¢ao, ®g, deveria manter-se constante na reagdao (Esquema
33), na pratica as constantes de velocidade (Kqs1 € kobs2) Nd0 deveriam sofrer
variagdo. O fato é que até o momento ndo ha uma proposta para tal
observacao. Provavelmente, trabalhos futuros poderao responder tal questao.

De acordo com os resuitados obtidos, o rendimento quantico singlete
(ds) aumenta até 10 vezes com o aumento da viscosidade de 0,5 para 2,5 cP.
Utilizando uma mistura de solventes semelhantes, benzeno e difenilmetano,

Adam et a/.34, observaram um aumento de 2,5 vezes no ®s do sistema
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spiroadamantil. Com base nestes resultados, propuseram que a eficiéncia da
quimiexcitacdo depende da formagao da gaiola de solvente, uma vez que, a
etapa de retro-transferéncia de elétron exerce papel importante no mecanismo,
constituindo um mecanismo CIEEL intermolecular.

O que se pode concluir dos nossos resultados € que o mecanismo, o
qual resulta na excitagdo do ativador, ocorre em varios passos consecutivos, e
ndao em um processo “concertado” envolvendo transferéncia de carga em um
tinico passo conforme foi sugerido por Wilson®, como uma possivel aiternativa

ao mecanismo CIEEL.
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4.6 Estudo do Sistema Peroxioxalato na auséncia de H,0,

A emissdo de luz observada no sistema peroxioxalato sem adicdo de
peréxido de hidrogénio apresentou intensidade de emissdo muito baixa®. Lee

1.8, propuseram que o intermediario formado antes da 1,1°-di-imidazolida

et a
(ODI) (Esquema 34), denominado de “Z”, seria o responsavel pela emissao de
luz. Os autores relataram que o intermediario “Z”, muito instavel, interage com o
ativador resultando em emissao de luz. Porém nao foi proposto, qual seria este

intermediario.

Esquema 34

ks
nao emite <——
ACT 7 N

No presente trabalho, a intensidade de luz observada na reagdo de
TCPO e DNPO sem adi¢ao de H,O,, apresentou intensidade de emisséo de
aproximadamente 3 vezes menor do que a intensidade observada com a
concentracdo de H,O, igual a 5.107"°M (vide resultados). Esta concentragido é
tdo baixa que poderia ser proveniente de outras fontes de contaminagao,
inclusive de tragos de H,O, presentes no solvente. Apds varios experimentos
verificou-se que utilizando uma concentragdo tao baixa, qualquer tragco de
impureza que gerasse uma fraca emissao de luz, poderia ser detectado pelo
aparelho sem ser necessariamente proveniente de um intermediario néo
peroxidico formado na reagao peroxioxalato. Deste modo, & necessario ter

cautela ao inferir novas informagdes a respeito do mecanismo, visto que se
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trata de um sistema bastante complexo. Por fim, independentemente da
estrutura do intermediario de alta energia formado na etapa de quimiexcitagao,
a sua contribuicdo é insignificante para a eficiéncia do processo global que leva
a emissdo de luz nas condi¢gdes geraimente utilizadas na reagdo. A diferenca
na intensidade de emisséo de luz entre a reagdo de DNPO com adigéo de
peroxido de hidrogénio ([H202 = 5.10°M]), observado no espectrofluorimetro, e
sem adicao de H>O, observado no contador de fétons & de aproximadamente
160000 vezes. Sendo assim, podemos concluir que na reacido peroxioxalato
ndo ha um caminho de reagdo sem o envolvimento de peréxido de hidrogénio

que leve a formacao eficiente de estados eletronicamente excitados.
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4.7 Sintese de derivados de Oxazolonas (14-21)

Conforme foi mencionado na introdugéo, a reacado peroxioxalato € um
dos sistemas mais sensiveis em determinagbes de compostos fluorescentes
reportado na literatura. Por isso, tém sido largamente utilizados em aplicagées
de quimica analitica, incluindo determinagao de acidos graxos, esterdides, etc...
Entretanto, em alguns compostos, a reacao de derivatizagdo, antes da analise,
€ necessaria para introduzir propriedades fluorescentes dentro da molécula, a
ser analisada, para aumentar a sua sensibilidade. Para este propésito, varios
tipos de reagentes de derivatizagdo sao comumente utilizados.

A quimiluminescéncia tem sido largamente aplicada em diversas areas
de biotecnologia, farmacologia, biologia molecular, clinica e quimica, sendo que
o sistema que mais se destaca €& a reacao peroxioxalato. Portanto, torna-se
importante conhecer o mecanismo deste sistema para que seja possivel ampliar
e melhorar a eficiéncia de sua aplicagcdo. Do ponto de vista analitico, este
sistema é um dos mais interessante reportado na literatura, pois possui um alto
rendimento quantico de quimiluminescéncia, comparado apenas a sistemas
biolégicos, ou seja, para um quimico analitico é considerado altamente sensivel.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver algumas
metodologias para a sintese de novos derivados de esterdides para o estudo
mecanistico do sistema peroxioxalato e para futuras aplicacdes analiticas.

Para preparar estes compostos, foram utilizadas as reacées de Barton-
Kellog® e Sonogashira®, os quais resultaram nos compostos 15 e 21. A reagado
de Barton-Kellog € um caminho alternativo para a preparacdo de olefinas

trissubstituidas e tetrassubstituidas (Esquema 35).

Esquema 35
R1 ><X><R3 R1 R3
—_ >— +X+Y
R2” Y R4 R2 R4

A reacao de Sonogashira possibilita que um hidrogénio acetilénico possa

ser facilmente substituido por iodoarenos, bromoalcenos ou bromopiridinas na
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presenca de uma quantidade catalitica de dicloreto de bis(trifenilfosfina)paladio-
41,42

iodeto cuproso em dietilamina sob condi¢cbes brandas. (Esquema 36).

Esquema 36
(Ph,P)PdCI,

<D = O—=—0
Cul Et,NH

A reacéo é iniciada pela adigao do haleto ao Pd° gerado in situ a partir do

Pd(ll). O intermediario arilpaladio forma um compiexo com o alceno resultando
na formacédo da ligagdo carbono-carbono e regeneracio do Pd°, sendo que o

Cul tem a fungao de co-catalisador®.
4.7.1 2-[4-benzilacetileno]-5,5-dimetiloxazol-4-ona (15)

Na preparagédo do composto 156 foi observada a formacao de um produto
secundario em grande quantidade, o dimero do fenilacetileno. De acordo, com o
mecanismo proposto por Sonogashira para a formacdo destes compostos, a
reacao seria iniciada pela insergao de duas moléculas de fenilacetiieno ao
complexo de paladio, seguida da eliminagdo do dimero para gerar o Pd°
(Esquema 37). Vale lembrar que o complexo de paladio é usado em
quantidades cataliticas; portanto, bastaria uma quantidade também catalitica de
fenilacetileno para gerar o Pd°® no primeiro passo. Apds a formacédo da espécie
reduzida, este entra no ciclo da reagado, no qual seria regenerado sem a
necessidade de consumir mais fenilacetileno no primeiro passo. Entretanto, o
rendimento da reacgdo foi baixo, devido a formagcao do dimero do fenilacetileno.
Segundo o mecanismo proposto, o fenilacetileno tem duas fungdes na reacao:
contribuir para a redugao do paladio, e neste caso ocorre a formacao do dimero
e agir como reagente de acoplamento. Talvez uma maneira de melthorar o
rendimento da reacéo, seria adicionar, aos poucos, uma quantidade maior de

fenilacetileno durante a reagao.
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Esquema 37
Cul + N(C,Hg),
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4.7.2 3-[2-(4-bromofenil)-5,5-dimetiloxazol-4-ilideno]-androsta-1,4-
dien-17-ona (21)

A sintese do composto 21 foi iniciada pela preparacdo do derivado de
oxazolona 14. Na literatura® foi descrito um método para sintese do sal de
oxazolbnio, partindo de a-hidroxinitrilas e cloreto de acido na presenca de acido
de Lewis, conforme demonstrado na reacédo de cianidrina de acetona com
cloreto de p-bromobenzoila e tetracloreto de estanho (Esquema 38). O sal é
convertido em derivado de oxazolona quando tratado com trietilamina utilizando
tolueno como solvente.

De acordo com a proposta para o mecanismo, a reagao seria iniciada
pela adicdo nucleofilica do grupo CN a carbonila do cloreto de benzoila
formando uma amida com carga. A etapa seguinte foi o ataque nucleofilico do
grupo OH a mesma carbonila formando um anel ciclico que, ap6s alguns
equilibrios, resulta na formagao o sal (M). O tratamento de M com ftrietilamina

resulta na oxazolona 14.
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Esquema 38
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A oxazolona 14 foi convertida no derivado tiocarbonilico 16. A quimica de
conversdo de compostos carbonilicos em compostos tiocarbonilicos tem sido de
grande interesse para a quimica orgénica sintética. O uso de pentasulfito de
fosforo para tal finalidade foi reportado pela primeira vez em 1869 por Henry* e
Wislicenus®. O procedimento usual envolve xileno, tolueno e piridina® como
solventes e requer um grande excesso de reagente, resultando em baixos
rendimentos. Uma investigacdo posterior mostrou que a reagdo de compostos
carbonilicos pode ser conduzida em temperaturas mais brandas, com solventes
polares, como por exemplo, acetonitrila e tetra-hidrofurano na presenga de uma
base como catalisador*’*®. Mais tarde, descobriu-se que 2,4-bis(p-metoxifenil)-
1,3-ditiadifosfetano-2,4-disulfeto (Reagente de Lawesson) (26) é superior aos
reagentes, até entdo utilizados, para a conversido de compostos carbonilicos

em tiocarbonilicos*®.
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Conforme relatado por Cava e Levinson*®, este reagente n&o é estavel
em temperaturas acima de 110 °C, sofrendo polimerizacdo lenta e outras
decomposi¢coes. Ha uma série de especulagbes a cerca do mecanismo de
reacdo de 26 com compostos carbonilicos. Entretanto, Lawesson sugeriu que
uma espécie dipolar é formada em baixas concentragdes, semelhante ao ilideo
de Wittig. O ataque nucleofilico desta espécie a carbonila e “colapso” da nova
espécie dipolar formada, resulta em um anel heterociclico de quatro membros,
cuja clivagem gera o composto tiocarbonilico 16 e uma nova especie dipolar de

fosforo (Esquema 39).

Esquema 39
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A etapa seguinte foi a formacédo do derivado diazo 20, partindo-se
inicialmente do composto 17. Conforme a literatura®, ndo é possivel a reacao
direta de 17 com hidrazina hidratada devido a formacdo de uma mistura de
produtos, pois a reagdo nao é seletiva. A alternativa encontrada foi preparar um
derivado 3-tiocarbonilico 18. A conversdo de 17 em 18 ocorreu quase que
quantitativamente na presen¢a de 26 (Esquema 40). Sendo a tiocarbonila da
posicdo 3 mais reativa do que a carbonila da posi¢gdo 17, esperar-se-ia que a
formagéo do composto 19, a partir do 18, fosse mais favorecida. A formagéo da
hidrazona (19) é semelhante a reacédo de reducdo de cetonas e aldeidos de

Wolif-Kishner. Entretanto, na reducdo Wollf-Kishner a hidrazona ndo é
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isolada®®. A formagao do composto diazo 20 ocorreu via reagdo de oxidagao,

em meio basico, com diéxido de manganés em carvao ativo.

Esquema 40

0 0
26 HNNH xHO
—_— —_—
THF 09C
17 18 20
o) S H,N- N

26 = Reagente de Lawesson/THF
A = MnO,/carvéo ativo/KOH

A etapa final para a formagao do composto 21 foi o acoplamento dos
compostos 16 € 20 via reagcdo de Barton- Kellog. Geralmente, a formagéo de
olefinas tetrassubstituidas € seriamente afetada pelo impedimento estérico, por
isso seus rendimentos sdo, na maioria das vezes, baixos™. A reacdo de Wittig
tem sido largamente utilizada na preparagao de olefinas dissubstituidas, mas o
rendimento de formagao diminui a medida que se aumenta a substituicado, como
no caso de olefinas trissubstituidas e tetrassubstituidas. A olefinacdo de Barton-
Kellog®' consiste em um caminho alternativo para a formagao de olefinas com
impedimento estérico; como foi o caso da formacdo do composto 21. A adigdo
do sélido do composto 16 aoc composto 20 gerou o composto 21 e mais dois
compostos, de acordo com a CCD. Para um destes compostos foi sugerida a
dimerizacao do composto 16, de acordo com a andlise de especirometria de

massa.

Esquema 41

O
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Esta parte do trabalho tinha como objetivo desenvolver algumas
metodologias para a sintese de novos derivados de esterdides para o estudo

mecanistico do sistema peroxioxalato e futuras aplicagdes analiticas.
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O composto 21 é o material de partida para que outros compostos
possam surgir, como por exemplo, substituicdo de bromo, via reagao de
Sonogashira, por derivados que possam aumentar a conjugacido do sistema.
Isto poderia promover o deslocamento da emissao de luz para comprimentos de
onda mais longos, e talvez aumentar o rendimento de fluorescéncia.

Esta etapa do trabalho fazia parte de um projeto que deveria ser
desenvolvido em trés meses e cujo objetivo final seria preparar uma série de
compostos com propriedades fluorescentes para que fossem aplicados na
reacdo peroxioxalato e em sistemas analiticos. Sendo assim, foram preparados
dois compostos: 16 e 21. Além disso, foram preparados outros compostos (14,
15, 18, 19 e 20), os quais foram utilizados como reagentes intermediarios de
reacgao.

O ponto importante desta etapa do trabalho, foi ter a oportunidade de
conciliar o trabalho de estudo cinético da reagao peroxioxalato com a sintese de
compostos com propriedades fluorescentes que poderiam ser aplicados nesta

reacao.
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5 Conclusao

Os resultados obtidos no estudo da etapa de quimiexcitacdo da reagao
peroxioxalato foram bastante satisfatérios, contribuindo para o esclarecimento
desta etapa fundamental para a eficiéncia de geracéao de estados excitados na
reagdo peroxioxalato, sendo que, a etapa de quimiexcitacdo ocorre conforme o
mecanismo de Luminescéncia Induzida Quimicamente pela Transferéncia de
Elétron (CIEEL). De acordo com os dados, o intermediario de alta energia (IAE)
que interage com o ativador na etapa de quimiexcitacdo é a 1,2-dioxetanodiona.
Isto quer dizer que, este IAE se forma devido ao ataque nucleofilico
intramolecular do ion percaboxilato a carbonila do éster concomitantemente
com a saida do grupo fenolato, via um mecanismo concertado, portanto exclui a
outra proposta para o IAE que seria a 1,2-dioxetanona 25.

Em relagdo ao processo de transferéncia e retro-transferéncia de elétron
que ocorre entre o intermediario e o ativador, ficou provado que esta interagdo
depende do potencial de oxidacao do ativador, devido a correlacdo da
constante de velocidade relativa com o potencial de oxidagdo, bem como os
rendimentos quanticos singlete, também, correlacionam com as energias livres
para gerar o ativador no estado excitado. Nos estudos do efeito da viscosidade
sobre o rendimento quéntico singlete foi comprovado que, a gaiola de solvente
exerce um papel fundamental para a eficiéncia do processo de transferéncia e
retro-transferéncia de elétron, indicando que estas ocorrem em varios passos
envolvendo ions radicais, conforme a hipétese CIEEL

Os compostos preparados, 15 e 21, serao aplicados como precursores
de reagentes de derivatizacdo em estudos analiticos, envolvendo o sistema

peroxioxalato.
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6 Anexos
0]
2 OOH
OJHﬂ
30 o
4
5 |:{>OJH1/OOH+C|+©
|6 \L Y X
C 128,5 ppm
Y
S(ppm)® = Y + X" + 1285
3 149,3 =Y + -1,5 + 128,5 Y =+22,3
4 123,8 =Y + 1,8 + 128,5 Y= -65
5 130,4 =Y + 0,2 + 128,5 Y =+1,7
6 132,4 =Y + 56 + 128,5 Y=-17

? Ref. 3 — Discussdo, ° Ewing DE, Org. Magn. Reson., 12, 439, 1979.

Anexo 1: Determinag&o do valor da contribui¢cdo do grupo Y para o deslocamento quimico dos
carbonos aromaticos dos compostos 5 a 7. O mesmo raciocinio foi utilizado para calcular os

deslocamentos dos acidos correspondentes.
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Anexo 2: Rendimento quantico singlete (¥s) obtido na reagéo do bis(2,4,6-triclorofenil) oxalato

(TCPO) com H,0. catalisado por IMI-H na presenc¢a dos compostos 9-13 (ACT), nas seguintes
condi¢bes: [TCPO] = 0,1mM, [H20.] = 10mM, [IMI-H] = 1,0mM e [ACT] = 1,0 mM.

[9] ®s x 10°
mmolL"' E mol™

0,006 36+02

0,025 14 +£1
0,05 2412
0,1 35+2
0,25 46 +2
0,5 48 +3

[M2] ®sx10°
mmol L' E mol

0,005 4,5+0,1

0,025 21 +1
0,056 38t4
0,1 634
0,25 97 +£4
0.5 117 +6

0
O
o X =4-0CH, (9)
i:z—glc(:l:)uo)
X = eNoL 1)

[10] ®s x 10° [11]
mmol L' E mol mmol L
0,01 87+04 0,005
0,05 36+3 0,01
0,1 55+ 2 0,025
0,25 68 + 17 0,05
0,5 93+7 0,1
0,25
0,5
[13]
mmol L
0,005
0,01
0,025
0,05
0,1
0,25
0,5

ds X 103

E mol™

9+1

16+2
2914
45+6
86+ 10
136 £21
117 £28

@s x 10°

E mol”

18 £ 1
32+3
56 +9
103 £ 16
197 £5
366 + 30
700 + 34
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