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RESUMO

Cabello, M. C. Estudos sobre o Mecanismo de Geracao de Estados Eletronicamente
Excitados na Reacdo Peroxioxalato em Diferentes Meios Aquosos. 2020. 159p. Tese
de Doutorado — Programa de PO6s-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

A reacdo peroxioxalato esta sendo amplamente utilizada para as mais variadas
aplicacdes analiticas e bioanaliticas, porém, esta transformacgéo € muito pouco estudada
em meios aquosos, importante principalmente para aplicacdes bioanaliticas, onde se
obtém baixos rendimentos quanticos. Neste sentido, propdem-se estudar a reagdo
peroxioxalato em diferentes meios aquosos para entender o mecanismo de quimiexcitacao

nestes ambientes e verificar os fatores que determinam a eficiéncia de quimiexcitacgéo.

Primeiramente foram realizados estudos cinéticos de hidrélise e peridrélise do
oxalato de bis(2,4,6-triclorofenil) (TCPO) em diferentes misturas de agua e solventes
organicos a partir dos quais se obtiveram evidéncias que a reacdo aparentemente é pouco
sensivel a efeitos do meio. Além disso, foi estudado o mecanismo da reacédo peroxioxalato
usando ésteres oxalicos de diferente reatividade em varios meios de reacdo na presenca
de pequenas quantidades de agua. Foi observado que os rendimentos quanticos singlete
aumentam até uma concentragédo de agua igual a 0,7 mol L. Ap6s essa concentragdo os
rendimentos quanticos diminuem significativamente com o aumento da concentracdo de
agua. Foi verificado que esta diminuicdo ndo € apenas devido a hidrélise do éster, mas €
causada pela menor eficiéncia do passo de quimiexcita¢do na presenca de concentracdes

molares de agua.

Para obter informacGes mecanisticas detalhadas sobre a etapa de quimiexcitagéo da
reacao peroxioxalato, os rendimentos quanticos da transformacéo em 1,2-dimetoxietano
contendo pequenas quantidades de agua foi determinado usando diferentes ativadores

hidrofilicos e hidrofébicos. Através de graficos duplo reciprocos foram obtidos os



parametros quimiluminescente do sistema em diferentes fracbes molares de agua e foi
observado que ativadores hidrofilicos mostram rendimentos quanticos mais baixos do que

os derivados hidrofobicos correspondentes.

Derivados de cumarina e a curcumina séo utilizados como sondas de fluorescéncia
em varias aplicacBes analiticas e bioanaliticas. Por tanto, também relatamos nossos
resultados sobre a utilizacdo desses derivados como ativadores na quimiluminescéncia de
peroxioxalato, tanto em 1,2-dimetoxietano anidro, quanto em misturas aquosas deste
solvente. Estudos cinéticos, realizados para caracterizar o sistema, mostraram que 0S
ativadores ndo interferem na cinética da reacdo e podem ser obtidos resultados
reproduziveis. A correlacdo linear das constantes de transferéncia de elétron com os
potenciais de oxidacdo dos ativadores leva a coeficientes de transferéncia de elétron
relativamente baixos, indicando um estado de transi¢cdo precoce neste processo. Os
rendimentos quanticos sdo mais altos no meio organico em comparacao com as condicoes
aquosas em cerca de uma ordem de magnitude; no entanto, os valores das constantes de
transferéncia de elétron sdo mais altos no meio aquoso, supostamente devido a sua maior

polaridade.

Por Gltimo, relatamos resultados preliminares de nossos estudos sobre microesferas
de derivados de celulose quimiluminescentes, baseadas no sistema peroxioxalato. Foi
observado que os rendimentos determinados para esses sistemas sao pelo menos uma
ordem de magnitude maiores que os obtidos em meio aquoso em condi¢Ges diretamente
comparaveis. Estes resultados indicam que o encapsulamento de reagentes do sistema
peroxioxalato pode ser uma abordagem interessante para a sua utilizagdo vantajosa em

ensaios analiticos e bioanaliticos em meios aquosos.

Palavras-chaves: quimiluminescéncia, sistema peroxioxalato, etapa de quimiexcitacéo,

efeito de solvente, meio aquoso, cumarinas, curcumina, microesferas quimiluminescente.



ABSTRACT

Cabello, M. C. Studies on the Mechanism of Electronically Excited States Generation
in the Peroxyoxalate Reaction in Different Aqueous Media. 2020. 159p. PhD Thesis
— Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo
Paulo.

The peroxyoxalate reaction is being widely used for a variety of analytical and
bioanalytical applications, however, this transformation is very little studied in aqueous
media, important mainly for bioanalytical applications, where low quantum yields are
obtained. In this sense, we propose to study the peroxyoxalate reaction in different
aqueous media to understand the mechanism of chemiexcitation in these environments

and to verify the factors that determine the efficiency of chemiexcitation.

First, kinetic studies of the hydrolysis and perhydrolysis of bis(2,4,6-trichlorophenyl)
oxalate (TCPO) were performed in different mixtures of water and organic solvents from
which evidence was obtained that the reaction is apparently insensitive to medium effects.
Besides, the peroxyoxalate reaction mechanism was studied using oxalic esters of
different reactivity in various reaction media in the presence of small amounts of water.
It was observed that the singlet quantum yields increase up to a water concentration equal
to 0.7 mol L. After this concentration, quantum yields decrease significantly with
increasing water concentrations. It was found that this decrease is not only due to ester
hydrolysis, but is caused by the lower efficiency of the chemiexcitation step in the

presence of molar concentrations of water.

To obtain detailed mechanistic information about the chemiexcitation step of the
peroxyoxalate reaction, the quantum yields of the transformation in 1,2-dimethoxyethane
containing small amounts of water were determined using different hydrophilic and
hydrophobic activators. The system's chemiluminescence parameters in the presence of

different molar fractions of water were obtained through double reciprocal graphs and it



was observed that hydrophilic activators show lower quantum vyields than the

corresponding hydrophobic derivatives.

Coumarin derivatives and curcumin are widely used as fluorescence probes in various
analytical and bioanalytical applications. Therefore, we also report our results on the use
of these derivatives as activators in peroxyoxalate chemiluminescence, both in anhydrous
1,2-dimethoxyethane, and in aqueous mixtures of this solvent. Kinetic studies, performed
to characterize the system, showed that the activators do not interfere with the reaction
kinetics and reproducible results can be obtained. The linear correlation of the electron
transfer rate constants with the oxidation potential of the activators leads to relatively low
electron transfer coefficients, indicating an early transition state in this process. Quantum
yields are higher in the organic medium compared to aqueous conditions by about an
order of magnitude; however, the values of the electron transfer constants are higher in

the aqueous medium, supposedly due to its higher polarity.

Finally, we report preliminary results of our studies on chemiluminescent
microspheres of cellulose derivatives, based on the peroxyoxalate system. The yields
determined for these systems are at least an order of magnitude higher than those obtained
in aqueous medium under comparable conditions. These results indicate that the
encapsulation of reagents of the peroxyoxalate system can be an interesting approach for

its advantageous use in analytical and bioanalytical assays in aqueous media.

Keywords: chemiluminescence, peroxyoxalate system, chemiexcitation step, solvent

effect, aqueous medium, coumarins, curcumin, chemiluminescent microspheres.
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1. Introducéao

1.1 Quimiluminescéncia: definicdo e aspectos gerais

O processo de emissdo de luz por reacdes quimicas continua sendo um dos fenémenos
mais fascinantes da quimica. Foi E. Wiedemann quem definiu pela primeira vez, em 1888,
que essa emissdo de luz deveria ser chamada de quimiluminescéncia (QL). A primeira
reacdo quimiluminescente caracterizada quimicamente foi a oxidagcdo do luminol com
H,02 em meio basico descrita por Albrecht em 1928 (Esquema 1).2 Constatou-se que
esta reacdo ocorre de forma imediata na presenca de metais de transicdo que agem como
catalisadores. Consequentemente, a partir de estudos realizados, observou-se que o
sangue pode agir como catalisador desta reacdo, por possuir ferro em sua composicao.
Apds essa descoberta, a Policia Forense adotou a utilizacdo do luminol para detectar
sangue latente em locais de crime, visto que esse composto possui extrema sensibilidade
e eficiéncia para tal finalidade.>*

0) o

OH

NH 0O
| + H0,— = » + N, + 2H,0 +hy
NH 0)

NH, O NH, O

Esquema 1: Reacdo quimiluminescente do luminol com perdoxido de hidrogénio, em

meio alcalino.

A quimiluminescéncia € um dos fendmenos mais incompreendidos no sentido de como
uma reacgdo quimica é capaz de emitir luz quando determinados reagentes sdo misturados.
A principal caracteristica desse processo € que a excitacdo ocorre através de uma reagédo
quimica, e a intensidade de emissdo € uma funcéo da concentracdo das espécies quimicas
envolvidas na reagdo de quimiluminescéncia, por conseguinte, as medidas da intensidade

de emissdo podem ser usadas para fins analiticos. Uma vantagem das técnicas de QL ¢
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que elas permitem que uma instrumentacéo basica bastante simples seja usada, uma vez

que o sistema Optico ndo requer uma fonte externa de excitacao.

Esquematicamente as reacdes quimiluminescentes envolvem trés passos principais: (i)
reacdo quimica no estado fundamental que leva a formacdo de um intermediério de alta
energia (IAE), (ii) decomposi¢do unimolecular do IAE ou sua reacdo com outros
reagentes, formando um produto em seu estado eletronicamente excitado, (iii) decaimento
deste estado excitado ao estado fundamental acompanhado de emisséo de luz (Esquema
2).> A luz emitida por esse processo pode ser em forma de fluorescéncia, quando envolve
estados eletrénicos de mesma multiplicidade (singlete-singlete) ou fosforescéncia quando

envolve estados eletronicos de multiplicidades diferentes (triplete-singlete).

3
2) p* —>() P + hv

O
ONp Bk

2) N

-P

(D
R; + Ry +..R, —> — TAE

Esquema 2: Mecanismo geral de emissdo quimiluminescente.

A etapa de quimiexcitacdo, passo elementar onde ocorre a conversdo da energia
quimica da reacdo em energia de excitacdo eletrdnica, de um ponto de vista energético,
exige que (i) o produto formado da reacdo seja capaz de receber a energia de
quimiexcitacdo para gerar um estado excitado, como ocorre com compostos carbonilicos
e hidrocarbonetos aromaticos,® (ii) a energia liberada deve ser suficiente para levar a
formagéo do estado excitado de tal produto, (iii) a soma da entalpia da reacdo com a
entalpia de ativagdo deve ser maior, ou igual, a energia de excitacdo e (iv) alguns fatores
de geometria, relacionados com o principio de Franck-Condon, sejam obedecidos. Nesse
ultimo ponto, pode-se citar que uma transformacéo do estado fundamental para o estado

excitado, ocorre mais facilmente quando a geometria do estado de transi¢éo é parecida
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com a do estado excitado.” Além disso, outros fatores baseados na teoria de Marcus, para

reagOes de transferéncia de elétron, também sdo importantes.®-°

Em todos os processos luminescentes, a intensidade da emisséo produzida depende da
eficiéncia da geracdo de moléculas no estado excitado, representado pela eficiéncia
quéntica (rendimento quantico) e pela velocidade da reacdo. As medicdes de QL sé&o
fortemente influenciadas por fatores experimentais que afetam o rendimento quantico e a

velocidade de reagédo, como:

A estrutura quimica do precursor quimiluminescente, ndo apenas a parte que

contém o grupo eletronicamente excitado, mas também as cadeias laterais.

e A natureza e concentracdo de outras substancias que afetam o processo de QL e
favorecem outros processos competitivos nao radiantes.

e O catalisador selecionado.

e A presenca de ions metalicos, especialmente metais de transi¢cdo envolvido no
processo de oxidacao.

e A temperatura

e pH e forcgaidnica

¢ A hidrofobicidade do solvente e a composi¢do da solugédo

e A presenca de aceptores da energia transferida

ReacOes quimiluminescentes eficientes possuem rendimentos quénticos de
quimiluminescéncia (dci) que variam entre 1,0 e 60%,° sendo que, desses sistemas, a
maioria envolve a formacdo de peroxidos, muitas vezes, em cadeias ciclicas de quatro

membros.
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1.2 Decomposic¢do unimolecular e catalisada de peroxidos ciclicos

Como descrito anteriormente, os perdxidos ciclicos tém sido frequentemente descritos
como intermediarios de alta energia, uma vez que a decomposicao desses gera energia
suficiente para produzir produtos em um estado eletronicamente excitado.* Ao contrario
da maioria das reacdes quimiluminescentes, a decomposicdo unimolecular de 1,2-
dioxetanos representa um sistema simples, onde uma molécula relativamente estavel leva
a formacéo de dois compostos carbonilicos, um dos quais pode ser formado no estado
excitado singlete ou triplete (Esquema 3). Esta decomposi¢éo, entretanto, ndo representa
um bom modelo para reacdes com altos rendimentos de emissdo, ja que o rendimento
quantico dos estados tripletes € muito maior do que dos estados singlete, sendo que 0
rendimento de emisséo de fosforescéncia em meios liquidos oxigenados é, geralmente,
muito baixo.>'?* De forma a se aumentar esse rendimento, pode-se utilizar um bom
aceptor de energia como 9,10-difenilantraceno (aceptor de estados excitados singlete), ou
9,10-dibromoantraceno (aceptor de estados excitados triplete devido ao efeito do &tomo
pesado'®>!%) (Esquema 3). Para esse sistema de quimiluminescéncia indireta, o
rendimento quantico de emissdo é maior do que o obtido na quimiluminescéncia direta
de 1,2-dioxetanos. Entretanto, ndo ha uma decomposicao catalisada do peroxido, somente
uma transferéncia de energia do produto excitado para o aceptor, j& que a constante
observada neste processo equivale a constante de decomposicdo térmica unimolecular do

1,2-dioxetano.
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Esquema 3: Decomposicdo térmica unimolecular de 1,2-dioxetano.

Porém, Schuster e colaboradores relataram que certos hidrocarbonetos aromaticos
fluorescentes, conhecidos como ativadores, sdo capazes de catalisar a decomposi¢édo do
peroxido de difenoila e da 3,3-dimetil-1,2-dioxetanona.®'"'® A constante de velocidade
bimolecular desta transformacao de quimiluminescéncia ativada aumenta com o aumento
da concentragdo do ativador e depende do seu potencial de oxidac&o.>%® Com base nesta
evidéncia experimental, Schuster prop6s que a reacdo entre 0 ACT e esses peroxidos
envolve uma transferéncia de elétron do ativador para o peréxido e chamou este
mecanismo de “Chemically Initiated Electron Exchange Luminescence” (CIEEL), ou
seja, luminescéncia quimicamente iniciada por troca de elétrons (Esquema 4).%°
Entretanto, embora esta decomposicéo catalisada forme, preferencialmente, produtos no

estado excitado singlete, o rendimento quantico obtido é baixo.?0?
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Esquema 4: Decomposic¢do unimolecular e catalisada da 3,3-dimetil-1,2-dioxetanona por um
ativador (ACT) através do mecanismo CIEEL.

A decomposicdo de peroxidos ciclicos por um mecanismo intramolecular CIEEL
forma estados excitados singlete muito mais eficientemente que o0s sistemas
intermoleculares. As reacdes de CIEEL intramoleculares, como a decomposicao induzida
de 1,2-dioxetanos contendo substituintes fenoxila, sdo modelos mais apropriados para
reagbes bioluminescentes (Esquema 5).222° Nessa via totalmente intramolecular nio
ocorre a separacao dos ions-radicais por difusdo, o que explica de maneira adequada a
grande diferenca nos rendimentos quanticos obtidos em sistemas CIEEL com
transferéncia de elétron inicial intermolecular ou intramolecular.

0-0

GP

Reagente

mtra ChV )\, mtra L L

HH

Esquema 5: Sequéncia mecanistica CIEEL intramolecular na decomposi¢do de um derivado de

1,2-dioxetano, contendo um grupo fenoxila protegido.

1.3 O sistema peroxioxalato: mecanismo CIEEL

Embora existam varios sistemas quimiluminescentes intramoleculares do tipo CIEEL

altamente eficientes, a reacdo peroxioxalato € o Unico sistema conhecido de altos
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rendimentos quénticos que envolvem o mecanismo CIEEL intermolecular.® O sistema
refere-se a emissao de radiacdo que ocorre quando o perdxido de hidrogénio reage com
um derivado ativo do &cido oxalico, na presenca de uma substancia fluorescente e de uma

base.?6-2 A reacio geral pode ser representada pelo Esquema 6.

ArO O ACT
J OAr base

Esquema 6: Equacdo da reacdo peroxioxalato de um éster oxalico aroméatico com perdxido de
hidrogénio na presenga de uma base e um ativador (ACT).

Um dos principais problemas para propor o mecanismo exato da reacdo peroxioxalato
tem sido a identificacdo dos possiveis intermediarios responsaveis pela excitacdo do
ativador.?¢2°3! Supondo que este composto intermediario é a 1,2-dioxetanodiona, o
Esquema 7 representa 0 mecanismo CIEEL para a decomposi¢cdo catalisada da 1,2-
dioxetanodiona no passo de quimiexcitacdo do sistema peroxioxalato.

O mecanismo CIEEL envolve os seguintes passos: (i) primeiramente o ativador entra
em contato com o peréxido formando um complexo de encontro do tipo transferéncia de
carga (Krc) dentro da cavidade de solvente;®1"18 (ii) ativagdo térmica do peroxido,
levando a um alongamento da ligacdo fraca oxigénio-oxigénio e ao aumento da afinidade
eletronica do perdxido. Com isso ocorre a transferéncia de elétron do ativador para o
peroxido (kte), junto com a clivagem da ligagdo O-O, formando um par de ions radicais,
0 que representa o passo limitante da velocidade de reacdo;>® (iii) clivagem da ligacdo
carbono-carbono (kcLiv) do radical &nion do peroxido gerando um novo anion radical
dentro da cavidade de solvente e um fragmento neutro (COy) ; (iv) retro-transferéncia de
elétron do anion radical para o cation radical do ACT (krTe), liberando energia suficiente
para promover o ACT ao seu estado excitado singlete; (v) decaimento do ACT no estado

excitado para o fundamental, liberando energia na forma de luz.>%1"32 Para obter uma
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alta eficiéncia de formacdo de estados excitados, a clivagem de ligagdes e transferéncia
de elétron tem que ocorrer dentro da gaiola do solvente. Quando ocorre 0 escape de uma
das especies reativas desta cavidade (Kesc), esta ndo ira mais a participar da sequéncia

reacional, reduzindo assim os rendimentos de emissao.

2 CO,
k
0 T ° o 0 0
ArQ O base Kre
H + H0, —» + ACT ----ACT
0  OAr 0—o0 0---"0 5
cav.
kear = Krckrg l Kre
Krre KeLry Q o ot | Kesc
cav. - o
Kgse:
co, cav.
CO,+ACT

Esquema 7: Mecanismo CIEEL intermolecular para a decomposi¢do catalisada da 1,2-

dioxetanodiona.

Estudos do grupo possibilitaram a verificagdo de um processo de transferéncia de
elétron, relativo ao passo de quimiexcitacdo, conforme previsto pelo mecanismo
CIEEL.** De uma forma geral, pdde-se observar que quanto menor o potencial de
oxidacdo do ACT, maior é a eficiéncia com que o processo de excitacdo (devido a

retrotransferéncia de elétron) ocorre.

A cinética da reacdo peroxioxalato pode ser estudada observando-se a intensidade de
emissdo de quimiluminescéncia (na presenca de um ACT) ou o0 aumento da absorbancia
em comprimento de onda adequado (na auséncia do ACT) devido a formacéo de fenol
(ArOH). Um mecanismo bem detalhado da reacdo peroxioxalato de oxalato de bis(2,4,6-

triclorofenila (TCPO) com H,0O> catalisada por imidazol foi proposto por nosso grupo de
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pesquisa®>3® (Esquema 8). Nesses estudos, foi possivel se comprovar o papel de IMI-H
como catalisador nucleofilico pela formac¢do do intermediario de reagdo 1,1°-
oxalildiimidazolidico® além de se averiguar o envolvimento do mecanismo CIEEL na
etapa de quimiexcitacio do ACT* na interacio do mesmo com o Intermediario de Alta

Energia (IAE) do sistema peroxioxalato (1,2-dioxetanodiona).

AO O K ML O
) H + nIMLIH H + 2A0H + (n-2) IMI-H
d OAr k.| o) IMI
OH
M P k) ML O Cl cl
(1) H + H,0, >/._/< + IMLH -
ArOH =
0 IMI IMI-H g DOH r
Cl
M. O o o

i
N
0—0
IMI = \j
o o J
(Iv) + ACT K 2C0, + ACT + hy

Esquema 8: Etapas envolvidas no sistema peroxioxalato, para a reagéo do oxalato de bis(2,4,6-

triclorofenila) (TCPO) com H,0,, com catélise nucleofilica e basica por imidazol (IMI-H).
1.3.1 Aplicacbes do sistema peroxioxalato

A primeira aplicacdo préatica do sistema peroxioxalato (PO-QL) foi a producdo de
"light stick". Este dispositivo é um bastdo formado de um material flexivel que contém
dentro um segundo bastdo facilmente quebravel. Dentro de um dos tubos encontra-se o
peréxido de hidrogénio e uma base forte que ira agir como catalisador. No outro tubo,
encontra-se o0 éster oxalico e o ativador. Ao dobrar o bastdo, o tubo em seu interior se

quebra e as duas solucdes se misturam, ocorrendo a reacgdo que leva a emissdo de luz.®’

A importancia da reagdo peroxioxalato tem sido associada a sua aplicacdo analitica,
que engloba a detecgédo de baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio, substancias
que podem funcionar naturalmente como fluordforos % ou compostos ndo fluorescente

que pode tornar-se fluorescente, por reagao quimica com cloreto de dansyl (amino acidos,
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esteroides, aminas alifaticos, acidos carboxilicos, etc.) ou fluorescamina

(catecolaminas)*®

PO-QL foi empregado para detectar vestigios de compostos a base de metanfetamina
em raizes de pélos de ratos,*® halofantrina - um derivado de antraceno-metanol usado no
tratamento da malaria - no plasma de ratos,*® catecolaminas em amostras de cérebro de

ratos*! e plasma humano®? entre muitas outras aplicacdes.

O PO-QL também é comumente aplicado em andlises de alimentos, onde polimeros
com impressdao molecular sdo usados para reconhecer substancias nos analitos, que
aumentam a emissdo de QL. Este método foi desenvolvido pela primeira vez por Li et al.
para a determinacdo de residuos de etopabato nos musculos da galinha*®. Outras
aplicacdes foram encontradas para a deteccio de corantes do Suddo em ovos.** Também
foi demonstrado que o sistema PO-QL poderia ser usado para determinar a atividade
antioxidante de compostos contidos em OGleos comestiveis,*® bem como pesticidas
residuais na agua.*® A reaco foi usada ainda na determinacéo de N-metilcarbamatos em
sucos de frutas,*” dado que este pesticida representa um potencial perigo para os

consumidores.

Além disso, o sistema peroxioxalato pode ser aplicado em diferentes campos da
farmacologia e de diagnostico. Devido ao fato das células malignas produzirem
quantidades acrescidas de perdxido de hidrogénio, formulacdes baseadas em oxalatos
podem ser usadas para a exibicdo de focos de crescimento de tumores e outros processos
inflamatorios. Ainda mais, a aplicacdo de porfirinas como fluoréforos permite a
concepcéo de um sistema para a destruicdo seletiva de tumor*®->! devido & capacidade de
porfirinas, em um estado excitado, transferir energia para moléculas de oxigénio
convertendo-os ao estado singlete. Finalmente, a geracdo de oxigénio singlete em

endossomas celulares como um resultado da reacdo entre um oxalato, uma porfirina e

24



peréxido de hidrogénio, é de interesse para aumentar a eficiéncia de transfeccdo de

células, por exemplo, em vacinacdo de ADN ou luta contra doencas genéticas.

Outros compostos organicos também podem ser determinados através do sistema
peroxioxalato, entre eles destacam-se colesterol, glucose, lactose, bilirrubina, oxalato,

formaldeido, acido férmico, L-aminoacido, poliaminas e acetilcolina.>*>°

A limitacdo mais importante desta reacédo é a sensibilidade a 4gua, alcoois primarios e
outros solventes nucleofilico, que podem atacar e degradar a molécula de peroxioxalato

afetando negativamente a emissdo quimiluminescente.

1.3.2 Estudos mecanisticos do sistema peroxioxalato em meios aquosos

Poucos estudos mecanisticos tém sido realizados envolvendo o sistema peroxioxalato
em sistemas aquosos, mesmo esse sendo um importante método quimiluminescente
analitico. Foi observado que nesses meios de rea¢do os rendimentos quanticos singlete
mostraram ser varias ordens de magnitude mais baixos>®®’ quando comparados com os

obtidos em solventes organicos anidros,?’:333458:59

Sabe-se que em meio aquoso o éster oxalico a ser utilizado sofrerd hidrélise (Esquema
9), formando o &cido oxalico correspondente, o qual ndo pode ciclizar para formar o IAE,
tampouco pode interagir com o ACT e leva-lo ao estado excitado, o que diminui o
rendimento de quimiluminescéncia da reagdo. Além disso, tanto os oxalatos como 0s
fluoréforos sdo geralmente insollveis em agua, sendo este outro fator que também limita
suas aplicacdes em condic¢Oes aquosas. Um esforco para melhorar essas deficiéncias foi
feito usando algumas oxamidas sol(iveis em agua®®, mas elas ndo foram usadas na pratica.
Por outra parte, espera-se que a inclusdao do éster em micelas ou em outros sistemas
organizados incremente a concentracdo local do mesmo além de outros componentes do

sistema e levem a uma interacdo favorecida nesses microambientes. Ainda mais, a

25



utilizacdo destes meios ideais pode favorecer a peridrdlise, o ataque do peroxido ao éster
oxalico, em relacdo a hidrdlise, o que levaria a uma maior formacdo do IAE e

consequentemente uma maior emissao quimiluminescente.

ArO O H,0 HO (0]
> H + 2 ArOH
O OAr ®) OH
éster oxalico acido oxalico

Esquema 9: Hidrdlise do éster oxalico, formando o acido correspondente.

Antes de se partir para uma investigacdo mais detalhada do sistema peroxioxalato em
sistemas organizados, 0 mesmo deve estar muito bem caracterizado, em termos
mecanisticos, tanto em um meio de misturas aquoso : organicas quanto em um meio
completamente aquoso.

Um estudo recente de nosso grupo estabeleceu condigfes experimentais em meio
aquoso tamponado com fosfato apresentando cinética de reacdo reproduzivel, onde,
dependendo do pH do meio, foi possivel verificar a catalise &cida e basica geral por ions
fosfato.%” (Esquema 10)

Nesses estudos foi observado que em pH 6 a reacdo apresentou maiores valores de Kobs
do que em pH 7 e 8 e a partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar de maneira
qualitativa que ocorre uma catalise &cida geral (CAG) nestas condicbes, na qual a
transferéncia do préton do H2PO4 (espécie mais abundante em pH 6) para o oxigénio
carbonilico do éster e o ataque nucleofilico do perdxido de hidrogénio ocorrem de
maneira concertada no passo lento desta transformacgéo. A constante de velocidade Kper,
obtida experimentalmente, pode ser atribuida a este passo que leva a formacdo do
intermediario tetraédrico na forma protonada. Esse intermediario libera uma molécula de
fenol substituido, formando o intermediario peracido que, por sua vez, sofre ciclizacdo
para a 1,2-dioxetanodiona que interage com o ativador pelo mecanismo CIEEL, levando

finalmente a emisséo de luz a partir do estado excitado singlete do ACT (Esquema 10A).
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Por outro lado, em pH 8 a reacdo foi mais rapida do que em pH 7 o que indica a
ocorréncia de uma catalise basica geral (CBG), ou seja, a transferéncia do préton do
peréxido de hidrogénio para o HPO4> (espécie mais abundante em pH 8) e o ataque
nucleofilico do primeiro a carbonila do éster ocorrem de maneira concertada no passo
lento desta transformacéo. Nesse passo ocorre a formacéo do intermediario tetraédrico,
agora na sua forma desprotonada e a reacdo prossegue de maneira analoga a reacao em

meio &cido. (Esquema 10B).

Em ambos os casos também sdo mostrados os produtos sem emissdo de luz
provenientes da reacdo de hidrélise do éster, passo ao qual se atribui a constante de

velocidade Knig.

B (0] OAry e
6t--0<5+
H ol —
Kper i6 Af0 oy OH -ArOH A0 O
O —
| 2-
@) HO—1|>:O + HPOy
(CAG) — o - i—ArOH
0, OAr
> < + H0, — ACT Q o
ArO 0 hvy + ACT + 2 CO, -~ 5L
(CBG)
Kpigr ¢H2O B)
- ArOH
R
0, OH PO 2 0 OAr /,H O~PO,H o0  OAr o  ooHu
4 :---0 - — =
\\ O\
HO O K A0 O OH A0 OH -ArOH A0 O
per 5
+ H,PO4

Produtos
+  sem emissdo
de luz

Esquema 10: Reagdo peroxioxalato com uma possivel CAG e CBG mostrando as reacdes de

hidrolise e peridrolise para a reacdo de um éster oxalico com H,0,, catalisada por fosfato.

Outro estudo mecanistico do sistema peroxioxalato realizado pelo nosso grupo em

meio contendo tampédo borato demonstrou que a reacdo ocorre por catalise bésica
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especifica (CBE) pelo fato de que a constante de velocidade ndo mudou com a
concentracdo de tampao de borato. A partir dos dados cinéticos obtidos pode-se formular

0 seguinte mecanismo para a reacao de TCPO com H;0O2 neste meio (Esquema 11):

H,0, + OH' = HO, + H,0
0 O
ArO O Kk ArO O répido ACT
(A) H H(P) ATO" 4 H e == 2C0,+hy
0O OAr 2 0 OOH O—0 CIEEL
ArO” IAE
HO,"
Ar = 2,4,6-trichlorophenyl HOO O
ArO” + H “sem emissdo de luz”
0] OOH
ArO O Kpig ArO O HO O
(B) H A0+ )/-—/< - AIO" + H
o oar HO g ‘ou"° ¢ ©oH

“sem emissdo de luz”

Esquema 11: Mecanismo geral para a reacdo de TCPO com H,O, em tampédo borato. (A)
Peridrolise de TCPO com H,0;, levando a emissao de luz; (B) hidrdlise do TCPO, sem emissdo
de luz.

Neste mecanismo o anion HO2™ é produzido inicialmente pela desprotonagdo de H20-
em um passo rapido, seguido pelo ataque do primeiro a carbonila do TCPO na etapa lenta
de reacdo, como evidenciado pela dependéncia linear das constantes de velocidade com
a concentracdo de perdxido de hidrogénio (consequentemente com a [HO2]) e seu
aumento com pH do meio. O derivado do &cido peroxalico formado na primeira etapa
esta sujeito a ciclizacdo catalisada por base levando a formacéo do IAE. A interacdo do
IAE com 0 ACT, ocorrendo pelo mecanismo CIEEL, leva & formag&o do excitado singlete
do ACT e consequente emissdo de fluorescéncia. Conforme indicado no Esquema 11,
duas reacOes colaterais levam a uma reducdo nos rendimentos quanticos de
quimiexcitacdo: a adi¢do de um segundo HO>™ ao intermediario perécido e a hidrdlise de

TCPO (Esquema 11B). Nesses estudos foi observado também que a adigdo de liquidos
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ibnicos ao meio tamponado com borato pode incrementar os rendimentos quanticos
singlete do sistema peroxioxalato em comparagéo aos sais comuns analogos.>®

Outro estudo cinético do PO-QL foi a reagdo do TCPO com H20; usando 2,6-lutidina
(2,6-dimetilpiridina) como base em meios organicos e aquosos.®! Experimentos cinéticos
projetados para distinguir entre trés tipos diferentes de catélise (nucleofilica, base
especifica e catalise de base geral) indicaram claramente que o papel da 2,6-lutidina nessa

reacdo foi como catalisador basico geral tanto em agua guanto em meio organico

(Esquema 12).
O OAr k O 0-OH
+ H,0, + Lut i > P + ArOH+ Lut
A0 O lento A0 0

O, O-OH @) O ACT
— _tut, N > 20, + hv
ArO O rapido 0-0

—
CIEEL
+ ArOH

Ar = 2,4,6-triclorofenol
Esquema 12: Mecanismo para a reagdo peroxioxalato entre TCPO e H,O, em DME com catélise

bésica geral por Lut.

Também foi estudada a reacdo de trés ésteres de reatividade diferentes com H2O>
catalisado por salicilato de sddio e em misturas aquosas de 1,2-dimetoxietano.®> Em todos
0s casos, 0 peroxido de hidrogénio e o salicilato determinam as constantes de velocidade
da transformacdo no meio parcialmente aquoso e o salicilato atua como um catalisador
basico especifico. O papel do salicilato proposto para esses sistemas é diferente do
verificado quando se utiliza o imidazol como catalisador, que atua como catalisador
basico e nucleofilico.®>3® A reacdo comeca com a formago do dnion HO™ a partir de um
pré-equilibrio rapido seguido pelo ataque deste & carbonila do éster levando a formacao
de um derivado de éster monoperoxalico na etapa lenta e limitante de reagdo (Esquema
13). Na sequéncia, ocorre um ataque intramolecular do perécido a carbonila do éster

oxalico, em uma etapa rapida da reacdo, levando a formagéo do IAE. Simultaneamente a
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reacao de peridrolise, que leva a emissdo de quimiluminescéncia, os derivados do éster
oxalico também sofrem hidrolise no meio aquoso utilizado, também catalisado por
salicilato, o que leva a formacédo de duas moléculas do correspondente fenol substituido

e acido oxalico, sem emissdo de luz.

Peridrdlise
O<_ONa O+ OH
K - +
OH + H202 OH + H02 + Na
(a)
Sal
(0) OAr O O—OH
(b) H + HO, _— + ArO
Aro O lento ArO O

éster oxalico

O ONa
on O P
(0) O-OH
+ ArOH

(©) —
ArO O rapido 0O—O
0) 0
(d) + ACT —— 2C0O, + ACT + hv
0—O0 CIEEL
Hidrdlise 0._ONa
0 OAr (E(O“ o) OH
(e) H + 2H,0 H + 2 ArOH
ArO (0] HO 0]
éster oxalico acido oxalico

Esquema 13: Mecanismo para a rea¢do peroxioxalato entre um éster oxalico e H.O,, ocorrendo
com catalise basica especifica (CBE) por salicilato, na presenca de um ACT, realizado em uma
mistura binaria de DME : H,O, bem como hidrdélise simultanea do éster.

Além de se estudar bem o mecanismo do sistema peroxioxalato tanto em misturas
aquoso : organicas quanto em um meio completamente aquoso, em todos 0s casos foi
observado que a eficiéncia da reagdo diminui consideravelmente em comparagdo com um

meio organico.
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1.3.3 Sistema peroxioxalato em meios organizados

Nos ultimos anos, houve uma vasta gama de métodos estabelecidos para encapsular os
sistemas PO-CL, em que a abordagem mais comum € a incluséo de um corante e 0 oxalato
em surfactante® ou poli (etileno glicol)-b-poli (e- caprolactona),®*®° micelas e lipossomas

estabilizados.®®

As principais caracteristicas destes sistemas organizados foram aumentar a
solubilidade do oxalato, modificar o microambiente e, como resultado, aumentar a
intensidade da quimiluminescéncia e a eficiéncia quantica em alguns casos. Um exemplo
foi o uso de surfactantes aniénicos e ndo idnicos em meios micelares que incrementou a

eficiéncia da reagdo de TCPO com H,0> usando oligofenilenevinileno como ativadores.®’

Anteriormente, Dasari e colaboradores desenvolveram micelas quimiluminescentes
compostas de copolimero de poli (etileno glicol)-b-poli (e- caprolactona) (PEG-PCL) e
oxalato de difenila, que é mais estavel em agua que o TCPO. O oxalato de difenila foi
encapsulado nos nuacleos hidrofébicos e, portanto, protegido da hidrdlise pela agua,
aumentando sua estabilidade.?* Estudos posteriores demonstraram que esses
microambientes compostos de oxalato de difenila podem ser utilizados para detectar o
peroxido de hidrogénio gerado a partir dos macrofagos ativados pelo lipopolissacarideo
(LPS).% Portanto, em geral, as micelas POCL tém grande potencial em aplicagGes
biol6gicas devido a sua capacidade de detectar concentragcbes nanomolar de peréxido de
hidrogéniol50,64,65,68—70

Uma das grandes aplicagdes mais recentes foi a formulacdo de lipossomas de
peroxioxalato compostas com oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) e a curcumina
como fluoroforo, capazes de detectar H2O2 e que servem como agentes terapéuticos com

atividade antioxidante e antiapoptdtica potente.®
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Também foi demonstrado que a incorporagdo de oxalatos em materiais polimeéricos
aumenta sua estabilidade para torna-los aplicaveis em meios aquosos.®®"*72 Como os
polimeros desempenham um papel onipresente na industria e na vida cotidiana devido as
suas propriedades ajustaveis, os materiais quimiluminescente combinados representam
um campo promissor. De fato, os materiais poliméricos podem ser feitos sob medida para
atender a uma ampla gama de aplicacdes, ajustando a composicao, estrutura, propriedades

quimicas e fisicas inerentes.

Esteres de celulose sdo polimeros derivados da celulose com o maior nimero de
aplicacdes tecnoldgicas. O interesse em converter celulose surgiu por dois motivos: (i) a
celulose decompde abaixo do seu ponto de fusdo, tornando impossivel o processamento
no estado fundido e (ii) a celulose é insoltvel em agua e em muitos outros solventes por
causa das intensas ligaces de hidrogénio intra e intermoleculares.”® Atualmente, existem
varios ésteres de celulose, entretanto, somente o acetato de celulose e os ésteres mistos,
propionato acetato de celulose e butirato acetato de celulose, ganharam importancia
comercial devido as suas propriedades e facil manuseio (Figura 1).” Esses polimeros s&o
aplicados em diversas areas, como laminados, filmes Opticos, fibras téxteis e
revestimentos para produtos farmacéuticos e alimentos.” Em termos de aplicaces de
membrana e encapsulamento, os derivados de celulose podem fornecer estruturas de rede
sofisticadas através da separacdo de fases induzida por agregacéo.

O acetato de celulose € o mais estudado e o mais utilizado derivado de éster de
celulose. Pode ser obtido através da reacdo de celulose com anidrido acético, nos quais
0s grupos hidroxila sdo substituidos por grupos acetato; as propriedades dos polimeros
obtidos dependerdo do grau de substituicio.’”® Por mais de 100 anos, o acetato de celulose
faz parte dos novos materiais como membranas, pos, fibras, hidrogéis, esferas e

microesferas, estas ultimas no intervalo de 1 a 1000 mm.
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Figura 1: Representacéo da estrutura do acetato de celulose onde R=H, e/ou COCHj5 e do acetato
butirato de celulose onde R=H, COCH,CH,CH3 e/ou COCH3

As particulas de celulose também sdo hidrofobicas e exibem uma alta superficie
especifica e boas propriedades de intumescimento. Esferas e cdpsulas feitas de celulose
tém sido utilizadas para liberacdo controlada e como material absorvente porque sdo
baratas e indcuas e possuem excelentes propriedades fisicas.”” A versatilidade do uso de
particulas de celulose na absorcao de espécies quimicas reside no fato de que elas podem

ser funcionalizadas para torna-las seletivas e aumentar sua capacidade de extragdo.’®

Portanto, outro método simples para aumentar o rendimento quantico da reacao
peroxioxalato em meio aquoso poderia ser o uso de microesferas de polimeros de celulose
que favoravelmente aumentem a concentracdo local do éster, proporcionando um
ambiente hidrofobico de baixa permeabilidade. Como relatado anteriormente, estes
ambientes hidrofobicos sdo favoraveis para a etapa de quimiexcitacdo em que ACT e IAE

interagem.

O que se observou em todos os trabalhos envolvendo o sistema peroxioxalato em
sistemas organizados foi o pronto aumento de intensidade luminosa da reacdo, em
comparagdo ao sistema somente em meio aquoso, mas nenhum estudo, em termos

mecanisticos, foi abordado até o momento.
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2. Objetivos

Neste trabalho, primeiramente, propdem-se estudos cinéticos de hidrolise e peridrolise
do oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) em diferentes misturas de agua e solventes
organicos. Sera verificada a influéncia dos parametros de solventes destes meios sobre a
cinética da reacdo peroxioxalato e sobre os rendimentos quanticos de formacéo de estados
excitados singlete.

Em uma extensdo dos estudos sobre a influéncia do meio reacional, pretende-se
estudar o sistema peroxioxalato usando dois ésteres com reatividades diferentes, como o
oxalato de bis(2,4-dinitrofenila) (DNPO) e oxalato de bis(2,4,6-triclofenila) (TCPO)
catalisada por imidazol e em varios meios de reacdo na presenca de pequenas quantidades
de agua de forma a se contribuir com informac6es acerca do mecanismo de reacédo e de
elucidar o papel exato da agua na diminuicdo drastica da eficiéncia de quimiexcitacao.

Outro objetivo consiste em estudar o mecanismo de formacao de estados excitados da
reacdo peroxioxalato usando cumarinas e a curcumina como ativadores. As cinéticas
serdo realizadas inicialmente em 1,2-dimetoxietano (DME) anidro e posteriormente em
misturas DME:H>0 1:1 (v/v).

Por ultimo, visa-se adaptar o sistema peroxioxalato ao meio exclusivamente aquoso

através de microesferas de celulose para futuras aplicacdes analiticas e bioanaliticas.
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3. Resultados

3.1 Hidrodlise de oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) em diferentes misturas
de solventes moleculares e agua.

Inicialmente foi estudada a hidrolise do éster TCPO em diferentes misturas de 4gua e
solventes organicos (Tabela 1) por absor¢do no UV-Vis a partir da formacéo de 2,4,6-
triclorofenila (TCP) em 296 nm, a fim de se verificar a influéncia desses sobre a
velocidade das transformagdes e os rendimentos quanticos de quimiexcitagdo. Os
solventes moleculares (SM) utilizados nestes estudos foram: 1,2-dimetoxietano (DME),
acetonitrila (ACN), e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). As curvas cinéticas de aumento de
absorbancia em funcdo do tempo foram ajustadas por uma equagdo monoexponencial
(Equacéo 1). Para cada curva ajustada foram determinadas as constantes de velocidade
observada kobs (Tabela 2). Os experimentos cinéticos nestas condi¢des foram iniciados
com a adi¢do de TCPO a mistura SM : H.O contendo uma pequena quantidade de HCI
para suprimir qualquer catélise por tracos de base sendo a concentragdo final deste na

cubeta de 0,01 M.

Y =yo+ Agelons*
(Equagéo 1)
Tabela 1: Misturas de SM e H»0O utilizadas nos estudos de hidrolise do TCPO e as fragbes

molares e concentracdes de H,O dessas.
AH20 DME:H-0O [HZO] ACN:H,O [HzO] TFE:H,O [HzO]

(m/m) (mol L) (m/m) (mol L) (m/m)  (mol L%
0,20 9,5/0,5 2,38 9,0/1,0 4,94 9,6/0,4 3,27
0,30 9,2/0,8 3,87 8,4/1,6 7,77 9,3/0,7 5,38
0,40 8,8/1,2 577 7,7/2,3 11,11 8,9/1,1 7,94
0,50 8,3/1,7 8,22 6,9/3,0 15,04 8,4/1,5 11,11
0,60 7,7/2,3 11,63 6,0/4,0 20,02 7,8/2,1 15,15
0,70 6,8/3,2 16,80 4,9/5,1 25,27 7,0/3,0 21,04
0,80 5,5/4,4 24,16 3,6/6,4 34,63 5,8/4,2 27,75
0,85 4,7/5,3 29,16 2,9/7,1 39,14 4,9/5,0 32,52
0,90 3,6/6,4 35,99 2,0/8,0 44,67 3,8/6,2 38,39
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Foi observado que a constante de velocidade relativa ao aumento de absorbancia
incrementa com a adicdo de agua nos trés sistemas, mostrando um desvio bastante
significativo do comportamento ideal, que seria uma correlacéo linear entre os valores de
Kobs Obtidos e as fragbes molares das misturas na faixa de 0,2 e 0,85 (Figura apresentada
na Discussdo). Notou-se também que a velocidade de reacdo se mostrou sempre maior
em ACN comparado com os outros solventes (Tabela 2).

Tabela 2: Efeito da fracdo molar de H>O nas constantes de velocidade de aumento da

absorbancia.

DME ACN TFE

AH20 kobs X 103 kobs X 103 kobs X 103
(sh C) (sh

0,20 0,0751 £ 0,0004 0,1362 £ 0,0006 0,0286 = 0,0005
0,30 0,207 £ 0,004 0,4035 £ 0,0007 0,0810 £ 0,0002
0,40 0,352 £ 0,008 0,805 £ 0,009 0,174 £ 0,002
0,50 0,558 £ 0,002 1,33+£0,01 0,3395 + 0,0007
0,60 0,868 + 0,003 2,26 + 0,03 0,812 = 0,004
0,70 1,48 £ 0,02 4,12+ 0,04 1,48+ 0,03
0,80 4,00 £ 0,02 14,7 £0,2 5,36 £ 0,05
0,85 104+0,8 32,0+£0,8 10,2+04

0,90 - - -
[TCPO] = 0,10 mmol L%, [HCI] = 0,01 mol L

Uma vez conhecida a hidrolises do TCPO nesses solventes moleculares a reacdo foi
estudada variando-se a temperatura de 15 até 60 °C numa fracdo molar da agua igual a
0,7 onde foi observado um maior desvio da idealidade em cada mistura (Tabela 3).
Notou-se que para as trés misturas SM : H20 a constante bimolecular de hidrolise
incrementa seis vezes em cada caso com uma variacdo de quatro vezes na temperatura do

sistema.
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Tabela 3: Dependéncia da constante de velocidade de hidrdlise observada (Kons) € da constante
bimolecular de hidrélise (ki) com a temperatura na hidrdlise do TCPO nas misturas SM : 4gua

com yH20 = 0,7.

Temperatura DME ACN TFE
°C Kobs X 10° (S'l)
15 0,8850 + 0,0006 2,74 + 0,0006 1,12 + 0,04
25 1,470 + 0,005 4,21 £ 0,0007 1,81 +0,07
40 2,900 + 0,005 7,99 + 0,009 3,180 = 0,002
60 5,98 + 0,01 15,6 £0,2 6,87 + 0,05
Temperatura DME ACN TFE
°C ki x 10* (S'l)
15 0,527 = 0,002 1,084 + 0,004 0,53+ 0,03
25 0,875 = 0,005 1,666 + 0,007 0,85 + 0,05
40 1,726 £ 0,005 3,16 £0,01 1,510 £ 0,002
60 3,56 £ 0,01 6,2+0,2 3,26 + 0,05

[H20] = 16,8 mol L'* (DME); [H20] = 25,27 mol L (ACN); [H.0] = 21,04 mol L (TFE); [TCPO] =
0,10 mmol L. Os valores de k; foram obtidos a partir dos valores de Kobs pela divisdo com a [H20]
nos diferentes meios.

3.2 Reacao do oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) com H202em SM : H20 ([H20] =
3 mol L1)

Seguidamente as cinéticas de absorcdo foram efetuados experimentos cinéticos de
emissdo da reacdo de oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) e H2O> em misturas SM : H20
onde a concentracéo final de agua ([H:0]y) foi de 3,0 mol L. Estudou-se inicialmente o
efeito da concentracdo do H2O> nessa reacdo. As solucdes estoques de H.O> e do ativador
(Rod 6G) foram preparadas em tampao borato (50 mmol L™?). Tomou-se o cuidado de
manter constante o pH do meio (pH = 7). A partir das curvas cinéticas de emissao
obtiveram- se 0s valores de kobs € dos rendimentos de quimiluminescéncia (dcL) (Tabelas

4ebh).

A constante de velocidade kobs mostrou-se linearmente dependente da concentracgao de
H20,, tanto em misturas de DME : H>O quanto de ACN : H>O (Figuras 2 e 3 esquerda).
Da dependéncia linear foram obtidas as constantes de hidrolise e peridrolise dessas
reacOes (Tabela 6). Os valores de ®ci ndo mostraram variagao significativa com a [H202]
em misturas aquosas de DME (Figura 2 direita). Em misturas ACN : H.O houve uma

leve diminui¢do dos valores de dcL com o aumento da [H202] (Figura 3 direita),
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entretanto, os rendimentos de emissao obtidos para a rea¢do peroxioxalato nesta mistura

foram maiores do que os observados em DME e TFE, para toda a regido de concentracéo

de H20- estudada (Tabela 5).

Tabela 4: Dependéncia de kons com a [H202] na reacdo com TCPO em misturas SM :
H20 ([H20] = 3,0 mol L) usando Rod 6G como ativador.

[H20:] DME ACN TFE
(mmol L?) Kobs ()
10 0,0301 + 0,0006 0,09 + 0,02 0,009 + 0,001
15 - - 0,020 +£ 0,001
20 0,0321 + 0,0003 0,12 +0,01 0,025 + 0,002
25 - - 0,030 + 0,002
30 - - 0,045 + 0,005
35 - - 0,053 + 0,007
40 - - 0,057 + 0,002
50 0,040 + 0,002 0,163 + 0,009 0,085 + 0,008
60 - - 0,122 + 0,009
70 - - 0,18 £ 0,05
100 0,052 + 0,001 0,201 £ 0,004 0,30+ 0,02
150 0,064 + 0,001 0,34 + 0,02 0,57 + 0,03

[TCPO] = 0,10 mmol L, [Rod] = 0,10 mmol L%, [H20]s =3,0 mol L%, pH =7.

Tabela 5: Variagdo do rendimento quantico de quimiluminescéncia (®cr) com a [H202]

na sua reagdo com TCPO em misturas SM : H,0 ([H20] = 3,0 mol L) usando Rod como

ativador.
[H20:] DME ACN TFE

(mmol L?) dcL ®c x 104
(E mol?) (E mol?)

10 0,00526 + 0,0006 0,02909 + 0,004 3,4%£0,8

15 - - 2,7£0,6

20 0,00397 + 0,0004 0,03062 + 0,002 3,5+0,7

25 - - 2,8+0,6

30 - - 3,5+£05

35 - - 3,2+0,6

40 - - 23+05

50 0,00509 + 0,0006 0,02311 + 0,003 3,8+0,7

60 - - 2704

70 - - 3,3+0,8

100 0,00361 £ 0,0003  0,01726 = 0,0007 3,907
150 0,00427 +£ 00,0006  0,01464 + 0,002 25%0,7

[TCPO] = 0,10 mmol L, [Rod] = 0,10 mmol L%, [H2O]r = 3,0 mol L, pH = 7.
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Figura 2: Dependéncia de Kos € do rendimento quantico de quimiluminescéncia (®c.) com a
[H202] na reagdo com TCPO em misturas DME : H,O ([H20] = 3,0 mol L*) usando Rod como

kobs (s1)

ativador.
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Figura 3: Dependéncia de Kops € do rendimento quantico de quimiluminescéncia (®cL) com a

[H202] na reacdo com TCPO em misturas ACN : H,O ([H.0] = 3,0 mol L) usando Rod como

ativador.

Tabela 6: Valores das constantes de hidrolise (knid) € peridrolise (kper), obtidas da dependéncia de

Kobs cOm a [H20-] na sua rea¢do com TCPO em misturas SM : H,0.

SM : H,O Knia (™) Kper (L mol*s?®)  kpia' (L mol?s™)
DME : H,O 0,0273 £ 0,0004 0,25+0,01 0,009
ACN : H,O 0,08 +£0,01 18+0,2 0,027

[TCPO] = 0,10 mmol L%, [Rod] = 0,20 mmol L*, [H20]¢ = 3 mol L%, pH= 7.
Regresséo linear feita com Kobs = Knid + Kper[H202]. Knia'= Knia/[H20]

Verificaram-se valores maiores de Knig € Kper N@ mistura aquosa de ACN. Esse
resultado confirma que as reacGes de hidrolise e peridrdlise sdo mais eficientes nesse

meio do que em misturas aquosas de DME. Observou-se também que a constante de
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velocidade de peridrdlise € muito maior que a de hidrdlise em ambas as misturas
(Tabela 6).

Por outro lado, a dependéncia da kops cOm a variagdo da concentragdo de H.02em
TFE : H2O mostrou um comportamento diferente do observado nos outros meios
(Figura 4). A partir da equacdo binomial (Equacéo 2), obtiveram-se as constantes de

velocidade bimolecular Kiz = 0,5 + 0,2 L mol™ s e trimoleculares k@) = 22 + 3 L2

mol? s,
Kobs = K12)[H202] + kia)[ H202]?
(Equacao 2)
7
0,6
6
0,54 —
T 5
o 04 g 4] % %
= 031 ] % ﬂ
G 5 SRR
=< 024 X 21 %
-
0,1 g 1.
0,0 T T T T T T T T 0+ T T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160

[Hp05] (mmol L'L) [Ho05] (mmol L1,
Figura 4: Dependéncia de Kkqps € do rendimento quantico de quimiluminescéncia (dc.) com a
[H202] em sua reagdo com TCPO em misturas TFE: H,O ([H.0]s = 3,0 mol L) usando Rod como

ativador.

Adicionalmente, foram realizados estudos cinéticos por absorcdo no UV-Vis,
acompanhando-se a saida do grupo fendlico da reacdo de TCPO com H20, em TFE :
H>0O. As curvas cinéticas de aumento de absorbancia em funcéo do tempo, registradas em
296 nm, foram ajustadas por fungdes mono ou bi exponenciais, de acordo com a
necessidade para se obter um ajuste adequado (r> > 0,99). Para cada curva cinética
ajustada foram obtidos valores para as constantes de velocidade observada kobs (Tabela

7).
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Tabela 7: Efeito da [H202] nas constantes de velocidade de aumento de absorbancia (Kobs)
da sua reagdo com TCPO em TFE : H,0. ([H202] = 3,0 mol L?)

[H202] Kobs

mmol L™ (sh
10 0,008 + 0,0001
15 0,021 + 0,001
20 0,026 + 0,002
25 0,031 + 0,003
30 0,044 + 0,002
35 0,051 + 0,005
40 0,0567 = 0,0004
50 0,10 £ 0,01
60 0,12 £ 0,02
70 0,160 = 0,003
100 0,29 £ 0,02
150 0,58 + 0,03

A dependéncia da constante de velocidade de aumento de absorbéancia (kobs) com a
[H202] (Figura 5) mostrou um comportamento semelhante ao observado anteriormente
nos ensaios de emissdo. A partir da equacao binomial (Equagao 2), obtiveram-se também
as constantes de velocidade bimolecular ki) = 0,44 + 0,06 L mol™* s e trimolecular ki,

=24+1L%mol?st

0,7

0,61
0,51
041
0,31

Kobs (1)

0,21

0,1 )

0,0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

[H205] (mmol L1
Figura 5: Dependéncia da constante de velocidade de aumento de absorbancia (Kobs)

com a [H20;].
Observa-se, portanto, que os valores das constantes obtidos nesse caso sdo semelhantes

aqueles obtidos através dos dados medidos pela intensidade de emissao do sistema.
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3.3 Estudo cinético do sistema peroxioxalato em misturas 1,2-dimetoxietano: agua
De forma a se comparar 0 mecanismo do sistema peroxioxalato usando dois ésteres
com reatividade diferentes, foram efetuados experimentos cinéticos de emissao da reacédo
tanto de oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) como de oxalato de bis(2,4-
dinitrofenila) (DNPO) com H»O; catalisada por IMI-H e em misturas aquosas de 1,2-
dimetoxietano (DME : H20). A contragdo de volume observada para essas misturas nao
foi maior que 2%. Essa pequena diminuicdo ndo levou a uma variacéo significativa das
concentracdes finais dos reagentes. A diferenca de reatividade entre 0 TCPO e DNPO
pode ser exemplificado através do perfil temporal de emissdo de luz de ambos nas
mesmas condi¢des de reacdo (Figura 6). Observa-se que a reacdo com DNPO termina
em 100 segundos, enquanto que esse € 0 tempo necessario para que a reacdo com TCPO

atinja 0 maximo da intensidade.

100

__ 801
< DNPO
3
< 601
o
©
o
‘D 40 TCPO
c
L
=
20-‘Jk
0 T T T T T
0 400 800 1200 1600
Tempo (s)

Figura 6: Exemplos de perfis temporais de emissdo de luz para a reacdo de TCPO e DNPO com
H,0,. DME, 25°C, [TCPO] = 0,10 mmol L%; [DNPO] = 0,10 mmol L [IMI-H] = 0,20 mmol L, [DPA]
(TCPO) = 0,20 mmol L, [DPA] (DNPO) = 0,10 mmol L*e [H202] = 10 mmol L*

Inicialmente, as reacfes foram estudadas variando a concentracdo de IMI-H em
diferentes misturas aquosas de DME. Os experimentos cinéticos nessas condi¢fes foram
iniciados com a adi¢cdo de DNPO ou TCPO a mistura H>O : DME contendo H2O2, IMI-

H e DPA, e foi registrado o perfil temporal de emissdo. Foram conduzidos experimentos
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em DME puro de forma a se comparar os valores de constantes de velocidade obtidos nas
diferentes misturas. As curvas cinéticas de decaimento da intensidade de emissdo em
funcdo do tempo foram ajustadas por uma equagdo monoexponencial (Equacéo 1). Para
cada curva ajustada foram determinadas as constantes de velocidade observada Kops
(Tabela 8 e 9) e relacionadas com a [IMI-H] (Figura 7). Devido a alta reatividade do
DNPO s06 foi possivel estudar a variacdo do IMI-H em DME puro. A dependéncia de Kobs
com a [IMI-H] pbde ser ajustada por uma equacao binomial (Equacéo 3) para todas as
misturas, obtendo-se constantes de velocidade bimoleculares (ki) e trimoleculares
(ki)
Kobs = K1)[IMI-H] + ka)[IMI-H]?

(Equacao 3)
Tabela 8: Efeito da concentracdo de IMI-H na constante de velocidade observada (Kops) na reagdo

entre 0 TCPO e H,O, em misturas aquosas de DME.

Kobs X 10% (s)
[IMI-H] 7H,0
(mmol L) 0 0,04 0,1 0,2
0,2 0,070 £ 0,007 0,091 £ 0,007 0,14+0,01 0,2+0,02
0,5 0,19+0,01 0,0224 + 0,007 0,32 £ 0,02 0,45+ 0,03
1,0 0,45+ 0,01 0,497 = 0,007 0,69 £ 0,02 0,97 £ 0,03
2,0 1,10 £ 0,02 1,110 £ 0,008 1,45 + 0,05 1,94 + 0,05
50 4,50 £ 0,07 4,210 £ 0,006 4,56 + 0,05 59+0,2
10 11+1 122+0,6 125+0,2 140+0,8
[IMI-H]
(mmol L) 0,3 04 05 0,6
0,2 0,28 £ 0,04 0,44 £0,04 - -
0,5 0,61 0,02 0,70£0,01 0,751 £ 0,003 1,06 £0,04
1,0 1,26 +£0,01 1,40+ 0,04 1,456 £ 0,003 2,01+£0,04
2,0 25+0,1 2,78 £ 0,07 2,84 £ 0,05 3,8+0,1
50 6,9+0,3 76+0,2 75+0,3 99+05
10 16,3+0,3 18+1 162 19+1

Condicgdes experimentais: [TCPO] = 0,10 mmol L™, [H20] = 10 mmol L1, [DPA] = 0,10 mmol L.
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Tabela 9: Efeito da concentracdo de IMI-H na constante de velocidade observada (Kops) na reacdo
entre o DNPO e H.02, em DME.

[IMI'H] Kobs
(mmol L?) (s
0,2 0,050 £ 0,003
0,5 0,13 +£0,03
1,0 0,26 £ 0,01
5,0 1,10 £0,08
10 1,78 £ 0,05

Condicbes experimentais: [DNPO] = 0,10
mmol L?, [H202] = 10 mmol L, [DPA] = 0,10

mmol L,
0,20 2,0
. XHZD:O Py
® 5 =004 °
0,16 120 1,64
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0 12 XIIZ(): 0’2
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o B =]
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Figura 7: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo com
a [IMI-H]. Os valores obtidos de koss Na reacdo com TCPO foram ajustados pela seguinte equacao
binomial: Kobs = Kig)[IMI-H]+ki)[IMI-H]?

Foi estudada também a variacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio em
diferentes fragdes molares para a reacdo tanto de TCPO quanto de DNPO (Tabela 10 e
11). As Kobs Obtidas a partir dos perfis de emissdo, foram correlacionadas com [H20z2],

conforme mostrado para algumas das fragdes molares de &gua (Figura 8).

Observou-se uma dependéncia linear dos valores de kons com a concentracdo de H20-
em todas as misturas DME : H»O tanto para a reagdo com DNPO quanto para a reagdo
com TCPO (Figura 8). A partir do coeficiente linear e angular das correlagoes, foi
possivel obter valores para as constantes de hidrolise (knia) e peridrolise (Kper),

respectivamente (Tabela 12).
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Tabela 10: Efeito da [H20-] na constante de velocidade de decaimento de emisséo na sua reacdo

com DNPO em diferentes frac6es molares de agua.

%H20
0 0,01 0,02 0,04 0,06
[H20:] Kobs (s1)
(mmol L)
1,00 0,0040 £ 0,0001 0,0057 +0,0006  0,0070 = 0,0006 0,0085 + 0,0002 0,009 + 0,0005
2,00 0,010+£0,002 0,0109 £0,0002 0,0121 £0,00005 0,0145£0,0003 0,015 +0,003
5,00 0,023 £ 0,004 0,032 £ 0,003 0,0331 + 0,0001 0,034 £0,001 0,035+ 0,0007
10,0 0,040 £ 0,003 0,049 £ 0,005 0,060 £ 0,005 0,062 £ 0,004 0,063 + 0,004
15,0 0,059 + 0,003 0,089 + 0,003 0,092 + 0,003 0,092 + 0,01 0,093 + 0,01
[H202] 0,08 0,1 0,2 0,3 0,4
(mmol L?)
1,00 0,010 +0,001 0,0106 +0,0003  0,0209 +0,0002 0,046 + 0,002 0,102 + 0,002
2,00 0,018 £0,002 0,0200 = 0,0007  0,0267 £ 0,0008 0,054 £ 0,001 0,111 £ 0,004
5,00 0,038 £ 0,002 0,044 £ 0,002 0,047 £ 0,002 0,077 £ 0,003 0,127 £ 0,004
10,0 0,075 £ 0,003 0,078 £ 0,002 0,087 £ 0,004 0,113 £ 0,009 0,145 £ 0,002
15,0 0,117 + 0,008 0,119 + 0,006 0,123 + 0,005 0,142 + 0,002 0,17 £0,01

Condicdes experimentais: [DNPO] = 0,10 mmol L', [IMI-H] = 0,20 mmol L-'.

Tabela 11: Efeito da [H>0-] na constante de velocidade de decaimento de emisséo na sua reacao

com TCPO em diferentes fragdes molares de agua.

YH20
0 0,01 0,03 0,04 0,06
[H202] Kobs X 10° (s1)
(mmol L?)
10,0 0,240 + 0,005 0,369 + 0,003 0,637 + 0,007 0,72 £0,02 0,94 £0,03
20,0 0,53+0,04 0,800 = 0,003 0,98 + 0,07 1,1+£0,2 12+0,1
50,0 14+0,1 1,60 £ 0,02 18+0,1 19+0,1 2,0£0,1
100 2,67 +0,08 2,771 £ 0,005 2,79+0,01 28+0,1 2,8+0,1
150 3,80£0,03 3,600 + 0,008 3,86 £ 0,03 40+£0,3 42+0,2
[H202] 0,08 0,1 0,2 0,3 0,4
(mmol L)
10,0 1,18 £ 0,03 1,40 £ 0,05 1,98 £0,03 3,02+0,01 4,10+ 0,03
20,0 1,72 £ 0,07 1,50 £ 0,07 2,18 £ 0,05 3,20 £ 0,07 4,200 = 0,005
50,0 24+0,1 2,05 0,06 2,74 £ 0,02 3,53+ 0,07 4,55+ 0,01
100 29+0,1 31+04 3,38 £ 0,06 4,32+0,04 51+0,2
200 43+0,2 45+0,3 4,8 +£0,07 54+0,2 6,2+0,2

Condicdes experimentais: [TCPO] = 0,210 mmol L™, [IMI-H] = 0,20 mmol L.
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Figura 8: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissédo com
a [H20;] nas diferentes misturas DME : H,O. [TCPO] = 0,10 mmol L%, [IMI-H] = 0,20 mmol L%,
[DPA] = 0,20 mmol L (TCPO), [DNPQ] = 0,10 mmol L, [DPA] = 0,10 mmol L (DNPO). O ajuste foi

feito usando regresséo linear: Kops = Knig + Kper[H202].

Tabela 12: Valores das constantes de hidrélise e peridrolise nas reacdes de DNPO e TCPO com
H»0, catalisada por IMI-H, obtidas da dependéncia de koss com a [H205].

DNPO TCPO

YH20 Knid Kper YH20 Knia X108 Kper X102

(s (L molis?) (s (L molis?)
0,00 -0,00004 £ 0,0002 4,0+0,2 0,00 -0,00001 + 0,000006 2,55+0,02
0,01 0,0007 £+ 0,0001 59+0,2 0,01 0,118 + 0,005 2,53+0,04
0,02 0,0014 £ 0,0007 6,3+0,1 0,03 0,406 £ 0,007 2,36 £ 0,01
0,04 0,0023 £ 0,0003 6,2+0,2 0,04 0,49 £ 0,02 24+0,1
0,06 0,0027 £ 0,0007 6,3+0,2 0,06 0,73+£0,03 22+0,1
0,08 0,003 + 0,001 6,5+0,2 0,08 1,02 £ 0,03 2,1+0,1
0,10 0,0032 + 0,0004 7,7+0,2 0,10 1,22 + 0,06 1,7+0,1
0,20 0,0138 + 0,0004 7,0+0,3 0,20 1,92 + 0,02 1,51+0,04
0,30 0,040 + 0,001 6,8+0,2 0,30 2,88 £ 0,02 1,41 +0,04
0,40 0,098 + 0,002 48+0,3 0,40 3,97 £0,01 1,11+ 0,04

[DNPO] = 0,10 mmol L, [TCPO] = 0,10 mmol L [DPA] = 0,10 mmol L?, [IMI-H] = 0,2 mmol L
Regresséo linear: Kops = Knig + Kper[H202].

A constante de hidrolise, que corresponde a decomposic¢ao ndo quimiluminescente do
DNPO e TCPO, aumentou com o incremento da fracdo molar de &gua, conforme
esperado, devido ao aumento da polaridade do meio e da concentracdo do nucledfilo dgua.
A constante de peridrolise do DNPO ndo varia significativamente, enquanto que para o

TCPO mostrou uma leve diminui¢cdo com o aumento da polaridade do meio (Tabela 12).
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Foram também realizados estudos cinéticos por absor¢do no UV-Vis, acompanhando-
se a saida do grupo fendlico da reacdo do TCPO com IMI-H na auséncia de H202 em
diferentes fragfes molares de &gua, observando-se a hidrélise do éster oxalico e/ou a

catalise nucleofilica por imidazol (Figura 9).

0,6 -
0,54
0,44

0,31

Absz%

0,2+

0,11

%= 0,002 0,3

0,0 . . I .

0 1000 2000 3000
Tempo (s)

Figura 9: Exemplo de curva cinética de absor¢ao da reacdo do TCPO com IMI-H na auséncia de

H.O, em diferentes fragbes molares de gua. 25°C, [TCPO] = 0,10 mmol L, [IMI-H] = 0,20 mmol L

As curvas cinéticas de aumento de absorbancia em funcdo do tempo, registradas em
296 nm (Figura 9), foram ajustadas por fungdes mono exponenciais. Para cada curva
cinética ajustada foram obtidos os valores das constantes de velocidade observada (Kops™®)
(Tabela 13). A constante de velocidade kobs® se mostrou dependente da fragdo molar
da agua e coincide com os valores das constantes de hidrélise determinados por emissdo

para cada meio reacional (Tabela 12).

Tabela 13: Efeito da 4gua nas constantes de velocidade de aumento de absorbancia (Kobs"®) da
reacdo de TCPO com IMI-H na auséncia de H20-.

AH20 Kobs"®x10% (s Kniax10® (s™)
0,03 0,39+0,01 0,406 £ 0,007
0,06 0,76 £ 0,03 0,73+0,03
0,1 1,14 + 0,08 1,22 + 0,06
0,2 1,93+£0,01 1,92 £0,02
0,3 2,2+0,1 2,88 £ 0,02

A 25°C, [TCPO] = 0,1 mmol L, [IMI-H] = 0,2 mmol L%, [H20,] = 0,00 mmol
L%; médias de trés réplicas. Valores de Knig obtidos da Tabela 12 para TCPO.
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3.4 Efeito da 4gua sobre 0 passo de quimiexcitacdo do sistema peroxioxalato
Experimentos cinéticos de emissdo da reacdo tanto de oxalato de bis(2,4-dinitrofenila)
(DNPO) como de oxalato de bis(2,4,6-triclofenila) (TCPO) com H.O; catalisada por imidazol
e em misturas aquosas de 1,2-dimetoxietano (DME : H»O) foram efetuados, de forma a se
verificar a influéncia da agua sobre a velocidade dessa transformacéo e de elucidar o papel
exato da dgua na diminuicéo drastica da eficiéncia de quimiexcitacdo. Inicialmente a reacéo
com DNPO foi estudada variando a concentracdo de agua de 0 a 7 mol L™ e utilizando 3
concentracgdes diferentes de ativador (DPA). As curvas cinéticas de decaimento da intensidade
de emissdo em funcdo do tempo foram ajustadas por uma equacdo monoexponencial
(Equacdo 1). Para cada curva ajustada, foram determinados os parametros cinéticos (Tabela
14) e relacionadas com a fragdo molar de H.O (Figura 10). Analogamente aos estudos
realizados com DNPO foram obtidas as constantes de velocidade de decaimento (Kobs) € 0S
rendimentos quanticos de quimiexcitacdo (®s) para a reacdo com TCPO, tanto em misturas
aquosas de DME como em acetato de etila (EtOAc) nas mesmas condi¢cdes experimentais
(exceto a concentracdo do ACT que foi dobrada) (Tabela 15 e 16). As constantes de

velocidade observadas foram correlacionadas com a [H20] (Figura 11).

Observou-se que a constante de velocidade de decaimento aumenta com a concentragao de
agua no sistema, para ambas as reacdes. Nota-se dependéncia linear de kops com a [H20] para
areacdo de TCPO (Figura 11) tanto em misturas de DME quanto em acetato de etila, porém,

para DNPO observa-se uma correlagdo complexa entre o kobs € a [H20] (Figura 10).
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Tabela 14: Efeito da [H,O] na constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo

(Kobs) € no rendimento quantico singlete (®s) da reagdo de DNPO com H>O, em misturas DME :

H>O usando trés concentra¢des de ACT.

[DPA] gm0 [H20]mol L' Ke(s?)  ®x 10°(E mol™)
mmol L!
0,00 0,00 0,045 + 0,002 1,38 £ 0,05
0,010 0,11 0,0529 + 0,0004 1,5+0,1
0,020 0,22 0,0559 + 0,0007 1,65+ 0,04
0,030 0,34 0,0569 + 0,0006 1,75+ 0,03
0,05 0,040 0,46 0,060 + 0,003 1,78 £ 0,01
0,060 0,70 0,063 + 0,004 1,81+ 0,05
0,080 0,95 0,063 + 0,002 1,71 £ 0,06
0,10 1,2 0,0687 + 0,0007 1,51 £ 0,06
0,20 2,6 0,0731 + 0,0004 0,71 £0,03
0,30 4.4 0,091 + 0,008 0,211 £ 0,001
0,40 6,5 0,131 +0,003 0,060 + 0,003
0,00 0,00 0,050 + 0,003 1,75+ 0,01
0,010 0,11 0,058 £ 0,001 2,03+ 0,03
0,020 0,22 0,059 + 0,002 2,4+0,1
0,030 0,34 0,063 + 0,002 2,62 +£0,03
0,1 0,040 0,46 0,0643 = 0,0007 2,94 +0,06
0,060 0,70 0,067 + 0,003 3,0+0,1
0,080 0,95 0,070 + 0,006 2,9+0,1
0,10 1,2 0,074 + 0,004 2,76 £ 0,07
0,20 2,6 0,081 + 0,001 1,21+£0,01
0,30 44 0,100 + 0,002 0,39 + 0,02
0,40 6,5 0,136 + 0,005 0,11 0,01
0,00 0,00 0,052 + 0,001 14,9+ 0,1
0,010 0,11 0,0581 + 0,0005 16,4+0,4
0,020 0,22 0,059 + 0,003 16,8 £0,6
0,030 0,34 0,061 + 0,002 16,9 +£0,3
1 0,040 0,46 0,062 + 0,001 17,1 +0,6
0,060 0,70 0,066 = 0,003 17,2+0,7
0,080 0,95 0,067 = 0,003 16,93 £ 0,02
0,10 1,2 0,069 + 0,005 16,01 + 0,4
0,20 2,6 0,087 + 0,004 9,3+0,1
0,30 4.4 0,103 + 0,003 39+0,3
0,40 6,5 0,149 = 0,007 1401

Condicdes experimentais: [DNPO] = 0,10 mmol L', [H,O,] = 10 mmol L', [IMI-H]

=0,20 mmol L.
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Tabela 15: Efeito da [H,O] na constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissao

(Kobs) € no rendimento quantico singlete (®s) da reagao de TCPO com H,O, em misturas DME :

HzO.
AH20 [HzO] Kobs X 108 dD;x 103
(mol L1 (sh (E mol?)
0,00 0,00 0,70 + 0,07 2,69+ 0,06
0,010 0,11 0,79+ 0,05 2,79+0,04
0,020 0,22 0,8+0,1 3,2+0,2
0,030 0,34 0,85 + 0,08 3,50+0,3
0,040 0,46 0,91 + 0,07 3,61+0,05
0,060 0,70 09+0,1 4,56 £ 0,06
0,080 0,95 1,25+ 0,09 42+0,1
0,10 1,2 1,4+0,1 38+04
0,20 2,6 20+0,2 2,1+£0,2
0,30 4,4 28+0,4 0,76 £ 0,06
0,40 6,5 44+04 0,35+0,03

Condigdes experimentais: [TCPO] = 0,10 mmol L% [IMI-H] =
0,20 mmol L [DPA] = 0,20 mmol L e [H.0;] = 10 mmol L%
solvente: DME.

Tabela 16: Efeito da [H.O] na constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo

(kobs) € no rendimento quantico singlete (®s) da reagdo de TCPO com H»>O, em misturas acetato

de etila : H,O.

YH20 [H20] Kobs X 10° D x 103
(mol L) (s (E mol?)
0 0,00 0,47 + 0,03 1,9+0,3
0,01 0,11 0,62 + 0,03 2,2+0,2
0,02 0,22 0,635 + 0,001 26%0,2
0,03 0,34 0,71 £ 0,04 2,7+0,1
0,04 0,46 0,79+ 0,01 2,93+0,09
0,06 0,70 09+0,1 3,2+0,3
0,08 0,95 1,01 + 0,09 2,24 +0,01
0,1 1,2 1,1+0,2 1,9+0,2
0,2 2,6 20+0,1 1,2+£0,3

Condicdes experimentais: [TCPO] = 0,10 mmol L*%; [IMI] = 0,20 mmol
L%, [DPA] = 0,20 mmol L* e [H202] = 10 mmol L*%; solvente: acetato de

etila.
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Como mostra a Figura 12, para a reagdo com DNPO, existe um aumento inicial do
rendimento quantico com o incremento da concentragdo da agua seguido por uma diminui¢ao
significante, de mais de uma ordem de grandeza, para maiores concentragdes. O
comportamento dos rendimentos € similar para diferentes concentracdes do ativador DPA.
Nota-se que, tanto para a reagdo com DNPO como com TCPO (Figura 13) a diminui¢ao dos

rendimentos comega a partir de uma fragio molar de 0,06 ([H20] = 0,7 mol L.

0161 [DPA]=0,05mM
0441 ¢ [DPA]=0,1mM
s [DPA]=1mM

HEHO——P—

[ 2 2

:
0,06 - ?i*
004 DNPO
o 1 2 3 4 5 6 7
[H>0] (mol L1

Figura 10: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissao

com a [H20] da reacdo de DNPO nas trés concentracGes de DPA em misturas DME : H,O.
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Figura 11: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emisséo
com a [H20] da reacdo de TCPO em misturas DME : H,O e EtOAc : H20.
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Figura 12: Dependéncia dos rendimentos quéanticos singlete obtidos da reagdo de DNPO com

H20, com a [H2Q] nas trés concentracbes de DPA.
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Figura 13: Dependéncia dos rendimentos quanticos singlete com a [H20] obtidos da reagdo de

[H,0] (mol L)

TCPO com H20; em misturas DME : H20 e EtOAc : H20.

A polaridade do meio para as varias fracdes molares de agua em DME foi
determinada, utilizando-se medidas do pardmetro de polaridade empirico Et1(33).
Conforme esperado, com o incremento da concentracio da &4gua ocorre um
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deslocamento hipsocromico da banda de transferéncia de carga da sonda Er(33),

indicando o aumento da polaridade empirica do sistema (Tabela 17).

Tabela 17: Valores de ET(33) nas diferentes misturas DME : H,O

ZH,0 Ex(33)

(kcal mol?)
0,00 45,02
0,010 46,49
0,020 47,81
0,030 48,22
0,040 48,79
0,060 50,16
0,080 50,95
0,10 51,61
0,20 55,30
0,30 57,19
0,40 58,34

3.5 Parametros de quimiluminescéncia da reacdo peroxioxalato em 1,2-
dimetoxietano (DME) e em misturas DME : H20

Para entender melhor o passo de quimiexcitacdo do sistema peroxioxalato, a reacao do
DNPO com H.O; catalisada por IMI-H, foi estudada em vérias fragdes molares de agua
usando diferentes ativadores como 9,10-difenilantraceno (DPA), 2,5-difeniloxazol
(PPO), perileno (PER), rubreno (RUB), rubreno sulfonado (RUB sulfonado) e a rodamina
6G (ROD). As fracdes molares de agua usadas nestes estudos foram 0,02; 0,06 e 0,1. Para
fins de comparacao, experimentos controle em DME foram conduzidos inicialmente na
maioria dos casos. A partir das curvas cinéticas obtidas foram determinadas as constantes
de velocidades e os rendimentos de formacao de estados excitados singlete (Tabela 18,
19 e 20)

Os valores das constantes de velocidade foram correlacionados com a [ACT] em cada
uma das fraces molares de 4gua (Figura 14). Foi observado que esses valores mostraram
ser independentes da concentragdo de ACT para todo o intervalo de concentragdes

utilizado e em cada uma das fragdes molares de agua.
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Tabela 18: Efeito da [DPA] e [PPO] nas constantes de velocidade de decaimento (Kobs) € Nos

rendimentos de formacao de estados excitados singlete (®s), da reacdo de DNPO com H,0; nas

diferentes misturas DME : HO.

YH20 =0 Y20 = 0,02
ACT  [ACT] Kobs @, x10? Kobs @, x102
(mmol L) (sh (E mol?) (sh (E mol?)
0,05 0,056 + 0,003 0,14 £ 0,04 0,060 + 0,002 0,189 + 0,002
0,1 0,0580 + 0,0006 0,25 + 0,06 0,0599 + 0,0005 0,296 £+ 0,004
DPA 0,2 0,057 + 0,002 0,50 + 0,07 0,061 + 0,001 0,525 +£ 0,007
0,5 0,0560 + 0,0007 1,0+01 0,0594 + 0,0006 1,10 £0,03
1 0,057 £ 0,001 16+0,2 0,060 + 0,001 1,65+ 0,02
5 0,057 + 0,002 - 0,059 + 0,002 2,824+ 0,08
YH20 = 0,06 xu20= 0,1
[ACT] Kobs @ X102 Kobs @ X102
(mmol LY (sh (E mol?) (sh (E mol?)
0,05 0,060 + 0,002 0,194 + 0,008 0,0696 + 0,0008 0,17 +0,02
0,1 0,062 + 0,004 0,366 + 0,002 0,068 + 0,002 0,334 + 0,002
DPA 0,2 0,063 + 0,004 0,66 = 0,02 0,069 = 0,002 0,64 +0,01
0,5 0,061 + 0,001 1,33+ 0,05 0,069 = 0,002 1,28 0,02
1 0,063 £ 0,002 2,3+0,1 0,0680 + 0,0002 2,0+£0,1
5 0,063 + 0,003 3,75+ 0,02 0,070 = 0,001 3,32+ 0,04
xH20=0 AH20 = 0,02
[ACT] Kobs @, x10°* Kobs @, x10°
(mmol LY (sh (E mol?) (sh (E mol?)
0,05 0,056 = 0,002 0,083 £ 0,001 0,060 = 0,001 0,16 £ 0,02
0,1 0,056 = 0,003 0,15+ 0,03 0,059 = 0,002 0,29 +£0,01
PPO 0,2 0,055 + 0,006 0,23+0,01 0,059 + 0,002 0,48 £ 0,03
0,5 0,0556 + 0,0008 0,53 £ 0,02 0,0594 + 0,0003 0,99+0,01
1 0,0561 + 0,0008 0,95+ 0,03 0,0587 £ 0,0008 16+0,1
5 0,056 + 0,002 21+0,1 0,058 = 0,002 3,9+£0,2
%H20 = 0,06 xm20= 0,1
[ACT] Kobs @, x10° Kobs @, x10°
(mmol L) (s9) (E mol) (s (E mol)
0,05 0,064 £ 0,001 0,33+0,04 0,069 + 0,002 0,16 £ 0,02
0,1 0,0630 £+ 0,0004 0,53 +£0,07 0,068 + 0,001 0,31 £0,05
PPO 0,2 0,064 + 0,001 0,94 £ 0,01 0,069 = 0,002 0,58 £ 0,04
0,5 0,0633 = 0,0001 18+0,1 0,069 = 0,001 1,1+0,.2
1 0,0641 +0,0003 47+0,2 0,069 £ 0,001 1,7+£0,3
5 0,064 + 0,001 8,605 0,069 + 0,002 42+0,1

Condigdes experimentais: [DNPO] = 0,1 mmol L%; [IMI-H] = 0,2 mmol L%, [H20,] = 10 mmol L
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Tabela 19: Efeito da [PER] e [RUB] nas constantes de velocidade de decaimento (Kobs) € Nos

rendimentos de formacao de estados excitados singlete (®s), da reacdo de DNPO com H,0; nas

diferentes misturas DME : HO.

YH20=0 YH20 = 0,02
ACT  [ACT] Kobs @, x10? Kobs @, x102
(mmol L) (sh (E mol?) (sh (E mol™)
0,025 0,055 + 0,003 -- -- -
0,05 0,0558 = 0,0008 16+0,2 0,0582 = 0,0007 19+0,1
0,1 0,056 + 0,002 26+0,1 0,059 + 0,001 3,0+£01
PER 0,2 0,056 + 0,003 34+03 0,059 + 0,001 43+0,2
0,5 0,056 + 0,004 50+0,1 0,059 + 0,001 59+0,2
0,8 0,055 + 0,005 -- -- -
1 0,056 + 0,003 58+0,2 0,059 + 0,001 6,3+0,3
5 0,056 + 0,005 3,8+0,3 0,059 = 0,001 45%0,2
A H20 = 0,06 A H20 = 0,1
[ACT] Kobs @ X102 Kobs @ X102
(mmol L?) (s (E mol?) (s (E mol?)
0,025 -- -- 0,069 = 0,001 1,1+£0,1
0,05 0,063 + 0,002 2,56 £ 0,02 0,0670 = 0,0002 2,0+£0,2
0,1 0,063 + 0,002 4,20 + 0,04 0,069 + 0,001 3,1+01
PER 0,2 0,063 = 0,002 6,1+0,2 0,0683 + 0,0007 45+0,3
0,5 0,063 + 0,002 8,704 0,068 + 0,001 6,2+04
0,8 - -- 0,069 + 0,002 6,4+0,1
1 0,064 + 0,002 94+0,3 0,069 + 0,003 6,7 £0,2
5 0,064 + 0,001 73+0,2 0,069 + 0,001 51+0,1
YH20=0 Y20 = 0,02
[ACT] Kobs @, x102 Kobs ®; x102
(mmol L) (s (E mol?) (sh (E mol™)
0,025 0,056 + 0,002 --
0,05 0,055 + 0,001 9,7+0,6 0,057 £ 0,001 131
0,1 0,055 = 0,002 14+1 0,058 = 0,003 18+1
0,2 0,056 = 0,002 18+1 0,056 = 0,002 212
RUB 0,5 0,056 + 0,002 202 0,056 + 0,002 231
0,8 0,055 + 0,003 -- -- -
1 0,0554 + 0,0008 211 0,0564 + 0,0004 24+1
5 0,0552 + 0,0008 22+2 0,0562 = 0,0001 23+2
xH20 = 0,06 xH20=0,1
[ACT] Kobs @, x10° Kobs @, x10?
(mmol L) (s (E mol?) (sh (E mol™)
0,025 0,064 = 0,001 -- 0,069 = 0,002 101
0,05 0,064 = 0,001 223 0,069 = 0,002 161
0,1 0,063 £ 0,001 302 0,068 + 0,001 212
RUB 0,2 0,064 + 0,002 371 0,0685 = 0,0007 271
0,5 0,0638 £+ 0,0001 43+2 0,0698 + 0,0006 293
0,8 0,064 + 0,001 -- 0,068 + 0,001 292
1 0,064 + 0,001 44 +3 0,069 + 0,002 301
5 0,0638 + 0,0008 392 0,068 = 0,002 303

Condigdes experimentais: [DNPO] = 0,10 mmol L%; [IMI-H] = 0,20 mmol L, [H.0;] = 10 mmol L*



Tabela 20: Efeito da [ROD] e [RUBsuif] nas constantes de velocidade de decaimento (Kobs) € Nos

rendimentos de formacao de estados excitados singlete (®s), da reacdo de DNPO com H,0; nas
diferentes misturas DME : H,O.

YH20= 0,02 xH20= 0,06
[ACT] Kobs @, x10° Kobs @, x10°
(mmol L) (sh (E mol?) (sh (E mol?)
0,0005 0,055 + 0,001 0,25%0,01 0,061 + 0,001 0,33+0,01
0,001 0,054 + 0,002 0,50 £ 0,02 0,0610 = 0,0003 0,60 = 0,02
ROD 0,002 0,056 + 0,003 0,88 £ 0,01 0,060 + 0,001 1,03+0,03
0,005 0,0568 + 0,0003 2,01 +£0,02 0,0596 + 0,0004 2,52+0,01
0,01 0,057 + 0,003 3,12 £0,01 0,060 + 0,001 3,91 £0,02
xH20=0,1
[ACT] Kobs @ x10°
(mmol LY (sh (E mol?)
0,0005 0,068 = 0,001 0,34 £0,01
0,001 0,069 + 0,002 0,59 £ 0,02
ROD 0,002 0,070 + 0,002 1,11 £0,03
0,005 0,0690 = 0,002 2,49 +£0,01
0,01 0,0696 = 0,0003 3,84 £ 0,02
AH20 = 0,02 A H20 = 0,06
[ACT] Kobs @ x10° Kobs @, x10°
(mmol L?) (s (E mol?) (s (E mol?)
0,00015 0,059 £ 0,005 0,061 +0,001 0,061+ 0,003 0,095 + 0,004
0,0003 0,060 x 0,006 0,083 +0,002 0,063+ 0,004 0,14 £ 0,02
RUB 0,00045 0,058 + 0,004 0,099+ 0,001 0,062 £0,003 0,17+0,01
Sulf 0,0006 0,059 + 0,006 0,115+ 0,002 0,064 £+ 0,002 0,20+0,01
0,00075 0,060 = 0,007 0,125+ 0,003 0,061 = 0,006 0,22 £ 0,02
xH20=0,1
[ACT] Kobs @, x10°
(mmol LY (sh (E mol?)
0,00015 0,071 + 0,004 0,081 +£ 0,001
0,0003 0,071 + 0,004 0,124 + 0,004
RUB  0,00045 0,070 +0,003 0,14 + 0,07
Sulf 0,0006 0,071 + 0,002 0,15+0,03
0,00075 0,071 + 0,003 0,17 £ 0,02

Condigdes experimentais: [DNPO] = 0,10 mmol L%; [IMI-H] = 0,20 mmol L, [H20;] = 10 mmol L*
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Figura 14: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emisséo

com a concentragdo dos ativadores em varias fracfes molares de agua.
Com base nos dados apresentados, é possivel dizer que a constante de velocidade Kops
se mostrou independente da natureza e [ACT], porém observou-se que 0 aumento da

fracdo de agua causou um incremento desta (Figura 14).
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3.6 Estudos cinéticos com TCPO em 1,2-dimetoxietano (DME) anidro e em misturas

DME : H20 1:1 (v/v) usando cumarinas e a curcumina como ativadores.

Tanto as cumarinas quanto a curcumina sao de grande interesse quimico devido a suas
caracteristicas fluorescentes, podendo ser aplicadas como sondas.”®82 Com o intuito de
estudar o sistema peroxioxalato usando esses compostos como ativadores, foram
efetuados experimentos cinéticos da reacdo entre o0 TCPO e H20- catalisada por IMI-H.
Inicialmente a reacéo foi realizada em 1,2-dimetoxietano (DME) anidro e posteriormente

num sistema binario DME : H>O na proporcéo 1:1 (v/v).

Os experimentos cinéticos foram iniciados com a adicdo de TCPO ao meio cujo
solvente utilizado era DME ou mistura DME : H20 contendo H202, IMI-H, e ACT, e foi
registrado o perfil temporal de emissdo. Obtiveram-se curvas de decaimento de primeira
ordem para a reacdo peroxioxalato em diversas concentracdes de ACT (Figura 15) e a
partir do tratamento das curvas com equacdes exponenciais de primeira ordem
determinaram-se as constantes de velocidade observada (Kons), bem como os rendimentos

de formacédo de estados excitados singlete (®s) (Tabela 21).

1000 cumarina 153 1000 cumarina 153

A 10,0016 20,026 mmol Lt B 0,0016 a 0,026 mmol L
800 A

[e]

o

o
1

600 4

Intensidade (u.a.)

400+ 400

Intensidade (u.a.)
(2]
8

200 200

0 50 100 150 0 20 40 60
Tempo (S) Tempo (s)

Figura 15: Perfis cinéticos da intensidade de emissao para a variacdo da [cumarina 153]. [TCPO]
= 0,10 mmol L, [H202] = 10 mmol L?, 25°C; (A) em DME, [IMI-H] = 5,0 mmol L, usando
600V/10nm de voltagem e fenda da fotomultiplicadora (B) em DME : HO 1:1 (v/v), [IMI-H] =

2,0 mmol L%, usando 400Vv/10nm de voltagem e fenda da fotomultiplicadora.
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Os valores das kons S mostraram independentes da concentra¢do das cumarinas e da
curcumina tanto em DME quanto na mistura binaria DME : H2O 1:1 (v/v), obtendo-se
médias de Kobs = 0,044 *+ 0,001 e kops = 0,17 * 0,01 s, respectivamente (Tabela 21,
Figura 16).

Tabela 21: Efeito da [ACT] na constante de decaimento de emissdo (Kops) € nos rendimentos de
formacdo de estados excitados singlete (®s), na reacdo de TCPO com H,0, em DME e DME:H,0

1:1 (v/v) respectivamente.

DME? DME:H0 1:1 (v/v)®
ACT [Cum] x 103 Kobs D x 108 Kobs (297 104
(mmol L) (sh (E mol?) (s (E molh)
1,65 0,0459 + 0,0008 0,88 +£0,01 0,171 + 0,001 20+0,1
3,30 0,0460 + 0,0006 1,58 +0,03 0,18 £ 0,02 3,1+0,7
4,95 0,0459 + 0,0007 21+04 0,1752 + 0,0003 40+0,2
Cum 153 6,60 0,0454 + 0,0004 2,34+0,3 0,18 £ 0,02 48+0,1
9,90 0,046 + 0,001 3,3+0,9 0,171 + 0,003 6,5+0,2
16,5 0,0459 + 0,0008 46+0,6 0,179 + 0,007 8,2+0,8
26,4 0,0457 + 0,0002 6,4+0,4 0,192 + 0,002 12,0+0,4
57 0,043 + 0,001 0,041 + 0,003 0,16 £ 0,01 0,241 + 0,002
11,4 0,044 + 0,002 0,080 + 0,001 0,151 + 0,006 0,366 + 0,007
17,1 0,044 + 0,003 0,1+0,01 0,17 +0,01 0,51 +0,06
Cum 120 22,8 0,043 + 0,001 0,14 + 0,02 0,16 £ 0,01 0,55+0,03
34,2 0,041 + 0,004 0,22 +0,04 0,162 + 0,008 0,74 £ 0,02
57,0 0,042 + 0,003 0,30 +0,03 0,16 £ 0,01 1,00+ 0,03
91,2 0,045 + 0,001 0,40 + 0,05 0,155 +0,008 1,1+0,3
3,37 0,043 + 0,002 0,020 + 0,001 0,158 + 0,007 0,12+0,01
6,75 0,0427 +0,0006 0,040 + 0,005 0,163 + 0,005 0,24 + 0,04
10,0 0,0434 +0,0003 0,059 + 0,002 0,153 + 0,002 0,32 +£0,02
Cum 151 13,5 0,0436 +0,0002 0,077 £0,01 0,17 £0,01 0,40 + 0,03
20,0 0,0438 + 0,0003 0,11 +0,01 0,17 £0,01 0,54 +0,01
34 0,0437 +0,0008 0,20 + 0,02 0,15+ 0,01 0,70 + 0,03
54 0,044 + 0,002 0,31+ 0,03 0,170 + 0,002 1,37 + 0,05
5 0,0428 + 0,001 1,7+0,1 0,18 +0,01 7,7+0,6
10 0,043 + 0,001 26+0,2 0,17 £ 0,003 11,6 +0,8
Curcumina 50 0,0428 + 0,001 52+0,1 0,181 +0,02 19,1+2
100 0,046 + 0,001 6,2+0,2 0,173 + 0,003 201
200 0,044 + 0,003 95+0,1 0,187 + 0,008 22+2

Condigdes experimentais: [TCPO] = 0,1 mmol L, [H20,] = 10 mmol L, 25°C; 2 [IMI-H] = 5 mmol L1, ©
[IMI-H] =2 mmol L.

Os rendimentos quanticos se mostraram dependentes da natureza dos ativadores, além

disso eles aumentam com a concentra¢do de cada um deles (Tabela 21). As correlagdes

entre os rendimentos quanticos e a concentragdo e natureza dos ativadores serdo efetuados

na Discussao.
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Figura 16: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo
(Kobs) com a concentragdo das cumarinas ou da curcumina para a reagdo de TCPO com [H202] em
DME e DME : H,0 1:1 (v/v). [TCPO] = 0,10 mmol L, [H202] = 10 mmol L, [IMI-H] = 5,0 mmol L
YDME), [IMI-H] = 2,0 mmol L (DME : H,0), 25°C.

3.7 Estudos de microesferas baseadas no sistema peroxioxalato

Com o intuito de incrementar os rendimentos quanticos do sistema peroxioxalato em
meio aquoso, estudou-se a reacdo do TCPO com H»O, em microesferas, usando
inicialmente acetato de celulose, para o encapsulamento do éster junto do ACT rubreno.
O método padrdo para a preparacdo das microesferas esta ilustrado no Esquema 14.
Inicialmente foram dissolvidos 20 mg de acetato de celulose (AcCel), 20 mg de TCPO e
10 mg de rubreno em 4 mL de acetona. A solucdo foi gotejada em 10 mL de 4&gua MQ
sob agitacdo magnética controlada com rotacdo de 1500 rpm. A suspensdo obtida foi
centrifugada e as microesferas lavadas com &gua, centrifugadas novamente e

ressuspendidas em 10 mL de agua MQ. Experimentos cinéticos de emissdo foram
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iniciados com a adicdo do H20> a cubeta de fluorescéncia contendo 1 mL da suspensédo
das microesferas e 1 mL tampao borato, mantendo sempre a concentracéo final do Gltimo
em 100 mmol L. A reacdo foi conduzida neste meio uma vez conhecido bem o
comportamento deste sistema em tamp&o borato.® O perfil cinético da intensidade de
emissdo mostra um aumento abrupto da intensidade seguido de um decaimento mais lento
(Figura 17), o qual foi ajustado por uma equacdo monoexponencial (Equacédo 1)

fornecendo os parametros cinéticos correspondentes.

Acetona (4 ml)

p———t

ressuspendel e

1,0

10 mL & R

1 mL 1 mL
[P—

LK
Tampdo borato

Esquema 14: Método padréo utilizado na preparagdo das microesferas de acetato de celulose

contendo TCPO e RUB e sua reacdo quimiluminescente com perdxido de hidrogénio.
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Figura 17: Exemplo do perfil cinético de emissdo de luz para a reacdo peroxioxalato usando

microesferas de acetato de celulose preparadas pelo método padrdo em tampéo borato (100 mmol
LY e pH =10, 25°C, [H202] = 100 mmol L%, [RUB]s= 1,0 mmol L%, [TCPOJ]f= 2,2 mmol L™

Uma vez preparadas as microesferas, foi possivel obter os espectros de quimiluminescéncia e

fluorescéncia como mostra a Figura 18.
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Figura 18: Espectro de emissdo de quimiluminescéncia (QL) e fluorescéncia (Flu) das

Intensidade (u.a.)

microesferas de acetato de celulose preparadas pelo método padrdo em tampédo borato (100
mmol L) e pH = 10. [H20;] = 100 mmol L?, [RUB]s = 1,0 mmol L, [TCPOJs = 2,2 mmol L™

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos na auséncia e presenca de HyO2, Aexc = 442 nm, 25 °C
A fotoexcitacdo das microesferas em 442 nm gerou emissdo de luz em 560 nm, que é
um comprimento de onda tipico de rubreno. Apés a adi¢do de 100 mmol L™ de peréxido

de hidrogénio, elas realizaram uma reacdo de quimiluminescéncia para emitir luz no
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mesmo comprimento de onda. Os resultados demonstram que as microesferas sequestram
0 TCPO e rubreno em estreita proximidade em seu nucleo hidrofobico para permitir que
realizem a reacéo de quimiluminescéncia em resposta ao perdxido de hidrogénio.
Inicialmente, foi estudado o efeito do pH na reacdo das microesferas em tampéo borato
100 mmol L. A partir dos perfis cinéticos de emissdo (Figura 19) obtiveram-se as Kops
e os Ocr (Tabela 22). Em pH = 11 foi observado um perfil composto por duas fases,

sendo a kons mostrada na Tabela 22 obtida a partir do ajuste aplicada a segunda curva (2).

——pH=8
16041 ——pH=9
< —— pH=10
3
o 120
o]
(58]
o
'3 80
=
40
0 T T T
0 500 1000 1500
Tempo (3)

Figura 19: Exemplo dos perfis cinéticos de emissdo de luz para a reacdo peroxioxalato usando
microesferas de acetato de celulose preparadas pelo método padrao em tampao borato (100 mmol
L) variando o pH. 25 °C, [H20,] = 100 mmol L, [RUB]s = 1,0 mmol L%, [TCPO]s = 2,2 mmol L.

Tabela 22: Efeito do pH na constante de velocidade de decaimento de emissdo (Kobs) € NO
rendimento de quimiluminescéncia (®cL) da reacdo peroxioxalato usando microesferas de acetato

de celulose preparadas pelo método padrdo em tampéo borato 100 mmol L.

pH Kobs X 102 (s1) ®ci x 10* (E mol )
8 0,11 +0,01 3,35+ 0,07

9 0,26 +0,02 4,20 + 0,08

10 0,38 £0,03 52+0,2

11 0,61 £0,02 7,3+0,3

A 25 °C, [H20,] = 100 mmol L%, [RUB]s= 1,0 mmol L,
[TCPOJ¢=2,2 mmol L™

Observou-se um incremento da kKobs com 0 pH do meio, aumentando seis vezes 0s

valores do menor para o maior pH (Tabela 22). Também se notou um leve incremento
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do rendimento ®c. com a crescente alcalinidade do meio, obtendo-se um maior
rendimento de emissdo do sistema num pH acima do valor de pKa do tampéo borato
(pKaz = 9,24). Os ensaios de emissdo apresentados a seguir foram efetuados em pH=10,
sempre medindo o pH da solucdo na cubeta antes e depois da aquisicao do perfil temporal
de emissé&o.

Adicionalmente, estudou-se o efeito da variacdo da proporcdo das microesferas no
meio tamponado em pH = 10, registrando-se os perfis cinéticos de emissédo (Figura 20)
dos quais se obtiveram as kobs € 0s @cL (Tabela 23). Diferentes quantidades da suspenséao
das microesferas foram adicionadas a cubeta, completando com tampdo borato até um
volume de 2 mL. Nestes experimentos, tomou-se 0 cuidado de manter sempre a
concentracéo final de tamp&o borato em 100 mmol L. Observou-se que a variagio na
quantidade de microesferas ndo influenciou na constante de velocidade Kobs podendo-se
extrair uma média de kops= 0,42 + 0,01 s (Figura 21, esquerda). Da mesma forma, o
rendimento quantico pareceu ndo variar com o incremento da quantidade de microesferas

fornecendo uma média de dc. = (5,0 + 0,2) x 10 (Figura 21, direita).

—— 0,5 mL + 1,5 mL (tampé&o)
—— 0,6 mL + 1,4 mL (tampao)
—— 0,8 mL + 1,2 mL (tampao)

/g —— 1 mL + 1 mL (tampé&o)
s 150 1 ——1,5mL + 0,5 mL (tampéo)
g
3
< 100+
‘D
[y
2
£ 504 %\
0 T T '
0 200 400 600 800
Tempo (s)

Figura 20: Exemplo dos perfis cinéticos de emissdo de luz para a reagdo peroxioxalato usando
microesferas de acetato de celulose em tampdo borato (100 mmol L) variando a proporcéo de
microesferas. 25 °C, [H.0;] = 100 mmol L™, pH = 10.
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Tabela 23: Efeito da propor¢do das microesferas preparadas pelo método padréo na constante de

emissdo (Kops) € No rendimento de quimiluminescéncia (®c.) em tampéo borato 100 mmol L™,

Vesferas (%) kobs XlOZ (S_l) (I)CLX 104 (E m0|'1)
25 0,43 +£0,01 50£0,2
30 0,43£0,01 4,81 +0,02
40 0,41 0,01 52+0,1
50 0,42 £ 0,02 4804
75 0,40 £ 0,01 50+£04
A 25°C; [H202] = 100 mmol L*; pH = 10.
0,6 6
0,5 518 o % %
—~ 04- ° 9 ° ° @ ‘_-i\ 4
— ’ o
) £
S 0,3 w 31
2 <
?g 0,2 S 24
x
< O
0,1 S 1
0,0 T T T T T 0 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80
Vmicroesferas (%) Vmicroesferas (%)

Figura 21: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo
(Kobs) € do rendimento de quimiluminescéncia (®dc) com a variacdo da proporcdo das

microesferas.

De forma a se determinar o nimero de mol de TCPO incorporado nas microesferas,
utilizado nos célculos do rendimento quantico em cada proporcdo das quantidades de
microesferas, 20 mg de TCPO e 20 mg de acetato de celulose foram dissolvidos em 4 mL
de acetona. A solucdo foi gotejada em 10 mL de 4gua MQ sob agitacdo magnética.
Posteriormente as microesferas centrifugadas foram dissolvidas em acetato de etila e foi
obtido o espectro de absorcdo com a adigdo de [IMI-H] = 1,5 mmol L. O espectro mostra
a intensificacdo das bandas de absor¢éo em 288 e 296 nm, indicando a formacéo do fenol
correspondente (Figura 22). A partir dos valores de absortividade molar (g) para os
maximos de absorcao do 2,4,6-triclorofenol (TCP), apds reacdo completa do TCPO com
IMI-H foi possivel estimar o contetdo do TCPO nas microesferas analisadas. O resultado
obtido foi de 98% em relacdo a quantidade de TCPO utilizada na preparacdo das

microesferas.
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Figura 22: Espectro de absorcéo das microesferas dissolvidas em acetato de etila com IMI-H (1,5

mmol L) com espectros da reacéo registrados em 100 ciclos de 30 segundos cada e com maximo
de absorcdo em 288 e 296 nm correspondente ao fenol liberado.

Também estudou-se o efeito da concentracdo de H>O. na sua reacdo com as
microesferas em um meio tamponado (pH = 10). A partir dos perfis cinéticos de emissao
obtiveram-se os parametros lo, kobs € das areas de emissdo total, ®c. (Tabela 24).
Observou-se que tanto os valores da intensidade inicial de emisséo (lo) quanto os
rendimentos de quimiluminescéncia (dc.) aumentaram com a [H20z2].

Tabela 24: Efeito da [H202] na constante de velocidade de decaimento de emissdo (Kobs), nNa

intensidade inicial de emissao (lo) € no rendimento de quimiluminescéncia (®c.) em pH=10, na

reacdo das microesferas preparadas pelo método padrao.

[H202] (mmol L) Kobs X 10% (s1) lo x 10% (E s?) ®c x 10* (E mol?)
0,5 0,21 +0,01 0,74 + 0,08 0,2+0,1
2,0 0,219 + 0,002 1,32 £ 0,06 0,87 £0,05
5,0 0,221 + 0,001 1,7+0,2 14+0,1
10,0 0,24 +£0,01 3,61 0,04 24+0,2
20,0 0,25 +0,02 52+0,3 28+0,5
50,0 0,31+0,01 6,3+0,6 3,9+0,3
100 0,41 + 0,03 8,2+0,9 5105
200 0,48 £ 0,04 10,6 +£0,8 6,0£0,3

A 25°C; pH = 10, [RUB]; = 1,0 mmol L, [TCPOJs = 2,2 mmol L.

Uma questdo fundamental com o uso da reagdo peroxioxalato em solugGes aquosas €
a instabilidade dos ésteres a hidrolise da agua. No entanto, o encapsulamento do oxalato

nas microesferas deve protegé-lo da hidrélise, fornecendo um ambiente hidrofébico com
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baixa permeabilidade a 4gua. Portanto, investigamos a estabilidade das microesferas em
meio aquoso, incubando-as em agua neutra por varios periodos e medindo o espectro de
absorcéo adicionando imidazol (5 mmol L™?) & solugdo sobrenadante (Figura 23). N&o
foi observado a liberacdo do fenol num periodo de 8 horas sugerindo que as microesferas
estabilizam o oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) dentro de seu nucleo hidrofébico

evitando assim a hidrélise.

10
—t=1h
0,8 ——t=5h
——t=8h
o
S 06-
<
«Q
=
S 041
o)
<
0,2-\\
0,0

260 280 300 320 340 360 380 400

A (hm)
Figura 23: Espectro de absorcdo das microesferas armazenadas em agua com adicdo de IMI-H
(5 mmol LY.

Também foi estudada a estabilidade das microesferas quando armazenadas em tampéo
borato pH = 10 por diversos intervalos de tempo. Para isso, as microesferas foram
ressuspendidas depois da sua preparacdo em tampao borato pH = 10 em vez de agua, para
serem usados nos experimentos cinéticos apos diferentes tempos de armazenamento.
Observou-se que tanto a Kkops quanto a intensidade de emissdo diminuem

significativamente com o tempo de incubagédo (Figura 24).
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Figura 24: Dependéncia da Kobs € as lo na reagdo de H.O, com as microesferas preparadas pelo
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método padrdo mantidas em pH =10 com o tempo. [H.0,] = 100 mmol L.
A estabilidade das microesferas em pH = 10 também foi estudada por absorcdo. A Figura

25 mostra a liberacdo de fenolato com o tempo de incubacéo.

Absorbancia

280 300 320 340 360 380 400
A(nm)
Figura 25: Espectro de absor¢do das microesferas de acetato de celulose obtidas pelo método

padrdo e armazenadas em tampéao borato (pH = 10).

De forma a se comparar microesferas preparadas de formas diferentes, foram
conduzidos experimentos de emissdo misturando microesferas separadas de TCPO (20
mg de acetato de celulose e 20 mg de TCPO) e rubreno (20 mg de acetato de celulose e
10 mg de rubreno). Foi observado que a intensidade de emissdo € reduzida
consideravelmente, sendo 10 vezes menor (Figura 26), tanto em pH = 10 quanto em pH

= 11, que a obtida quando prepararam-se microesferas contendo TCPO e rubreno juntos
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(Figura 19). Notou-se que em pH = 11, nessas condi¢Oes de preparacdo, tambem se

obteve um perfil temporal complexo.

pH=10 104 oH=11

Intensidade (u.a.)

Intensidade (u.a.)
o =~ N W M 0O N ©

200 400 600 800 0 200 400 600 800
Tempo (s) Tempo (s)

o

Figura 26: Exemplos de perfis cinéticos de emisséo de luz para a reagdo peroxioxalato usando
microesferas separadas de TCPO e rubreno em tampé&o borato (100 mmol L) e pH = 10 e 11.
25 °C, [H202] = 100 mmol L%, [RUB]s = 1,0 mmol L%, [TCPOJ¢ = 2,2 mmol L.

Na sequéncia foram preparadas microesferas variando-se a proporcdo entre 0s
reagentes, usando neste caso 20 mg de acetato de celulose, 10 mg de TCPO e 10 mg de
rubreno, dissolvidas em 8 mL de acetona e ressuspendidas em 20 mL de 4gua MQ. Foi
estudado o efeito do pH e os perfis cinéticos de emissdo (Figura 27) forneceram valores
de kobs € dcL (Tabela 25). Observou-se que tanto a kops quanto os rendimentos quanticos

incrementam linearmente com a alcalinidade do meio (Figura 28).

Intensidade (u.a)
S

0 500 1000 1500 2000
Tempo ()

Figura 27: Exemplo dos perfis cinéticos de emissdo de luz para a reacdo peroxioxalato usando
microesferas de acetato de celulose em tampéo borato (100 mmol L?) variando o pH. 25 °C,
[H202] = 100 mmol L%, [RUB]¢= 1,0 mmol L, [TCPO]¢ = 1,1 mmol L.

69



Tabela 25: Efeito do pH na constante de velocidade de decaimento de emissdo (Kons) € No
rendimento de quimiluminescéncia (®c) na reacdo peroxioxalato usando microesferas de acetato

de celulose em tampéo borato 100 mmol L.

pH Kobs X 102 (5_1) D¢ x 10* (E mol'l)
8 0,06 £ 0,02 15+£0,1

9 0,16 £ 0,01 2,02 +0,07

10 0,266 + 0,008 24+0,1

A 25°C [H202] = 100 mmol L, 1:1(v/v) microesferas/tamp&o.
20 mg de acetato de celulose, 10 mg de TCPO e 10 mg de
rubreno, dissolvidas em 8 mL de acetona e resuspendidas em
20 mL de agua MQ

0,31 2,51
“."\ 2,01
T 024 S
L v € 15
NS| EJ/
= i{?' 1,04
201 <
= |
X © 0,51
(S
0,0 +— ; ; : . 0,0 +—= - - - -
8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
pH pH

Figura 28: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo
(Kobs) € do rendimento de quimiluminescéncia (®cL) na reacdo das microesferas de acetato de

celulose com a variagéo do pH, [RUB]s = 1,0 mmol L, [TCPOJ¢= 1,1 mmol L.

Com a finalidade de se comparar o comportamento da reacdo peroxioxalato em
microesferas feitas com polimeros de celulose de diferente hidrofobicidade, experimentos
cinéticos de emissdo foram efetuados em microesferas do éster misto acetato butirato de
celulose. O método de preparacdo foi igual ao descrito anteriormente e utilizaram-se as
mesmas proporgoes dos reagentes nas microesferas.

Inicialmente estudou-se o efeito do pH em tampao borato e foram registrados os perfis
cinéticos de emissao (Figura 29) dos quais se obtiveram os parametros Kops € ®c. (Tabela

26).

70



100

—~ 80
<
=
<} 60
k]
<
=)
2 40
&
c
- 20
0 T T T T
0 500 1000 1500 2000

Tempo (s)
Figura 29: Exemplo dos perfis cinéticos de emissdo de luz para a reagdo peroxioxalato usando
microesferas de acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrdo em tampdo borato
(100 mmol L) variando o pH. 25 °C, [H20,] = 100 mmol L*, [RUB]s = 1,0 mmol L, [TCPOJ«
=2,2mmol L*.

Tabela 26: Efeito do pH na constante de velocidade de decaimento de emissdo (Kos) € NO
rendimento de quimiluminescéncia (®c.) na reagdo peroxioxalato usando microesferas de acetato

butirato de celulose preparadas pelo método padrdo em tampao borato 100 mmol L.

pH Kobs X 10? (S_l) D¢, x 10* (E mol‘l)
7 0,079 £ 0,007 9,3+04
8 0,085 £ 0,001 79+0,2
9 0,090 £ 0,007 43+05
10 0,229 + 0,007 3,52+ 0,04
11 0,66 = 0,02 1,89 +£0,04

A 25 °C [H20,] = 100 mmol L?, [RUB]s = 1,0 mmol L?,
[TCPOJ¢= 2,2 mmol L,

Observou-se um incremento da Kons cOm 0 pH do meio sendo que 0s Kobs permanecem
constante para valores de pH entre 7 e 9 e aumentam significativamente para os valores
de pH 10 e 11. Os valores de kons aumentaram uma ordem de grandeza do menor valor de
pH para o maior (Tabela 26). Nesse caso, ao contrario do que foi observado com as
microesferas de acetato de celulose, 0s rendimentos ®c. diminuiram com a crescente
alcalinidade do meio.

Também foi estudado o efeito da concentracdo de H.O> a qual foi correlacionada com
0s parametros Kobs, loe ®c obtidos dos perfis cinéticos de emissdo (Tabela 27). Os estudos

foram realizados em pH = 10.
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Tabela 27: Efeito da [H20:] na constante de velocidade de decaimento de emiss@o (Kons), Na
intensidade maxima de emisséo (lo) € no rendimento de quimiluminescéncia (®c) na reacdo das
microesferas de acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrdo em pH=10.

[H202] (mmol L) kopsX 10?2 (st) 1o x 10 (E sY) D¢ x 10* (E mol?)

2,0 0,155 + 0,007 0,9+0,05 0,87 +0,05
50 0,157 + 0,004 15+01 1,71+0,1
10,0 0,159 + 0,002 2,3+0,2 2,92+0,2
20,0 0,167 + 0,01 45+0,1 35+05
50,0 0,181+ 0,01 6,0+0,3 514+0,3
100 0,212+0,01 75+0,8 7,92+0,7
200 0,236 + 0,02 91+05 8,5+0,7
500 0,282 + 0,01 9,2+0,4 8,4+0,7
1000 0,34 + 0,02 9,1+0,7 8,5+0,3

A 25°C; pH =10, [RUB]¢ = 1,0 mmol L, [TCPOJ¢ = 2,2 mmol L.

O efeito da concentracdo do H>O> apresentou um comportamento similar ao observado
nas microesferas de acetato de celulose tanto na Kops quanto na I e nos ®c., sendo que

estes parametros aumentam com o incremento da concentracdo de H,Oo.

Estudou-se o efeito na proporcdo das microesferas no meio tamponado em pH = 10,
registrando-se os perfis cinéticos de emissdo dos quais se obtiveram os parametros Kops €
dc (Tabela 28). Também foi observado que a quantidade de microesferas nao influenciou
na Kobs Nem nos ®c, podendo-se extrair uma média de (0,222 + 0,005) x 102 (s1) e (3,7
+0,2) x 10 E mol* respectivamente (Figura 30).

Tabela 28: Efeito da propor¢do das microesferas na constante de emisséo (Kobs) € N0 rendimento
de quimiluminescéncia (®c.) na reacdo das microesferas de acetato butirato de celulose

preparadas pelo método padrdo em tampéo borato 100 mmol L.

Vesferas (%) Kobs X107 () D¢ x 10* (E mol?)
25 0,22 £ 0,001 3,709
30 0,217 £ 0,004 4008
40 0,23 0,01 341
50 0,225 + 0,002 35+0,7
75 0,219 £ 0,001 3,8+0,6

A 25 °C; [H,0,] = 100 mmol L*; pH = 10.
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Figura 30: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emisséo

(Kobs) € do rendimento de quimiluminescéncia (®c.) com a variagdo da proporgdo das

microesferas de acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrao.

Foi também estudada a estabilidade das microesferas incubando-as em tampéo borato
pH=10 por varios periodos de tempo e medindo sua quimiluminescéncia em resposta ao
peroxido de hidrogénio (100 mmol L1). N&o foi observada uma variagéo significativa nas
Kobs NEM nos ®dc. com o incremento do tempo (Figura 31). Estes resultados demostraram
que as microesferas protegem o éster oxalico da hidroélise por um tempo relativamente

longo.
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Figura 31: Dependéncia da ks € 05 ®cina reagéo de H,0, (100 mmol L) com as microesferas

de acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrdo mantidas em pH = 10 com o tempo

de armazenamento.
De forma a se comparar os rendimentos quanticos de quimiluminescéncia num meio

exclusivamente aquoso usando tampdo borato e os rendimentos usando microesferas de
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acetato butirato de celulose, experimentos cinéticos de emissao foram conduzidos nas
mesmas condi¢bes experimentais. Foi usado o rubreno sulfonado como ativador nos
estudos em meio totalmente aquoso e o rubreno nas microesferas. Os valores dos
rendimentos quanticos de quimiluminescéncia apresentados na Figura 32 mostraram ser
varias ordens de magnitude maiores no caso das microesferas. I1sso demonstra que a
eficiéncia da reacdo peroxioxalato pode ser incrementada encapsulando o éster oxalico e
0 ativador em microesferas de acetato butirato de celulose.

Determinou-se o didmetro hidrodindmico das microesferas por espalhamento
dindmico de luz em &gua e tampéo borato em pH = 10 (Figura 33 e 34). Foi verificado
que o diametro ndo muda quando as microesferas sdo suspensas num meio mais alcalino
sendo o valor destes 1423 + 677 nm (dgua), 1375 + 543 nm (pH=10) e 1280 + 856 nm
(dgua), 1337 + 420 nm (pH = 10) para as microesferas de acetato de celulose e acetato

butirato de celulose, respectivamente.

150
@ =(3,0+0,1) x 10° E mol™ 250 ®¢ = (7,0£0,1) x 10* E mol™*

200

100
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100

Intensidade (u.a.)
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lild b i b
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Figura 32: Exemplos dos perfis cinéticos de emissdo da reacdo peroxioxalato em tampdo borato

(100 mmol L) pH = 8,2 usando rubreno sulfonado (1,14 x 102 mmol L?) como ativador
(esquerda) num voltagem e fenda da fotomultiplicadora de 1000V/20nm respectivamente e em
microesferas de acetato butirato de celulose usando rubreno (1,14 x 102 mmol L) como ativador
(direita), 800V/20nm. [TCPO] = 0,1 mmol L, [H.0,] = 100 mmol L*
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Figura 33: Espalhamento dinamico de luz das microesferas de acetato de celulose em (A) dgua
(B) tampéo borato (100 mmol L) pH=10.
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Figura 34: Espalhamento dindmico de luz das microesferas de acetato butirato de celulose em
(A) 4gua (B) tampdo borato (100 mmol L) pH=10.

A partir dos resultados obtidos com as microesferas baseadas no sistema
peroxioxalato, experimentos de estabilidade dessas e dos reagentes encapsulados foram
realizados tanto armazenando as amostras liofilizadas quanto as suspensfes aquosas das
microesferas. Nesses estudos, varias amostras de esferas de acetato de celulose e acetato
butirato de celulose com TCPO e rubreno foram preparadas usando o mesmo
procedimento anteriormente descrito e estas foram liofilizadas e mantidas secas na
geladeira. Apds diferentes tempos de armazenamento, as amostras foram ressuspendidas
em agua e sujeitas a reagdo com perdxido de hidrogénio. Observou-se um aumento
significativo da intensidade de emissdo da amostra de acetato de celulose liofilizada e

diretamente ressuspendida em agua, em comparagdo as amostras nao liofilizadas (Figura
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35A). Na amostra de acetato butirato de celulose, as duas amostras possuem intensidades
similares, porém, a liofilizada apresenta decaimento de intensidade mais lenta, levando a

um rendimento quantico maior (Figura 35B).

360+
320 A —— néo liofilizado 80 B néo liofilizada
280 — liofilizado — liofilizada

240 -
200 1
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0 1000 2000 3000 4000 5000 0 500 1000 1500 2000
Tempo () Tempo ()
Figura 35: Exemplos de perfis cinéticos de emissdo das amostras liofilizadas e néo liofilizadas

obtidas pelo método padrédo de A) acetato de celulose, B) acetato butirato de celulose em tampéao
borato (100 mmol L), pH = 10, [H20;] = 100 mmol L™

As amostras hidratadas dos dois tipos de microesferas foram mantidas em agua por
varios dias a temperatura ambiente, estudando-se sua estabilidade através de
experimentos de emissdo de luz. A partir da integracdo direta dos perfis cinéticos (Figura
36) determinou-se o rendimento quantico em dependéncia com o tempo de incubagdo em

agua (Tabela 29).
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Figura 36: Perfis cinéticos de emissdo das amostras liofilizadas mantidas por 1 dia na geladeira,
ressuspendidas em agua e mantidas por tempos diferentes e sujeitos a reagdo com perdxido de
hidrogénio (100 mmol L) em tampé&o borato (100 mmol L), pH = 10, A) acetato de celulose,

B) acetato butirato de celulose.
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Tabela 29: Efeito do tempo de incubacdo em &gua das microesferas obtidas pelo método padrao

apos 1 dia liofilizadas no rendimento de quimiluminescéncia (®cy)

AcCel AcButCel
Tempo (dias)  ®c. x 10* (E mol?)  Tempo (dias) @c, x 10* (E mol?)

1 29,8+ 0,4 1 202

2 21+1 2 19+2

3 21,005 3 171

4 192+0,8 6 161

7 19+1 9 55+04

15 120£0,5 - -

pH = 10, [H.02] = 100 mmol L™, [RUB]s = 1,0 mmol L1, [TCPO]s = 2,2 mmol L.

Apbs sete (07) dias da preparacdo das amostras liofilizadas e mantidas secas na
geladeira, experimentos de emissdo também foram realizados para verificar a
estabilidades dessas em agua. A partir da integracdo direta dos perfis cinéticos (Figura

37) foram determinados os rendimentos quanticos (Tabela 30).
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Figura 37: Perfis cinéticos de emissao das amostras liofilizadas mantidas por 7 dias na geladeira,

0 1000

ressuspendidas em agua por tempos diferentes e sujeitos a reacdo com perdxido de hidrogénio
(100 mmol L) em tampéo borato (100 mmol L?), pH = 10, A) acetato de celulose, B) acetato
butirato de celulose.
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Tabela 30: Efeito do tempo de incubagdo em agua das microesferas obtidas pelo método padréo

apos 7 dias liofilizadas no rendimento de quimiluminescéncia (®PcL).

AcCel

Tempo (dias)

DcL X 104 (E mol'l)

1
2
3
4
7
15

176+£0,5
12,3+0,2
12,0+0,4
12,0+£0,5
11,9+0,7
7,2+09

AcButCel
Tempo (dias) ®c x 10* (E mol?)
12,3+0,5
12+1
95+0,8
7+1

PN W NP

pH = 10, [H20;] = 100 mmol L, [RUB] = 1,0 mmol L%, [TCPOJs = 2,2 mmol L.

Finalmente, ap6s 21 dias de preparacdo das amostras, também foi estudada a

estabilidade dessas em agua. Da integracdo direta dos perfis cinéticos (Figura 38) de

emisséo foram obtidos os rendimentos quéanticos (Tabela 31).
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Figura 38: Perfis cinéticos de emissao das amostras liofilizadas mantidas por 21 dias na geladeira,

ressuspendidas em agua por tempos diferentes e sujeitos a reacdo com peréxido de hidrogénio

(100 mmol L) em tampéo borato (100 mmol L?), pH = 10, A) acetato de celulose, B) acetato

butirato de celulose.

Tabela 31: Efeito do tempo de incubagdo em agua das microesferas obtidas pelo método padrédo

apos 21 dias liofilizadas no rendimento de quimiluminescéncia (®cL).

AcCel

Tempo (dias)

D X 104 (E mol'l)

1
2
3
4
7
15

25+1
18+2
18+1
16,8 +0,8
158 +0,7
8+1

AcButCel
Tempo (dias) @c, x 10* (E mol?)
38+4
25+1
19+2
18+ 3

O OITN

pH =10, [H202] = 100 mmol L%, [RUB]¢ = 1,0 mmol L, [TCPO]s = 2,2 mmol L™
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Perfis cinéticos de emissao diferentes foram obtidos apds 21 dias da preparacdo e
liofilizacdo dessas amostras (Figura 38). Em todos os casos foi observado uma
diminuicdo dos rendimentos quanticos com o tempo de incubacdo em agua tanto para as
microesferas liofilizadas de acetato de celulose quanto para as de acetato butirato de

celulose.
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4. Discussao
4.1 Hidrolise de oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) em diferentes misturas

de solventes moleculares e agua.

Misturas binarias de agua e solventes organicos sdo extensivamente empregadas em
sinteses organicas e em estudos de mecanismos de reacdo.8% O maior interesse em
utilizar misturas binarias para estudos mecanisticos € o fato que, nestas misturas, as
propriedades do meio podem ser continuamente variadas simplesmente alterando a
proporcéo entre os dois componentes. Além disso, misturas binarias entre solventes
apolares e polares permitem efetuar reacdes contendo tanto reagentes polares quanto
apolares.

O conhecimento da cinética de hidrélise de ésteres oxalicos € importante para a
utilizacdo da reacdo peroxioxalato em meio aquoso devido a ocorréncia dessa reacdo, que
diminui o rendimento quéntico de quimiluminescéncia. Portanto, para a aplicacdo
analitica dessa reacdo seria importante estabelecer condicGes reacionais para executar
essa transformacao em meios ao menos parcialmente aquosos.

Neste trabalho, foi possivel se estudar a hidrolise do oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila)
(TCPO) em misturas aquosas de trés solventes moleculares diferentes: 1,2-dimetoxietano
(DME), acetonitrila (ACN), e 2,2,2-trifluoroetanol (TFE). Os experimentos foram
seguidos por absorcdo no UV-Vis a partir da formacao de 2,4,6-triclorofenila (TCP) em
296 nm. As constantes de velocidade observadas (Kobs) de formagéo de TCP pelo hidrolise
de TCPO apresentaram desvios bastante significativos do comportamento ideal,
correlacdo linear entre o Kops € a fragdo molar da agua nas trés misturas de SM : agua
(Figura 39, esquerda). Em todos os casos, 0 aumento da velocidade para fragdes molares
baixas de agua, se mostrou pequeno, indicando uma clara ocorréncia de uma solvatagado
preferencial do éster oxalico pelo solvente molecular, levando a uma protegdo deste da

hidroélise.
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Com o intuito de se estudar melhor o efeito do meio, os resultados foram comparados
com a hidrolise do carbonato de bis(2,4-dinitrofenila) (DNPC) nas mesmas condicdes
experimentais. A Figura 39 mostra uma diferenca muito significativa no comportamento
para ambos ésteres. Os dados obtidos nas diferentes misturas binarias SM : H.O
mostraram que a reacdo do TCPO aparentemente é pouco sensivel a efeitos do meio.
Notou-se que as Kobs Sa0 similares nas trés misturas binarias. No entanto, para a reacao
com DNPC, a constante de velocidade mostrou-se dependente tanto da concentracdo da

agua quanto da natureza dos solventes moleculares. Além disso, para a reacdo em DME

foi observado um comportamento quase ideal.
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Figura 39: Dependéncia da constante de velocidade de aumento de absorbancia (Koss) com 0

incremento da fragdo molar de H2O na reacdo de hidrolises do TCPO e DNPC em diferentes
meios aquosos.

Para ambas as reacdes, foi observado que a velocidade é menor nas misturas TFE :
H>O. Estes resultados sdo esperados devido a acidez do solvente molecular em relacéo
aos outros o que faz que diminua a nucleofilicidade da agua. No caso de DNPC a
velocidade de reagdo mostrou-se bem maior em misturas binarias de DME. Esse resultado
poderia ser explicado tendo em vista que 0 DME, ao ser consideravelmente mais basico

que a ACN®®, esta agindo como uma base geral para a molécula de 4gua que ataca o éster,

como mostrado na Figura 40.
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Figura 40: Estrutura de estado de transi¢do sugerida para a reac¢do de hidrélise de DNPC na
presenca de DME.
No entanto, como foi observado que, aparentemente, o0 meio reacional ndo tem muita

influéncia na constante de velocidade de hidrdlise do TCPO, poderia se dizer que essa
reacdo, ou seja, 0 ataque da agua ao grupo carbonila do éster, ocorre atraveés de uma
catélise intramolecular (Figura 41). Como discutido anteriormente, uma possivel
explicagdo na diferenga do comportamento na hidrélise de carbonatos em relagdo aos
oxalatos nos diferentes meios de reacdo poderia ser devido ao tipo de catélise promovida.
Visto que na reagdo com TCPO os valores da constante de velocidade ndo variaram
significativamente nas diferentes misturas e dado a diferenca de basicidade do DME em
comparacao a ACN, pode-se supor que a catélise basica geral do solvente na hidrolise

dos carbonatos é substituida, nesse caso, por uma catélise intramolecular pela carboxila

adjacente do TCPO.
5
0 O—Ar
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o !
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Figura 41: Catélise basica geral intramolecular pelo oxigénio carboxilico do grupo éster
adjacente do TCPO.
Efeitos de solventes na velocidade de uma reacéo podem ser entendidos em termos da

teoria do estado de transicdo. Um aumento da constante de velocidade pode resultar de
um decréscimo de entalpia do estado de transi¢do. Portanto, uma vez conhecido o

comportamento da reacdo com o incremento da temperatura do sistema nas trés misturas
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aquosas, foi determinada a energia de ativagéo (Ea) correlacionando-se In (ki) com 1/T a
partir da equacédo de Arrhenius (Equacéo 4). Também foram determinados os parametros
de ativacdo (Tabela 32) a partir dos graficos de Eyring (Equacéo 5) correlacionando-se

In(ke/T) com 1/T (Figura 42).

Ink, = InA Eq
nl—n RT

(Equacéo 4)

ky kg AS* AH*

In—==In—+
T h ' R RT
(Equagéo 5)
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Figura 42: Gréfico de Eyring correspondente a reacéo de hidrolise do TCPO nas misturas SM :

H>O com XH20 = 0,7.
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Tabela 32: Parametros de ativacao na hidrolise do TCPO numa fragdo molar da agua igual a 0,7

em diferentes solventes moleculares.

Parametros de DME ACN TFE
Ativacao kcal/mol
Ea 8,1+0,2 74+0,1 7,6+0,1
AH? 75+0,2 6,8+0,1 70+0,1
-T(AS?) 155+0,3 156+0,1 15,8+0,2
AG” 23,0+04 224 +0,2 228+0,3
T=298,15 K

E possivel observar-se que os parametros de ativacao sdo bastantes proximos nos trés
meios de reacdo numa fracdo molar da &gua igual a 0,7 (Tabela 32). Estes resultados
confirmam que a reacdo de hidrdlises do TCPO é pouco sensivel a efeitos do meio.
Devido a alta reatividade do éster, espera-se que esta reacio tenha valores de AH” baixos.
Os valores de AS*altamente negativos sugerem um estado de transicdo do passo limitante
altamente ordenado, indicando um alto grau de solvatagdo pela &gua.

Uma vez conhecida a hidrdlise do TCPO nas misturas aquosas dos solventes
moleculares, foram efetuados experimentos cinéticos de emissdo da reacdo de oxalato de
bis(2,4,6-triclorofenila) e H.O. em misturas SM : H.O onde a concentragdo final de agua
([H201y) foi de 3 mmol L. Nesses meios de reacdo a constante de velocidade Kobs Se
mostrou linearmente dependente da concentracdo de H>O» tanto em misturas de DME :
H>O quanto em ACN : H>O (Figuras 2 e 3 esquerda, p 39 ). Em meio aquoso é sabido
que o TCPO sofrera hidrélise (Esquema 15). Entretanto, espera-se que o fato de que
H>O2 é mais nucleofilico do que a agua, devido ao efeito alfa, aumente o rendimento da
via de consumo do éster oxalico por peridrolise, levando a formacdo de intermediarios

importantes da reacdo peroxioxalato (&cido peroxalico).
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O  OH o  OAr O  OOH

kh'd per
+ 2ArOH <-——— e — Produtos + hv
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acido oxalico éster oxalico acido peroxalico

Esquema 15: Hidrolise e peridrélise de ésteres oxalicos com formacdo do acido oxalico e
peroxalico respectivamente.

Da dependéncia linear entre a Kops € a [H202] foram obtidas as constantes de hidrolise
e peridrolise destas reagdes (Tabela 33). Verificaram-se valores maiores de Knid € Kper Na
mistura aquosa de ACN. Esse resultado confirma que as reac¢6es de hidrélise e peridrolise
sdo mais eficientes neste meio do que em misturas aquosas de DME. A constante de
velocidade de peridrolise € muito mais alta que a constante bimolecular da reacdo do
TCPO com agua em ambas as misturas demonstrando a alta reatividade do H>O> em
comparagao com a agua (Tabela 33).

Tabela 33: Valores das constantes de hidrolise (knig) € peridrdlise (kper), Obtidas da dependéncia

de kons com a [H202] na sua reagdo com TCPO em misturas SM : H20.

SM : H,O Knia (™) Kper (L mol*s?®)  kpia- (L mol?s™)
DME : H,O 0,0273 £ 0,0004 0,25+0,01 0,009
ACN : H,0O 0,08 +0,01 1,8+0,2 0,027

[TCPO] = 0,10 mmol L, [Rod] = 0,10 mmol L, [H20]f = 3 mol L?,
pH= 7. Regresséo linear feita com Kobs = Knig + Kper[H202].
Knia= Knig/[H20]

Como discutido anteriormente na hidrolise do éster, o solvente molecular
aparentemente tem pouca influéncia na constante de velocidade. Mesmo assim, foi
observada que tanto a reacdo de hidrolise quanto de peridrélise se mostraram mais rapidas
em ACN. Este fato € surpreendente tendo em vista a maior basicidade do DME
comparado a ACN, conforme visto na hidrélise do DNPC e discutido acima. Da mesma
maneira que na hidrolise, pode-se postular a ocorréncia de uma catélise intramolecular
pelo grupo éster adjacente do ataque nucleofilico do perdxido de hidrogénio ao éster

oxalico (Figura 43).
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Figura 43: Catalise bésica geral intramolecular pelo oxigénio carboxilico do grupo éster
adjacente do TCPO.
Além de poder acontecer uma catalise intramolecular, tanto pela agua quanto pelo

peréxido, um fator importante a considerar € a polaridade do meio que afeta também a
constante de velocidade. Portanto, uma possivel explicacéo aos resultados obtidos poderia
ser devido & ACN ser um solvente mais polar que o DME #, portanto o meio de reagdo
ajuda a estabilizar mais o estado de transicao.

Os resultados obtidos na peridrolise de TCPO em mistura TFE : H20, tanto por
emissdo quanto por absorcdo, mostram claramente um comportamento cinético muito
distinto nesta mistura ao comparar com as misturas com os outros SM. Pela forma do
gréafico de Kops Versus a [H20-], pode-se entender que na equacao cinética deve existir um
termo com ordem maior que um para a concentracdo do peréxido. De fato, foi possivel
ajustar a correlacdo com uma funcdo que contém um termo de primeira e um termo de
segundo ordem para a [H202]. Um ajuste deste tipo foi utilizado anteriormente pelo grupo
para racionalizar a dependéncia da constante de velocidade com a concentracdo de
imidazol na reacdo de TCPO catalisada por esta base nucleofilica em solventes apréticos
como acetato de etila®®. A observacdo de um termo de segunda ordem para a [imidazol]
na lei de velocidade foi interpretada como uma catélise basica geral pelo imidazol a partir
do ataque nucleofilico dele préprio ao éster oxalico, indicando a ocorréncia de catalise
nucleofilica pelo imidazol nessa transformacédo. Entretanto, no caso da rea¢édo de TCPO

com peroxido de hidrogénio em meio aquoso de TFE parece dificil imaginar uma
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interpretacdo mecanistica para o envolvimento de duas moléeculas de peréxido no passo
limitante da reacéo.

Importante destacar novamente, antes conforme mencionado, que nesse meio
reacional a hidrolise tem menor importancia, tendo em vista que a fungéo polinomial pode
ser ajustada sem incluir um intercepto (Figuras 4 esquerda e 5). Isso indica que nesse
meio, a agua se mostra muito pouco (ou nada) nucleofilica, fato entendivel pela alta
acidez do TFE, conforme destacado acima. Com base nisso, considerando-se também o
fato de TFE ser muito pouco basico, pode-se sugerir, por tentativa, uma explicacdo para
a lei cinética observada. O meio reacional TFE : 4gua é muito pouco basico pela baixa
basicidade do TFE e a sua alta acidez, diminuindo a basicidade da dgua pela formacéo de
ligacGes de hidrogénio. Nesse meio de baixa basicidade, o peréxido de hidrogénio poderia
agir como catalisador basico geral para o seu ataque nucleofilico ao carbono do éster
(Figura 44), analogamente a catalise basica geral pelo imidazol na catélise nucleofilica
deste. O estado de transicdo envolvido neste caso poderia ser formulado em analogia
aquele conhecido na catalise nucleofilica do imidazol na hidrolise de ésteres. Porém, essa
hipbtese implica que a catalise intramolecular mencionada acima (Figura 43) seja menos

importante no caso do ataque do peréxido comparado com o da agua.

Figura 44: Catalise basica geral pelo peroxido de hidrogénio do ataque nucleofilico do perdxido

ao éster oxalico.
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4.3 Estudo cinético do sistema peroxioxalato em misturas 1,2-dimetoxietano: agua

Poucos estudos mecanisticos do sistema peroxioxalato tém sido realizados em meio
aquoso, apesar de ser uma importante ferramenta para fins analiticos. Por outro lado, os
oxalatos com substituintes que retiram elétrons, como o oxalato de bis (2,4-dinitrofenil)
(DNPO) e o oxalato de bis (2,4,6-triclorofenil), sdo cada vez mais utilizados em sistemas
de analise de tracos baseados na quimiluminescéncia deste sistema.’” De forma a se
comparar o mecanismo da reacdo peroxioxalato usando estes dois ésteres com reatividade
diferentes, foram efetuados experimentos cinéticos de emissdo da reacdo tanto de oxalato
de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) como de oxalato de bis(2,4-dinitrofenila) (DNPQO) em
misturas aquosas de 1,2-dimetoxietano (DME:H20). Optou-se por utilizar o DME devido
a sua miscibilidade em agua®, além de ndo reagir com nenhum componente do sistema
usado nos ensaios cinéticos. Descartou-se as misturas acetonitrila:dgua devido as
solucBes de H20- preparadas em ACN decomporem-se com o tempo, além do fato de que
guando &gua e acetonitrila sdo misturados, a agua pode formar aglomerados que
influenciam no comportamento dos solutos.®® Também n3o foram utilizadas nestes
estudos as misturas aquosas de TFE ja que foi observado um comportamento bem
diferente do sistema nesses meios.
4.3.1 Mecanismo da reacdo de oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) com H202
catalisada por IMI-H em misturas 1,2-dimetoxietano: agua

Primeiramente, foi observado que o incremento da quantidade de agua no meio causou
um aumento linear da constante de velocidade kobs tanto em misturas DME : H>O quanto
em EtOAc : H20. Para ambos meios de reacdo a concentragdo dos outros reagentes
(TCPO, H202, IMI-H e DPA) foram mantidas inalteradas (Figura 11, p 51). O
incremento da kobs cOm quantidades acrescidas de agua pdde ser explicado considerando

duas possibilidades: (i) hidrélise do ester oxalico que deveria levar a formacéo do 4cido
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oxalico, em uma via responsavel pela reducdo dos rendimentos de emissao do sistema;
(ii) efeito de solvente devido ao aumento da polaridade do meio, levando ao consequente
aumento da velocidade tanto da reacdo de hidrdlise quanto da peridrolise.

Os valores dos rendimentos quanticos singlete incrementaram inicialmente com o
aumento da concentragdo da agua e seguidamente foi observado uma diminui¢ao
significativa, de mais de uma ordem de grandeza para maiores concentragcdes. Notou-se
que tal diminuicio comegou a partir de uma fragdo molar de 0,06 ([H20] = 0,7 mol L)
(Figura 13, p 52). A possivel explicacdo para esses resultados serd discutida mais adiante.

A constante de velocidade de decaimento kobs mostrou dependéncia com a [IMI-H]
para todas as misturas DME : H,O estudadas (Figura 7 esquerda, p 44) e do ajuste de
kobs foram obtidos valores para as constantes de velocidade bi e trimolecular
correspondentes (Tabela 34).

Tabela 34: Valores das constantes de velocidade bimolecular (ki) e trimolecular (k3)) obtidas
da dependéncia de ks com [IMI-H] na reagdo de TCPO com H»O, em diferentes misturas DME
: H20.

ki ki) [H20]
xHz0 (Lmolis)  (L2mol?s?) (mol LY
0,00 34+0,1 1100 * 50 0,00
0,040 3.71+0,08 900 + 11 0.46
0,10 5,9+ 0,2 700 + 30 1.20
0.20 85+ 0,4 600 + 100 260
0.30 11,8404 400 + 50 441
0.40 122406 500 + 100 5.77
0.50 138+0,2 200 + 100 8.21
0.60 183+0.9 100 + 200 11,6

Analisando inicialmente os valores das constantes determinados em DME puro
obtidos por emissdo pode-se dizer que estdo em excelente acordo ao determinado
anteriormente por nosso grupo de pesquisa para acetato de etila®® (Tabela 35). Estes
resultados sugerem que o mecanismo envolvido na reacdo peroxioxalato de TCPO e H20-

catalisada por IMI-H em DME é 0 mesmo para essa transformacdo em EtOAc.
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Tabela 35: Valores das constantes de velocidade bimolecular (ki) e trimolecular (ki3)) obtidas

da dependéncia de kops com [IMI-H] em DME e EtOAc.

Solvente ki (L molts?) ki (L2 mol? s?)
aEtOAC 3,2%£0,6 900 £ 100
®DME 3,4%+0,1 1100 = 50

3\/alores da ref.%® ® Nestes estudos.

Observa-se que 0 aumento da quantidade de agua no meio de reacdo aumentou 0s
valores da constante de velocidade bimolecular ki) a qual estaria associada a
decomposic¢do do TCPO por ataque nucleofilico por imidazol (envolvendo somente uma
molécula de IMI-H) (Tabela 34). Este comportamento pode ser entendido supondo-se
que a agua possa agir como catalisador basico geral nessa etapa. O aumento de ki)
também pode ser entendido simplesmente como um efeito do meio mais polar com o
incremento da quantidade de 4gua. Por outro lado, os valores da constante de velocidade
trimolecular ki) (constante associada ao passo que engloba duas moléculas de IMI-H e
uma de TCPO) apresentam uma tendéncia contraria: ocorre a diminuicdo de ki) com o
aumento da yH-O. Um aumento da quantidade de agua no sistema favorece a formagéao
de ligacdes de hidrogénio entre o imidazol e a agua, meio pelo qual a contribuicdo do
termo trimolecular que surge em funcdo do imidazol vai diminuir com o aumento da

concentracdo da dgua (Esquema 16).

5 +
A Q
baixas [H,0] rOH—O Ar
O \
N, 0+ H
= ’~
a0 0 X/NH/N\;:\I o O
\ ]
0] )OAr 5 + \
- - ArOH o N
N N ' 4\3
N—/ OH‘OAY N
altas [H,0] T osen
&\/N\H//O\

Esquema 16: Ataque nucleofilico do imidazol ao TCPO com catélise bésica por outra molécula

de imidazol em baixas [H-0] e com catélise basica pela agua em altas [H20].
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Da variacdo da [H20-] foi obtida uma dependéncia linear com os valores da Kobs €m
cada uma das diferentes misturas DME : H,O (Figura 8 esquerda, p 46). Embora tenha
sido observada esse comportamento, 0 incremento da Kops Nd0 foi muito significativo
tendo em vista que a concentragdo do H>O> foi aumentada 20 vezes, desde o menor até o
maior valor. A partir do ajuste linear foi possivel obter constantes de hidrolise (knig) €
peridrolise (kper) (Tabela 12, p 46). Um incremento de 4gua causou um aumento da Knid
conforme esperado devido a polaridade do meio reacional. Por outro lado, os valores de
Kper mostraram uma leve diminuicdo com a crescente fragdo molar de agua. Também foi
observado indiretamente nos ensaios de absorcdo nas diferentes misturas DME : H2O que
a decomposicdo de TCPO para o fenol correspondente acontece mesmo na auséncia de
H-.O2 (Figura 9, p 47). As constantes de velocidade obtidas nesses experimentos
mostraram-se dependentes da concentracdo do nucleofilo agua, sendo que esses valores
correspondem a decomposi¢do nao quimiluminescente do TCPO (Tabela 13, p 47).

A partir das observacbes experimentais efetuadas, conclui-se que a reacdo
peroxioxalato de TCPO com H20, em meios aquosos de DME, catalisada por IMI-H,

pode ocorrer a partir do seguinte mecanismo (Esquema 17).

O
AI"O (0] IMI-H O ACT ) )
H > —=7 2CO,+hv Ar = 2,4,6-triclofenila
- AtOH — CIEEL
0" OOH 0—0
H202
K | IMLH
- AtOH
O O
ACT
AIHO kl(Z) e kg3 H 0 IM>—<O MI-H —=7 2CO,+hv
— CIEEL
O OAr 2IMI-H -2 ArOH - IMI-H OOH 0—0
Kiia H,0 k'md
IMI-H 2 IMI-H
HO O HO
H + 2ArOH M
(0) OH

Esquema 17: Mecanismo para a reacdo peroxioxalato de TCPO e H,O, em misturas aquosas de

DME, com catalise por IMI-H.
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Analisando 0 mecanismo proposto, em uma primeira etapa, 0 TCPO ¢ atacado por
duas moléculas de IMI-H formando o intermediario 1,1’-oxalildiimidazolidico, sendo que
0 segundo grupo fendlico € substituido mais rapidamente que o primeiro.® Esse processo
pode ocorrer por catalise geral pelo préprio imidazol ou por agua. Em seguida ocorre o
ataque do perdxido de hidrogénio ou da agua presente no meio a tal intermediario. Ambos
0s processos devem ter alta eficiéncia dada a reatividade do 1,1’-oxalildiimidazolidico.
A peridrolise leva a formacdo de um derivado peracido oxalico. A ciclizacdo desse
derivado forma o intermediario de alta energia (IAE), supostamente a 1,2-dioxetanodiona
(Esquema 17).

Em paralelo com o caminho de catalise nucleofilica por imidazol pode ocorrer a reacao
direta do perdxido de hidrogénio com o TCPO, catalisado por imidazol por CAG (ou
eventualmente CAE) que leva a formacdo do derivado de acido monoperoxalico, cuja
ciclizagéo forma o mesmo IAE, a 1,2-dioxetanodiona (Esquema 17, Kper). A importancia
desta reacdo paralela é evidenciada pela observacdo de uma dependéncia linear de Kops
com a [H202], ndo esperada no caminho da catélise nucleofilica, sendo a constante Kper
correspondente a esse caminho de reacao.

Na Ultima etapa, o IAE interage com o ativador levando-o ao estado eletronicamente
excitado e a emissdo de fluorescéncia. Esta etapa deve ocorrer envolvendo transferéncia
de elétron ou de carga, segundo o mecanismo CIEEL (Esquema 17).

Dois caminhos reacionais envolvendo hidrolise podem ocorrer e levam a
decomposi¢do do TCPO sem a emissdo de luz. Tanto o peréxido de hidrogénio como a
agua, podem reagir diretamente com o TCPO, levando & sua transformacdo em &cido
oxalico, sem emissdo de luz. Esse caminho reacional é observado pelo intercepto da
dependéncia de kobs com a concentra¢do do peroxido, da qual se obtém a constante de

hidrélise de TCPO (Esquema 17, knig). O segundo caminho de hidrolise ocorre por
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substituicdo nucleofilica pelo imidazol e envolve a reacdo de agua com a diimidazolida,
também com formacdo de &cido oxalico (Esquema 17, k'nig). A importancia desse
caminho reacional ndo pode ser deduzida dos dados cinéticos obtidos. Essa contribui¢édo
para o consumo do TCPO sem quimiexcitacdo deve ser similar ou maior que o da
hidrolise direta em comparacdo a peridrélise, devido a maior reatividade e menor
seletividade da diimidazolida.

Porém, os valores de ®s numa fracdo de agua igual a 0,1 ([H.0 = 1,2 mol L) séo
préximos aos obtidos em solvente organico anidro. Esses resultados demonstram que
apesar da alta reatividade do intermediario 1,1’-oxalildiimidazolidico, seu consumo
ocorre preferencialmente por uma via de reacdo com H>O2, mesmo com a 4gua em uma

concentracdo muito superior a do peroxido.

4.3.2 Mecanismo da reacdo de oxalato de bis(2,4-dinitrofenila) (DNPO) com H20:
catalisada por IMI-H em misturas 1,2-dimetoxietano: agua

Como relatado anteriormente, pelo préprio perfil de emissao em DME nas mesmas
condicdes de reacdo, nota-se que DNPO é um éster mais reativo do que TCPO (Figura
6, p 42), portanto espera-se que o H20O. ataque diretamente o éster oxalico.

Inicialmente, observou-se uma dependéncia linear dos valores de kobs com a [IMI-H]
entre 0,2 e 5,0 mmol L, obtendo-se um coeficiente linear e angular de 0,03 +0,02st e
223 + 17 L mol? s respectivamente (Figura 7 direita, p 44). Notou-se que sé foi
possivel estudar essa variagdo de IMI-H em DME puro devido a uma diminuigdo
consideravel do tempo de reagdo nas misturas aquosas, obtendo-se valores de Kobs
consideravelmente acima de 1 s, impossibilitando a obtenc&o de dados cinéticos exatos.
Mesmo em DME puro foi possivel obterem-se dados somente em [IMI-H] até 10 mmol

L (Figura 7 direita, p 44).
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Também foi observada uma dependéncia linear da kobs com a [H202] em todas as
fragdes molares de agua. A partir do coeficiente linear e angular das correlacGes foi
possivel obterem-se valores para as constantes de hidrélise (knia) e peridrolise (Kper)
respectivamente (Figura 8 direita, p 46). A constante de hidrélise, que corresponde a
decomposicdo do DNPO, aumentou com o incremento da fracdo molar de 4gua, conforme
esperado, devido ao aumento da polaridade do meio e ao aumento da concentracdo do
nucleofilo agua. Entretanto, a constante de peridrolise ndo varia significativamente
podendo-se extrair uma média de 6 + 1 L mol*s™ (Tabela 12, p 46).

Em resumo, a reacdo de DNPO e H20 pode ser simplificada a partir do mecanismo
representado no Esquema 18.

(@)

O
ArO (0] ArO O ACT
H . H0, _MIH H IMI-H —=2 2CO,+hv
— CIEEL
0 OAr Eper o OOH 0—0
+ + +
2 Hzo ArOH ArOH
IMI-H | kg Ar = 2 4-dinitrofenila
HO O
H + 2 ArOH
(0] OH

Esquema 18: Mecanismo para a reagdo peroxioxalato de DNPO e H,O, em misturas aquosas de
DME.

A reacdo do DNPO pode ocorrer por duas maneiras, ambas envolvendo ataques
nucleofilicos. A hidrdlise (reagdo com agua), leva a produtos que nao fazem parte da via
quimiluminescente, reduzindo o rendimento de emisséo do sistema. A peridrolise (reagdo
com H;02) forma o peracido intermediario que, por uma ciclizacdo, leva a 1,2-
dioxetanodiona. Tal etapa de ciclizacdo deve ser mais rapida que as anteriores, visto que

esse processo envolve um excelente grupo de partida. O IAE interage com o ativador
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levando-o ao estado eletronicamente excitado que, ao voltar para o estado fundamental,
emite luz (Esquema 18).

Como foi observada uma dependéncia de primeira ordem de kobs em relacdo a [H20:]
e [IMI-H] em DME puro, pode-se entender que ambos reagentes estdo envolvidos no
passo lento da reacdo. Para esse passo é possivel calcular uma constante de velocidade
termolecular (ker) através da razdo entre a constante bimolecular obtida da inclinagdo da
reta e a concentracdo padréo de H>O, e IMI-H (Tabela 36).

Tabela 36: Constantes de velocidade termoleculares (Kir € ki) Obtidas a partir das constantes de
velocidade bimoleculares da dependéncia de kons com as concentragdes de imidazol e peroxido,

respectivamente, para a reagdo com DNPO em DME.

Dependéncia com IMI-H? Dependéncia com H,0.°
[H202] =10 mmo L™ [IMI-H] =0,2 mmo L*
Kier = (22 £+ 2) x 10° K = (20 £ 1) x 10°

a[DNPO] = 0,1 mmo L, [DPA] = 0,1 mmo L, [H20,] = 10 mmo L%, [IMI-H] = 0,2-10 mmo L™
b[DNPO] = 0,1 mmo L, [DPA] = 0,1 mmo L%, [IMI-H] = 0,2, [H.02] = 1-15 mmo L

As duas constantes termoleculares séo iguais, portanto, pode se afirmar que na etapa lenta

de reacdo estdo envolvidas o0 DNPO, o perdxido de hidrogénio e o imidazol.

4.4 Efeito da dgua no passo de quimiexcitacdo do sistema peroxioxalato

O passo de quimiexcitagdo do sistema peroxioxalato, no qual ocorre a formacéo de
estados eletronicamente excitados, é explicado através do mecanismo CIEEL. Como
relatado anteriormente, os rendimentos de quimiluminescéncia deste sistema diminuem
consideravelmente em meio aquoso. Porém, ndo existe nenhum estudo sistematico que
aborda de maneira detalhada a influéncia de agua sobre a eficiéncia de quimiexcitacao do
sistema peroxioxalato, tanto do ponto de vista mecanistico, quanto para a aplicagédo
analitica. De forma a se verificar a influéncia da agua sobre a velocidade dessa
transformacéo e de elucidar o papel exato da agua na diminuicéo drastica da eficiéncia de
quimiexcitagdo, experimentos cinéticos de emissdo da reagdo foram efetuados. Utilizou-
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se tanto de oxalato de bis(2,4-dinitrofenila) (DNPO) quanto de oxalato de bis(2,4,6-
triclofenila) (TCPO) com H20- catalisada por imidazol e em misturas aquosas de 1,2-
dimetoxietano (H.O:DME) para esse fim. Experimentos com TCPO também foram
realizados em acetato de etila:agua. A concentracdo final de imidazol no sistema foi
mantida baixa para, desta forma, minimizar a sua influéncia sobre o passo de

quimiexcitacdo do sistema peroxioxalato.*!

Foi observado que tanto para a reacdo com DNPO (nas diferentes concentragfes do
ativador DPA) como com TCPO (nas duas misturas de SM : H20O) o comportamento geral
dos rendimentos com a concentracdo da agua permanece 0 mesmo, sendo que existe um
aumento inicial do rendimento quantico com o aumento da concentra¢do da agua seguido
por uma diminui¢do significante de mais de uma ordem de grandeza para maiores
concentragcdes. Notou-se que, para ambas as reacOes, a diminuicdo dos rendimentos
comeca a partir de uma fragdo molar de 0,06 ([H20] = 0,7 mol L™). Experimentos com
TCPO também foram realizados de forma qualitativa em misturas aquosas de acetato de
etila. Apesar de que s6 foi possivel estudar a reacdo até uma fragdo molar de 4gua de 0,2
devido a baixa miscibilidade desse solvente, foi observado que nestes meios reacionais o
comportamento dos rendimentos é similar ao observado nas misturas de DME : H>0,

obtendo-se um méaximo também numa fragcdo molar de 0,06 (Figura 13, p 52).

A partir do mecanismo proposto para cada um dos ésteres oxalicos estudados foi
observado que, no caso da reacdo com TCPO, a concorréncia entre a hidrdlise e
peridrolise também pode ocorrer no intermediario da catalise nucleofilica (Esquema 17),
no entanto, 0 DNPO é diretamente consumido tanto pela &gua como pelo H20, (Esquema
18). Para esse ultimo, foi possivel calcular a contribuicdo da hidrélise e peridrolise nos
experimentos realizados nas diferentes fragdes molares de dgua nos quais utilizou-se uma

concentragéo de H.02 de 10 mmol L. Usando essa concentragdo de perdxido, calculou-
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se a porcentagem da contribuicdo da hidrélise para o consumo do éster oxalico (% hidr.)
ocorrendo em cada concentracdo de agua e um fator de correcéo (f(corr)) que foi utilizado
para corrigir os valores dos rendimentos quanticos da Tabela 14, p 49, descontando-se a
decomposicéo do éster por hidrolise (Equacéo 6) (Tabela 37).

khid + kper [HZ 02]
kper [HZ 02]

f(corr) =

(Equagéo 6)
Tabela 37: Valores de % hidr. e f(corr) na reagdo de DNPO com H,0, catalisada por IMI-H,
obtidas da dependéncia de kons com a [H202].

DNPO

20 Y hidr.  f(corr)

0 - 1,00
0,01 1,2 1,01
0,02 2,2 1,02
0,04 3,5 1,04
0,06 4,1 1,04
0,08 4,4 1,05
0,10 4,0 1,04
0,20 16 1,20
0,30 37 1,60
0,40 67 3,04

[DNPO] = 0,10 mmol L, [DPA] = 0,10 mmol L1, [IMI-H] = 0,2 mmol L™
%hidr.: porcentagem da contribuigdo da hidrolise para a destrui¢éo
do éster oxalico;

f(corr): fator de correcdo que deve ser aplicado ao rendimento
guéntico para compensar a hidrdlise do éster oxalico.

Como mostra a Figura 45, para a reacdo com DNPO, a diferenga entre os rendimentos
quanticos corrigidos e ndo-corrigidos é significativa somente para maiores valores de
fracdo molar de &gua. Entretanto, o comportamento geral dos rendimentos com a
concentragdo da dgua permanece 0 mesmo e é similar para diferentes concentragdes do
ativador DPA. A dependéncia dos rendimentos quanticos corrigidos com a [H20] mostra
que esses parametros diminuem mesmo apos a correcdo, descontando a hidrdlise do éster

oxalico, indicando que a eficiéncia do passo de quimiexcitagdo, de inicio, aumenta
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consideravelmente com o aumento da [H20], porém diminui a partir de concentragdes

maiores que 0,7 mol L (Figura 45).
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Figura 45: Dependéncia dos rendimentos quanticos singlete corrigidos e ndo corrigidos obtidos

da reacdo de DNPO com H;O, com a [H-O] em trés concentragdes de DPA.

A polaridade do meio para as varias fracdes molares de agua foi determinada,

utilizando-se medidas do pardmetro de polaridade empirico E7(33). Conforme esperado,

com o incremento da concentra¢do da agua ocorre um deslocamento hipsocrdomico da

banda de transferéncia de carga da sonda Et(33), indicando o aumento da polaridade

empirica do sistema (Tabela 17, p 53). Os valores dos rendimentos para a reagdo com

DNPO foram correlacionados com este parametro de polaridade, mostrando uma curva

de maximo com o0s maiores valores de rendimentos quanticos para uma faixa de

polaridade empirica de Et(33) = 49 a 52 (Figura 46). Esses parecem ser os valores
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“ideais” de polaridade para a estabilizacdo dos pares i6nicos que estdo presentes no passo

de quimiexcitacéo.

w
o

DNPO

®S X 103(E mol'l)

S B B NN W
T
\

[ ]

0,04 [DPA]=0,1 mmol L* °

44 46 48 50 52 54 56 58 60
ET(33) (kcal mol™)

Figura 46: Dependéncia dos rendimentos quénticos de quimiexcitagdo com o parametro de
polaridade empirico E+(33). [DNPO] = 0,10 mmol L, [IMI] = 0,2 mmol L%, [DPA] = 0,10 mmol
L2
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Esquema 19: Processo de solvatacdo na decomposicdo catalisada do IAE.
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Em uma tentativa de explicar os fatos experimentais expostos acima, deve-se
considerar o passo de quimiexcitacdo o qual supostamente ocorre segundo 0 mecanismo
CIEEL. Para se obter a formacao eficiente de estados eletronicamente excitados por esse
mecanismo, tanto a etapa de transferéncia quanto de retrotransferéncia de elétron devem
ocorrer dentro da cavidade do solvente (Esquema 7). Caso haja o escape das espécies
ibnicas intermediarias dessa gaiola, o produto é formado no estado fundamental. Portanto,
uma possivel explicacdo dos resultados acima pode ser dada supondo que pequenas
quantidades de &gua estabiliza o par de ions radicais formados dentro da cavidade do
solvente e a solvatacdo inicialmente contribui para manter essas espécies juntas até o
passo de retrotransferéncia de elétron (responsavel pela formacdo de estados excitados).
A partir de certo valor limite de polaridade os ions radicais podem ser solvatados
individualmente pelas moléculas de agua evitando a possibilidade dessas espécies se
encontrarem novamente. Isso deve levar a diminui¢do dos rendimentos quanticos de

quimiexcitacdo (Esquema 19).

4.5 Parametros de quimiluminescéncia da reagdo peroxioxalato em varias misturas
de DME:H20

Na tentativa de se entender melhor o passo de quimiexcitacdo do sistema
peroxioxalato, a reacdo do DNPO com H.O- catalisada por IMI-H, foi estudada em varias
fracbes molares de agua usando diferentes ativadores como 9,10-difenilantraceno (DPA),
2,5-difeniloxazol (PPO), perileno (PER), rubreno (RUB), rubreno sulfonado (RUBsur) €
a rodamina 6G (ROD). Os valores de kobs Nd0 apresentam variagdo com a natureza nem
com a concentracdo do ativador, obtendo-se médias de Kobs = 0,056 + 0,001; kobs = 0,058
+0,002; Kobs = 0,062 + 0,001 € kops = 0,069 + 0,001 s* nas fragdes molares de agua de O;

0,02; 0,06 e 0,1 respectivamente (Tabelas 18, 19 e 20, Figura 14, p 57). Esse fato
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demonstra que também nesses meios de reacdo a etapa de quimiexcitacdo € muito mais

rapida que as etapas anteriores da reacio e que o ACT participa somente dessa etapa.>

Devido a esses fatos, estudos cinéticos convencionais ndo podem fornecer informacéo
em relacdo ao passo de quimiexcitacdo, pois esse passo ndo € o limitante para a velocidade
de reacdo. Porém, para se obter informagdo mecanistica a respeito da quimiexcitagao
pode-se aproveitar o fato de que neste passo ocorre a formacéo de estados eletronicamente
excitados, os quais se manifestam em forma de emisséo de luz. Sendo assim, a intensidade
de emissdo do sistema depende da velocidade de formacdo de estados excitados em
relagdo a outros eventos que decompdem o IAE. Portanto, variando a natureza e a
concentracdo do ACT, espera-se que a velocidade de sua interacdo com o IAE e,
consequentemente, a intensidade de emissdo se modifiquem. Com isso, 0 passo de
quimiexcitagdo pode ser estudado a partir de medidas indiretas da velocidade da interagéo

entre o ativador e o I1AE.34%

Neste tipo de estudos, a reacdo peroxioxalato é efetuada em uma condicao de reacdo
que leva a resultados cinéticos reprodutiveis, que sdo mantidos sob 0s mesmos
parametros, variando-se somente a concentracdo do ativador. Além disso podem ser
utilizados ativadores com propriedades — por exemplo redox — diferentes. Nessas
condicdes, a cinética da reacdo ndo deve variar, ocorre somente alteracdo na intensidade
de emisséo. Para obterem-se dados quantitativos da variacdo de intensidade de emisséo
com a concentracdo do ACT, considera-se 0 esquema cinético minimo da transformagéo

incluindo o passo de quimiexcitacdo (Esquema 20).

A reacdo do éster oxalico com perdxido de hidrogénio, catalisada por imidazol, forma
o intermediario de alta energia (IAE) no(s) passo(s) lento(s) da reacdo, que pode interagir
com o ACT levando-o0 ao seu estado excitado singlete (ACT*), com uma constante

bimolecular de catélise (kcat). Em concorréncia com esta reacéo tal intermediario pode
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se descompor unimolecularmente (kp). O ACT* formado decai para seu estado

fundamental emitindo luz (k) ou através de um processo ndo radiativo (kp") (Esquema

20).34
ArO @) 0) O
base
H + H,0, —/— 5
o OAr lento 0—0
éster oxalico IAE
ke

AT
IAE + ACT —> ACT* t+ Produtos
kp
IAE ———> Produtos

kp” kg
ACT =—— ACT* —> ACT + hv

Esquema 20: Esquema cinético minimo para a reacao peroxioxalato, com a formagdo do I1AE
nos passos limitantes para a velocidade de reacdo, seguida pela interacdo entre o IAE e 0 ACT,
levando ao estado excitado do ACT (ACT*), que pode emitir luz de fluorescéncia ou sofrer

decaimento ndo radiativo.

Aplicando-se a aproximacdo do estado estacionario tanto para [IAE] quanto para
[ACT*] (especies com tempo de vida muito curto e cuja concentracdo ndo deve variar
significativamente apds estabelecimento do estado estacionario) se pode obter uma
equacdo que correlaciona o rendimento quéantico singlete com a concentracdo de ACT
(Equacéo 7). A referida equagdo indica que a correlagdo entre 1/®@s e 1/[ACT] deve ser
linear e permite, a partir do intercepto, a obtencdo do rendimento quantico singlete em
concentragdo infinita do ACT (®s™), ou seja, em uma condicao hipotética na qual todas
as moléculas de IAE formadas interagem com uma molécula de ACT. Além disso, obtém-
se, a partir da inclinacdo da correlacdo linear, a relacdo entre as constantes de velocidade

keat/kon.** (Esquema 20)
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11, ( ko ) 1
¢ Ps kcardg ) [ACT]
(Equacao 7)

Para todos os ativadores usados e em cada fracdo molar de agua estudada, graficos
lineares da relacdo duplo-reciproco foram obtidos como podemos ver na Figura 47. A
partir das correlagdes efetuadas para todos os ACTs foi possivel determinar os parametros
de quimiluminescéncia do sistema nas diferentes fracdes molares de agua (Tabela 38).

Valores maiores do rendimento quantico singlete na concentracéo infinita do ativador
foram obtidos em uma fracdo molar de 0,06 para todos os ativadores utilizados (Tabela
38). Quanto maior o valor de ®s*, maior a probabilidade da formacdo do ACT* a partir
do par de ions-radicais inicial, o seja, ®s* é diretamente proporcional ao rendimento de

formacao de estados excitados na etapa de retrotransferéncia de elétron.3*

A relacdo entre a constante de velocidade bimolecular do processo de decomposicao
catalisado (kcaT) € a constante de velocidade unimolecular da decomposicdo do IAE (kp),
apresenta uma medida relativa da eficiéncia catalitica de um dado ACT frente a interacdo

com o intermediario, visto que o valor de kp n&o varia com a natureza do ACT.3334
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Figura 47: Gréficos duplo-reciprocos 1/®s vs. 1/ACT para a reagdo de DNPO com H;0O»

catalisado por IMI-H na presenca de varios ativadores em diferentes misturas DME : H.O.
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Tabela 38: Parametros de quimiluminescéncia para a reacdo de DNPO com H,O, catalisado por
IMI-H, em diferentes misturas DME : H,O na presenca de varios ativadores e potenciais de
oxidacdo (Eox"?) e energias singlete (Es) dos ACTs.

ACT Eox” Es A H20 @, x 102 kcat/kp x 1073
(Vvs.SCE) (kJ mol?) (E mol?) (L mol?)
0 22,7+0,6 16+2
RUB 0,61 291 0,02 176+£0.2 32+1
0,06 32,8+£0.6 211
0,1 251+£0.7 22*1
0,02 0,016 £ 0,001 3959 £ 624
RUBsurt 0,61 221 0,06 0,0332 + 0,0002 2660 £+ 50
0,1 0,022 + 0,002 3950 + 890
0 6,4+0,2 6,6+0,6
PER 0,88 273 0,02 7,09 £ 0,05 7,7+0,5
0,06 11,7+0,1 57+0,1
0,1 7,51 +£0,05 71+£0,1
0 36+0,6 0,8+0,1
DPA 1,06 305 0,02 2,95 + 0,06 1,23 +£0,03
0,06 4,62 £ 0,02 0,86 + 0,01
0,1 4,09 £ 0,06 0,90 + 0,02
0,02 0,8+0,1 61+11
ROD 1,39 219 0,06 0,94 £ 0,05 726
0,1 09%0,1 78+ 12
0 0,030 + 0,001 0,48 £0,03
PPO 1,46 356 0,02 0,039 + 0,001 0,57 £ 0,03
0,06 0,27 £ 0,04 0,10 £ 0,02
0,1 0,10+£0,01 0,24 £ 0,03

De acordo com o mecanismo CIEEL, o passo determinante da etapa de quimiexcitacdo
é a transferéncia eletrénica do ACT para o peroxido, com uma constante de velocidade
catalitica (kcat) (Esquema 7). Portanto, uma correlacdo linear entre o logaritmo natural
da relacéo entre as constantes de velocidade bimolecular catalisada e unimolecular da
decomposicdo do IAE (kcat/kp) e o potencial de oxidagdo do ativador é esperada
(Equacéo 8). Esta correlagdo permite determinar os coeficientes de transferéncia de

elétron.%3:94
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k a
ln( CAT) =[nA+ aB — (—) E,, sendoque,B =

kp

RT

(Equacéo 8)

eZ

Ered

RyeRT

RT

onde A, fator pré-exponencial; a: coeficiente de transferéncia de elétron; R: constante dos gases
(8,613 x 10° eV K™); T: temperatura (K); E_,: potencial de oxidacdo do ACT; E_ : potencial de

reducdo do IAE; R : distancia entre os fon-radicais; &: constante dielétrica do solvente; e: carga

do elétron.
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Figura 48: Correlagdo linear entre In(kcat/kn) e Eo!? dos ativadores usados nas diferentes

fracdes molares de 4gua em DME, na reacdo de DNPO (0,1 mmol L) com peréxido de

hidrogénio (10 mmol L) catalisada por imidazol (0,2 mmol L) .Os valores associados ao ROD

e RUBsyir ndo foram incluidos no ajuste linear.

Para cada uma das fragdes molares de 4gua estudadas foi observada uma dependéncia

linear entre In(kcat/kp) e Eox'? dos ACTs (Figura 48) das quais determinou-se os valores

dos coeficientes de transferéncia de elétrons (Tabela 39).
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Tabela 39: Coeficientes de transferéncia de elétron da reagdo de DNPO (0,1 mmol L) com H,0;

(10 mmol L?) catalisado por imidazol (0,2 mmol L) nas fragdes molares de dgua em DME

estudadas.
YH20 a
0 0,10+ 0,01
0,02 0,12 + 0,01
0,06 0,17 £ 0,01
0,1 0,14 + 0,01

O coeficiente a esta relacionado a extensdo da transferéncia de elétron no estado de
transicdo; uma valor de 1,0 indica uma transferéncia (quase) completa do elétron,
enguanto que um valor baixo (perto de zero) mostra pouca ocorréncia de transferéncia de
elétron no estado de transicdo.l’18%:99% Empora os valores obtidos aqui sejam
consideravelmente baixos (Tabela 33), eles indicam a ocorréncia de uma transferéncia
de elétrons do ACT para o peroxido conforme previsto pelo mecanismo do CIEEL. Estes
coeficientes relatados para varios sistemas CIEEL estdo tipicamente dentro da faixa de
0,1-0,3, incluindo para a reagdo peroxioxalato.>*% Os valores de o obtidos nestes estudos
indicam um estado de transicdo precoce em relacdo a transferéncia de elétrons e,
presumivelmente, também a clivagem da ligacdo O-0O, ja que essas duas etapas devem
ser simultaneas.®>** Interessantemente, os valores mostram aumento com o fragdo molar
de agua até o valor de yH20 = 0,6, a condi¢do na qual sdo obtidos os maiores rendimentos
®; para cada concentra¢do do ACT (Tabela 18, 19 e 20, p 54-56 ) e também os maiores
valores para ®s* (Tabelas 38). Entretanto, os valores de o indicam somente a extensao
datransferéncia de elétron do ACT para o IAE no estado de transigéo, sendo determinados
pela velocidade desta transferéncia. Esta velocidade, medida experimentalmente pelo
pardmetro relativo kcat/kp, deve influenciar também nos ®s em uma certa concentragéo
do ACT, porém, o rendimento em “concentragdo infinita do ACT” (®s*) ndo depende
mais desta velocidade, exatamente devido a extrapolacao do gréfico duplo-reciproco para
zero (1/[ACT] =0).
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Mas quais serdo entdo os fatores que devem determinar este rendimento infinito? Com
base no mecanismo CIEEL detalhado (Esquema 18), podemos entender que este
rendimento deve ser determinado pela eficiéncia de quimiexcitacdo do passo de retro-
transferéncia de elétron, ou seja da probabilidade de formar nesta etapa o estado
eletronicamente excitado (pela transferéncia de elétron para o orbital LUMO do ACT) ao
invés do estado fundamental (pela transferéncia de elétron para o orbital HOMO do
ACT). 33349798 Conforme  discutido  anteriormente,® essa probabilidade de
quimiexcitacdo e, com isso, o rendimento ®s* devem depender, primeiramente, da
energia liberada no passo de retro-transferéncia de elétron; isso sendo valido para a reacdo
do mesmo IAE com ACTs similares estruturalmente.?-*

Seguindo essa argumentacéo, foram calculados os valores de energia livre liberada na
etapa de retro-transferéncia de elétron com formacao de espécies no estado fundamental

(AGrre) € excitado (AG rTe) para os diferentes ativadores (Tabela 40).

Tabela 40: Energia do estado singlete (Es), potencial de oxidag&o de meio pico (Eox*?), energia
livre de retro-transferéncia de elétron levando a produtos nos estados fundamental (AGrre) €

singlete excitado (AG rre) para varios ACT.

ACT Eox™ AGrTe Es AG RrTe®
(Vvs.SCE)  (kJ mol?)? (kJ mol?)® (kJ mol?)e
ROD 1,39 -395 219 -176
RUB 0,61 -318 221 -97
RUBsui 0,61 -318 221 -97
PER 0,88 -344 273 -71
DPA 1,06 -362 305 -57
PPO 1,46 -400 356 -44

aAGRTE = ‘F[onll2 (ACT) - Eredll2 (COZ)], Eo)(l/2 (ACT) da. Tabela 38 e Eredl/2 (COZ)
=-2,44 V3, ambos vs. SHE. "Valores da ref.** e determinados pelos espectros de
absorcdo e fluorescéncia do ACT. ““AG"rre = AGrre + Es

Como observado na Tabela 40, a variacdo de energia livre, AGrTe, € mais alta
(valores mais negativos) para os ativadores com potenciais de oxidagdo maiores. Por
outro lado, o balanco de energia livre para a etapa de retro-transferéncia de elétron

levando ao estado excitado singlete do ativador (AG rTe), mostra um valor mais alto para
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RUB e diminui com o incremento do potencial de oxidagdo para os outros ativadores. A

excecao dessa tendéncia € a ROD que possui um potencial de oxidacao relativamente alto

(proximo ao PPO), porém tem energia singlete baixa (menor que o RUB), portanto a

energia liberada para quimiexcitacdo ¢ alta (Tabela 40). Correlacionando-se o In(®s™)

com AG'rte em cada uma das fragdes molares de agua, pode-se notar que ha uma

tendéncia de aumento da eficiéncia de formacdo de estados excitados a medida que 0s

valores de AG rre Se tornam mais negativos, exceto para a ROD e 0 RUB sulf, os ACTs

hidrofilicos (Figura 49).
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Figura 49: Correlagao entre o logaritmo natural de ®s” e a energia livre liberada na etapa de retro-

transferéncia de elétron levando a estados excitados (AG"rre) para a reacdo de DNPO com H,0>

com diversos ACTs em varias fragbes DME : H,0.
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Como relatado anteriormente, a mudanca de energia livre da etapa de retro-
transferéncia de elétron foi calculada com base no esquema CIEEL, portanto esse
resultado também contribui para confirmar o mecanismo. No entanto, os dados para dois
ativadores geralmente menos usados - ROD e RUBsy - falham na conformidade com a
sequéncia CIEEL, o que implica que os detalhes desse mecanismo ainda precisam ser
esclarecidos.

Os ativadores hidrofilicos estudados RUBsu € ROD mostram valores de kcat/kp
significativamente mais altos que esperados pelos potenciais de oxidacdo, em
comparagdo com os ativadores hidrofébicos (Figura 48), sendo os valores para RUBsul
maiores que para ROD, conforme esperado pelo menor potencial de oxidacdo do RUB,
que foi usado como o potencial do RUBsu (Tabela 40). Os maiores valores de kcat/kp
dos ACTs hidrofilicos em meios aquosos podem ser entendidos por uma solvatacdo
preferencial destes ACTSs pela agua, aumentando desta maneira a polaridade local do meio
de reacdo, o que pode resultar no incremento da velocidade de transferéncia de elétron,
sendo nesse passo que ocorre a formacdo de espécies carregadas (Esquema 17).

Por outro lado, os rendimentos quanticos de quimiexcitacdo da ROD e RUBsur sdo
bem mais baixos que 0s esperados pela correlacio de s com a energia AG rre (Figura
49). Nesse caso, a solvatacdo preferencial pela agua ndo favorece a formacao de estados
eletronicamente excitado no passo de retro-transferéncia de elétron (Esquema 17). A
maior polaridade do meio causada pela solvatacao preferencial destes ACTSs hidrofilicos,
aparentemente, ndo é favordvel a quimiexcitagdo. Este fato pode ser causado pela
consequente estabilizacdo do par de ion radicais que efetua a retro-transferéncia, desta

maneira sendo menos exergdnica (Esquema 17).
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4.6 Estudos cinéticos com TCPO em 1,2-dimetoxietano (DME) anidro e em misturas

DME:H:0 1:1 (v/v) usando cumarinas e a curcumina como ativadores.

Nos ultimos anos, muitos fluoréforos foram introduzidos no sistema PO-CL. Eles
emitem luz com diferentes regifes de cores como azul, verde, amarelo, laranja e vermelho
100-104 ' Embora, mais tentativas de introduzir novos tipos de fluoréforos paregam atraentes

e tentadoras.

Os derivados cumarinicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, alguns deles
sdo fisiologicamente ativos e muitos deles sdo de grande interesse pratico. %111 Eles sdo
amplamente utilizados como corantes laser*'?, branqueadores dpticos*'® e marcadores
fluorescentes!*2. Por outro lado, alguns dos derivados da cumarina possuem propriedades
antimicrobianas e também sdo empregados no ensaio fluorimétrico de enzimas
proteoliticas em fluidos bioldgicost!4, em imunoensaios fluorescentes!'®, em medigdes de

pH intracelular cerebral'!® e como poderoso farmaco em doengas de pele!?®,

A curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) é um
pigmento fendlico natural amarelo extraido do rizoma de Curcuma longa Linn*'’ e na
ultima década tem sido considerada por suas propriedades bioldgicas e farmacologicas

atrativas, como antibacteriana, antioxidante, antiinflamatdria e antiproliferativa.*'&%9

Experimentos cinéticos de emissdo da reacdo de TCPO com H.O; catalisado por IMI-
H foram conduzidos usando algumas cumarinas e a curcumina como novos ativadores
para essa reacao tanto em meio anidro de DME quanto em misturas bindrias DME:H.O

(1:1 viv).

Analisando-se a Figura 16, p 60 nota-se que os valores de Kobs S80 independentes do
tipo e da [ACT] utilizada no experimento. Este fato demonstra que tanto as cumarinas

quanto a curcumina também participam somente da etapa de quimiexitagdo e ndo das
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anteriores, ndo consumindo o éster oxalico por alguma possivel via paralela a reagédo
peroxioxalato. Esse fato importante mostra também que, os estudos dos derivados
cumarinicos possuindo grupos amino, potencialmente basicos e nucleofilicos, nédo
interferem na reacdo, o que leva a formacéo de um intermediario de alta energia essencial
para a quimiexcitacao.

Verificou-se que os rendimentos quanticos singlete para a cumarina 153 e a curcumina
sdo maiores que os das outras cumarinas utilizadas nos estudos para ambos meios de
reacdo (Tabela 21, p 59). Os valores de ®s foram correlacionados com a concentracao do
ativador através de uma relacéo duplo-reciproca 1/®s vs. 1/[ACT] (Equacéo 7) (Figura
50). A partir dessa correlacdo, foi possivel determinar os parametros de
quimiluminescéncia; o rendimento quantico em concentracao infinita do ACT, ®s* e a
constante relativa de interagdo entre IAE e 0 ACT, kcat/kp (Tabela 41). A relagdo entre
essas constantes (kcat/kp), podem ser usados como medida (relativa) para kcar, uma vez

que os valores de kp ndo mudam no sistema onde apenas o ACT ¢ alterado.®*
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Figura 50: Graficos duplo-reciprocos 1/®s vs. 1/[cumarina] (ou [curcumina]), para a reacdo de
TCPO com [H202] em DME e DME : H,0 1:1 (v/v). [TCPO] = 0,1 mmol L%, [H20,] = 10 mmol
L, [IMI-H] = 5 mmol L, [IMI-H] = 2 mmol L, 25°C.

Tabela 41: Valores de Eox'?, ®s* e da relacdo kcat/kp para a reagdo de TCPO com H,O; catalisada

por IMI na presenca de varias cumarinas e curcumina usadas como ativadores em DME e misturas

de DME : H,0 1:1 (v/v).

DME DME : H,0 1:1 (viv)
ACT on% (1) B¢ 102 kCAT/kD () Mo 102 kCAT/kD X
(V vs. SCE) (E mol?) x 1073 (E mol?) 103
(L mol™) (L mol™)
Cum 120 1,09 0,10 £ 0,03 8+3 0,014 + 0,001 32+3
Cum 151 1,20 02+01 31 0,015 + 0,002 28+ 6
Cum 153 0,89 1,08 £ 0,07 50+4 0,189 = 0,007 603
Curcumina 0,88 0,96 + 0,03 62 = 10 0,23 +£0,01 100 + 20
A 25°C.

Em meio anidro, os rendimentos quanticos (®s*) sdo mais altos para a Cum 153 e a

curcumina; também os valores de kcat/kp s&o maiores para esses dois ACTs comparados
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com os outros, indicando que o kcat deve ser maior para Cum 153 e curcumina, ja que o
ko deve ser independente da natureza do ACT como mencionado anteriormente (Tabela

41).

A eficiéncia da reagdo quimiluminescente € menor em misturas binarias de DME:H-0
1:1 (v/v) em aproximadamente uma ordem de grandeza para Cum 120 e Cum 151,
entretanto, para Cum 153 e a curcumina a diferenca é de um fator de 4 a 5 (Tabela 41).
Porém, se deve destacar que esta diferenca é relativamente pequena, indicando que estes
ativadores podem ser utilizados também em meios aquosos. Na sequéncia CIEEL, apds a
clivagem da ligacdo O-O e geracdo das espécies radicalares (kcat, Esquema 21), um
meio mais polar pode solvatar melhor as espécies carregadas e com isso promover o
escape do par de ions-radicais da cavidade do solvente (kesc e kesc, Esquema 21),

reduzindo a eficiéncia da reacdo quimiluminescente.

ACT kESC C02 kESC'

2CO, + ACT CO, + ACT

Esquema 21: Sequéncia CIEEL simplificada da interacdo de um ACT com a 1,2-
dioxetanodiona. As etapas na horizontal levam a formacéo de estados excitados do ACT,

enguanto as etapas na vertical diminuem o rendimento de quimiluminescéncia da reacao.

Por outro lado, os valores de kcat/kp sdo maiores para 0 meio aquoso que para DME
para todos os ACTs (Tabela 41). Este fato pode ser entendido devido a maior polaridade
do meio aquoso, facilitando a transferéncia de elétron entre 0o ACT e o IAE, na qual ocorre
a formagdo de ion radicais, melhor estabilizados por solventes mais polares.

Consequentemente a constante de velocidade kcat deve ser maior neste meio (Esquema
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21). Se um processo de transferéncia de elétron (ou pelo menos uma transferéncia de
carga) estiver ocorrendo, pode-se esperar que compostos com potencial de oxidacdo mais
baixo devam ter kcat mais alto e, portanto, valores mais altos de kcat/kp.>333492120121 F
claramente visto que um aumento no Eqx? reflete em valores menores de kcat/kp na série
de ativadores estudados (Tabela 41), conforme esperado para o mecanismo CIEEL, no
qual ha a formacéo do cation radical do ativador (ACT ) que vai ser mais estavel para

ACTs com menor potencial de oxidacao (Esquema 20).

Uma correlago linear de energia livre entre kcat/ko e Eox'’? foi obtida tanto em meio
organico anidro quanto em misturas aquosas (Figura 51). A partir desta dependéncia o
coeficiente de transferéncia de elétrons (o) pode ser determinado, de acordo com a

equacdo de Marcus aplicada aos processos de transferéncia de elétron (Equagéo 8).
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Figura 51: Correlacdo linear de energia livre entre kcat/ko € Eo*? do ACT para a reacdo de
TCPO com H,0; catalisada pelo IMI-H em A) DME anidro e B) DME:H,0 1:1 (v/v)
As correlagdes lineares forneceram valores para o = 0,242 + 0,001 e o.= 0,079 £ 0,001

em DME e DME : H20 1:1(v/v) respectivamente indicando a ocorréncia de um processo
de transferéncia de elétron ou de carga, conforme proposto pelo mecanismo CIEEL. Os
valores de o encontrado aqui para a reagdo PO tanto em meio organico anidro quanto em
misturas DME:H>O com as cumarinas e a curcumina estdo de acordo com o relatado para

varios sistemas CIEEL, na faixa de 0,1 a 0,3, que inclui variagdes do sistema
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pO33349212L122 o 3 decomposicdo ativada de peroxidos ciclicos isolados de quatro
membros, chamados 1,2-dioxetanonas.®*"?* Como mencionado anteriormente o valor de
a ¢ um parametro empirico relacionado com a extensdo da transferéncia de elétron no
estado de transicdo, indicando também a extensdo da ruptura da ligacdo peroxidica. Um
valor de a aproximadamente igual a 1 significa transferéncia quase que completa de
elétron e ruptura praticamente completa da ligacdo O-O no estado de transicdo, enquanto
um valor de o aproximadamente igual a O indica pouca transferéncia de carga e ligacéo
O-0O largamente intacta no estado de transi¢do. Os valores de a de 0,24 e 0,08 observado
neste estudo em meio organico e aquoso respectivamente indicam um estado de transicao
precoce com baixa extensdo de transferéncia de elétron e ligacao peroxidica do IAE pouco
elongada. O fato de que o valor obtido em agua ser consideravelmente mais baixo que em
meio organico anidro pode ser entendido pela melhor estabilizacdo da espécie cationica

por solvatacdo pela agua.

Como mencionado anteriormente, notou-se que os maiores rendimentos quanticos
entre as espécies cumarinicas sdo obtidos com Cum 153 como ACT em ambos meios de
reacdo. Apesar essa espéecie também tenha o menor potencial de oxidacdo, esse fato por
si s6 ndo explica os maiores rendimentos quanticos (®s), visto que esses rendimentos sao
determinados em concentracdes 'infinitas' de ACT, em condigdes hipotéticas em que
todos os IAE interagem com o ACT. Esta observacao pode ser explicada provisoriamente
pelo fato de que este composto deve ser mais planar do que os outros derivados, uma vez
que o atomo de nitrogénio do grupo amino é incorporado em um sistema de anel biciclico.
Esta natureza planar da Cum153 levara a formacgdo de complexos de transferéncia de
carga / transferéncia de elétrons mais estaveis com o IAE, e os pares de ions radicais
podem permanecer juntos em toda a sequéncia CIEEL, levando a uma quimiexcitagdo

mais eficiente, em comparagdo com Cum 120 e Cum 151, onde 0 nitrogénio amino pode
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estar fora do plano dos anéis aromaticos. A maior planaridade da Cum 153 também pode
ser a razdo pela qual este derivado cumarinico apresente o menor potencial de oxidagéo

dos trés derivados estudados.

4.7 Estudos de microesferas baseadas no sistema peroxioxalato

Uma barreira importante ao uso de formulagcbes de peroxioxalato para
quimiluminescéncia em sistemas aquosos tem sido a propenséao dos derivados de oxalato
a hidrélise. Os derivados mais eficientes, especialmente os ésteres, tém grupos que
retiram elétrons fortemente e que favorecem esse processo. A maioria desses derivados é
apenas soluvel e eficiente em solventes organicos anidros, sendo essa uma limitacéo para
0 uso da reagdo em aplicacBes analiticas e bioanaliticas. Com o objetivo de permitir a
aplicagéo eficiente do sistema peroxioxalato em meios aquosos foram iniciados estudos
com o éster oxalico (TCPO) e o ativador (rubreno) encapsulados em microcapsulas de
acetato de celulose e acetato butirato de celulose. Primeiramente, foi realizada a
preparacdo das microcapsulas contendo TCPO e rubreno, encapsulados pela adicdo de
uma solucéo em acetona dos reagentes (TCPO, RUB, AcCel e/ou AcButCel) a 4gua, sob
agitacdo controlada, seguido de passos de centrifugacdo e lavagem com 4&gua
(procedimento padréo). A adi¢do da solucdo dos reagentes dissolvidos em acetona a agua
resulta na formacdo das microesferas de celulose, nos quais permanecem encapsulados
os reagentes TCPO e rubreno, devido a sua baixa solubilidade em agua. Desta maneira
espera-se que o TCPO seja protegido frente a hidrolise dado a hidrofobicidade desse
microambiente.

Para efetuar a reacdo peroxioxalato, a suspensdo das microesferas aquosa obtida €
adicionada a um meio tamponado adequado e a reacdo quimiluminescente iniciada pela
adicdo de peroxido de hidrogénio, obtendo-se um perfil cinetico tipico de decaimento da

intensidade de emisséo (Figura 17, p 62).
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Nos estudos para caracterizar as microesferas obtidas foi observado primeiramente que
a incorporacdo do TCPO a microesfera é praticamente completa, sendo o contetido deste
de 98% em relacdo a quantidade utilizada na preparacdo delas (Figura 22, p 66). Atraves
de uma microscopia de fluorescéncia (Figura 52), também se verificou que o rubreno
permanece dentro das microesferas ndo ocorrendo sua transferéncia para 0 meio aquoso,

devido a sua baixa solubilidade em agua.

Figura 52: Microscopia de fluorescéncia para as microesferas de acetato de celulose preparadas
pelo método padréo.

Foi investigada também a estabilidade das microesferas de acetato de celulose em meio
aquoso incubando-as em agua neutra por varios periodos de tempo e medindo o espectro
de absorgdo da fase aquosa apds a adi¢do de imidazol (5 mmol L) para catalisar a
hidrolise do TCPO e observando-se a formacéao do fenol correspondente (Figura 23, p
67). A partir desses experimentos, pdde-se dizer que o acetato de celulose estabiliza o
TCPO dentro de seu nucleo hidrofébico num periodo de 8 horas de incubacdo ja que ndo
foi observado liberagédo do fenol.

Como a reagao das microesferas com H20: foi estudada num meio tamponado,
também foi investigada a estabilidade delas em tampéo borato (pH = 10), a partir de
experimentos de emissdo de luz. No caso das microesferas de acetato de celulose foi
observado que tanto a kops quanto a intensidade de emissao diminuem com o tempo de

incubacdo em pH = 10, indicando a degradagdo das microcapsulas e/ou a liberagédo de
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TCPO delas para 0 meio aquoso basico e a consequente hidrolise do éster oxalico (Figura
24, p 68). Verifica-se que, ap6s um tempo de armazenamento de 75 min, tanto Kops quanto
lo diminuem por um fator de 7 a 10, contudo, maiores tempos de armazenamento nao
levam mais a variacOes significativas desses parametros. Estudos por absorcao
demonstraram a formacdo de fenolato quando as microesferas sdo armazenadas nesse
meio alcalino (Figura 25, p 68), uma indicacao clara de que elas degradam, permitindo

a liberagcdo do TCPO para a solucdo aquosa quando sdo mantidas nesse pH.

Por outro lado, para as microesferas de acetato butirato de celulose a Kobs € 0S ®c. Ndo
mostram variacdo significativa com o incremento do tempo de incubacdo nesse meio
tamponado (Figura 31, p 73). Estes resultados demonstram que as microesferas de
acetato butirato de celulose, diferentemente das microesferas de acetato de celulose,
protegem o éster oxalico da hidrolise da dgua também nestes meios de reacédo (pH = 10)
por um tempo relativamente longo.

A partir dessas observacdes preliminares, pbde-se propor um esquema simplificado
para a reacdo das microesferas com H2O>. Inicialmente, as microcapsulas sdo formadas
por acetato ou acetato butirato de celulose (AcCel ou AcButCel) na presenca de oxalato
de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) e um composto fluorescente como o rubreno (RUB)
(Esquema 22). As microesferas obtidas possuem um nucleo hidrofébico que contém o
éster oxalico e o ativador muito proximos. O processo quimiluminescente ocorre
mediante duas etapas. Primeiramente, o peroxido de hidrogénio difunde-se nas
microesferas e reage com as moléculas de ésteres oxalicos encapsuladas, gerando o
intermediario de alta energia (IAE), por conjectura a 1,2-dioxetanodiona, supostamente
ainda protegida dentro das esferas. A reacdo entre o0 TCPO e o perdxido deve acontecer
principalmente na interface entre 0 meio aquoso e a parede da microesfera composta pelo

polimero de celulose. No segundo passo da transformacao, a 1,2-dioxetanodiona interage

119



com o ACT encapsulados, através do mecanismo CIEEL, levando a emissdo de

quimiluminescéncia a partir do RUB excitado, encapsulado dentro das microesferas

(Esquema 22).
RUB
QO hy hy
or OOOO 'H.;H: D g .0 &
CTAT SR Y Sl e (HE (L
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Esquema 22: Formagédo de microesferas de derivados de celulose contendo TCPO e rubreno e
reacdo de quimiluminescéncia das microesferas funcionalizadas com perdxido de hidrogénio em

meio basico aquoso.

Uma vez estudada a estabilidade das microesferas tanto em dgua neutra como em meio
aquoso bésico, experimentos de emissdo variando o pH do meio foram realizados. No
caso das microesferas de acetato de celulose foi observado um perfil de emissédo complexo
em pH = 11 quando comparados com 0s outros obtidos a menores pH (Figura 19, p 63).
Uma possivel explicagdo seria que devido a alta alcalinidade do meio o acetato de
celulose degrade e a H>O reage com o TCPO mais exposto na superficie da microesfera
com uma Kops = 0,043 + 0,001 s correspondente a curva 1 na Figura 19. Logo o TCPO
menos exposto reage com H02 com uma Kobs = 0,0061 + 0,0002 s determinada a partir
da curva 2 da Figura 19 a qual é 7 vezes menor.

Nos experimentos com acetato butirato de celulose em diferentes valores de pH, foi
usado o tamp&o fosfato (100 mmol L) para o meio em pH = 7, pois o tamp&o borato n&o
se mostra eficiente nesse pH. Perfis tipicos de decaimento da intensidade de emissdo
foram obtidos para todos os valores de pH, inclusive em pH = 11, contrariamente aos
obtidos usando-se microesferas de acetato de celulose. Uma possivel explicacdo seria que

o incremento da hidrofobicidade do polimero leva a uma maior protecdo do éster dentro
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das microesferas e diminui a sua degradacao hidrolitica, desta forma, inibindo a saida do
TCPO para 0 meio aquoso.

Como mostra a Figura 53, a constante de velocidade de emissdo aumenta com o
incremento da alcalinidade do meio para ambas as microesferas. Porém, os rendimentos
quanticos mostraram comportamento diferentes. Para as microesferas de acetato de
celulose foi observado um incremento do rendimento e para as microesferas de acetato
butirato de celulose os rendimentos diminuiram com o aumento do pH (Figura 54).
Notou-se que em pH = 9 e 10 os rendimentos quanticos sdo similares para ambos

microambientes.
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Figura 53: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento da intensidade de emissdo
(Kobs) Na reacdo das microesferas de acetato de celulose (AcCel) e acetato butirato de celulose (Ac
ButCel) preparadas pelo método padrdo com a variagéo do pH, [RUB]s = 1,0 mmol L%, [TCPO]s
=2,2mmol L.
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Figura 54: Dependéncia do rendimento de quimiluminescéncia (®c.) na reagao das microesferas
de acetato de celulose (AcCel) e acetato butirato de celulose (AcButCel) preparadas pelo método
padrdo com a variagdo do pH, [RUB]¢ = 1,0 mmol L, [TCPOJs = 2,2 mmol L.

Também foi estudado o efeito da variacdo da [H202] em um meio tamponado em pH

= 10 sobre a cinética de emissdo para ambos sistemas. As constantes de velocidade

mostram uma dependéncia linear com a concentragdo, até [H.02] = 100 mmol L™ para

ambos sistemas (Figura 55).
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Figura 55: Dependéncia da constante de velocidade de decaimento de emissao (Kons) na reacéo das
microesferas de acetato de celulose (AcCel) e acetato butirato de celulose (AcButCel) preparadas
pelo método padrdo com a [H20,] em pH = 10, [RUB]¢ = 1,0 mmol L%, [TCPO]J¢ = 2,2 mmol L.

Os valores de kqps até 100 mmol L foram ajustados linearmente Kobs = a + b [H202].

Em geral, o comportamento da reacdo peroxioxalato em ambas as microesferas com a
variacdo de H2O- é similar, podendo-se extrair uma constante de hidrolise e peridrolise a
partir da dependéncia da constante de velocidade com a [H202] (Tabela 42)

Tabela 42: Valores das constantes de hidrélise de pseudo primeira ordem (kqt), de peridrdlise de

segunda ordem (ky?) e de hidrélise de segunda ordem (ks?) calculadas para a reagdo peroxioxalato

nas diferentes microesferas.

Polimero kit x 102 (s1) kp? (L mol?s?t) kn2 x 10° ( L mol?s?)
Acetato de celulose 0,212 + 0,001 0,019 £ 0,001 3,81
Acetato butirato de celulose 0,153 + 0,002 0,006 + 0,002 2,75

Tampao borato (100 mmol L), pH=10, 25 °C
A constante de hidrdlise de pseudo primeira ordem (kn!) é ligeiramente maior em

AcCel em comparagdo com AcButCel e a constante de peridrolise de segunda ordem (ky?)
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é um fator de trés maior em AcCel, indicando que AcButCel protege melhor o éster
oxalico do ataque nucleofilico de HO™ ou HO?™ localizado na fase aquosa homogénea. O
calculo da constante de velocidade de hidrélise de segunda ordem (kn?) mostra claramente
que o TCPO encapsulado na microesfera é altamente seletivo contra o ataque do anion
hidroperoxido em comparacdo com o ion hidroxido, uma vez que essas constantes de
velocidade de hidrolise sdo pelo menos duas ordens de magnitude mais baixas do que o
correspondentes constantes de velocidade de peridrélise para ambas as microesferas
(Tabela 42). Embora a maior reatividade do perdxido de hidrogénio no meio bésico (pH
= 10) também possa ser devido ao menor valor de pKa do peréxido (pKa = 11,6)*?% em
comparagdo com a agua, isso nao pode explicar a diferenca de mais de trés ordens de
magnitude, indicando que o peroxido de hidrogénio pode ser mais permeavel nas
microesferas que a agua.

Por outro lado, um incremento na [H202] causou um aumento tanto na intensidade de
emissdo quanto nos rendimentos quanticos até atingir a um valor maximo onde se obteve
uma aparente curva de saturacdo (Figuras 56 e 57). Este incremento da eficiéncia de
quimiluminescéncia pode ser entendido pela concorréncia entre agua e peroxido de
hidrogénio (ou suas bases correspondentes) para o éster oxalico. A reacdo com o peroxido
leva a formacdo de acido peroxalico, o qual cicliza para formar o Intermediario de Alta
Energia (IAE), a 1,2-dioxetanediona, que é responsavel pela emissdo de
quimiluminescéncia por interagdo com o ativador; ao contrario, a reacdo com a dgua leva
a formacgdo de &cido oxalico, sem envolvimento da emissdo de luz (Esquema 23).
Portanto, em [H20.] mais alta, a intensidade da emiss&o deve ser maior, uma vez que ha
uma maior concentracdo de IAE; além disso os rendimentos quénticos devem

incrementar, pois a via de peridrolise é favorecida em relacdo a hidrolise.
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As curvas de saturagdo observada nas intensidades e rendimentos quanticos para altas
concentragdes de perdxido podem ser entendidas assumindo que nessas condigdes quase
todo 0 TCPO reage com essa espécie. Por outra parte, com o incremento ainda maior na
concentracdo de perdxido, pode ocorrer a reacdo do derivado de acido monoperoxalico
com outra molécula de H20,, levando a formag&o de &cido diperoxalico que ndo resulta
em emissdo de luz, reduzindo, portanto, as intensidades de emissdo e os rendimentos

quanticos, conforme observado antes em alguns sistemas de peroxioxalato,®6:57124.125
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Figura 56: Dependéncia da intensidade méxima de emisséo (lo) na reacdo das microesferas de
acetato de celulose e acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrdo com a [H202] em
pH = 10, [RUBJ¢ = 1,0 mmol L%, [TCPOJ¢ = 2,2 mmol L.
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Figura 57: Dependéncia do rendimento de quimiluminescéncia (dci) na reacdo das microesferas
de acetato de celulose e acetato butirato de celulose preparadas pelo método padrdo com a [H20;]
em pH = 10, [RUB]s = 1,0 mmol L%, [TCPOJ = 2,2 mmol L.
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Esquema 23: Mecanismo para a reacdo de TCPO com H,O, em tampéo borato pH = 10 na
interface agua / microesfera. (A) Hidrolise catalisada por base, (B) reagdo peroxioxalato de TCPO
com HO-, (C) reacdo lateral em altas concentragdes de perdxido, ndo levando a formacéo de IAE.

Varios experimentos de controle foram realizados para entender melhor o sistema
peroxioxalato nestes microambientes. Primeiramente foi observado que quando as
microesferas sdo preparadas com 10 mg de TCPO em vez de 20 mg a velocidade da
reacdo diminui, mas o comportamento com a crescente alcalinidade do meio néo varia,
sendo que tanto a Kons quanto os rendimentos quanticos incrementam linearmente (Figura
28, p 70).

Em outro experimento controle, foi variada a quantidade das microesferas, obtidas
pelo método padrdo, que foi adicionada a cela da reacdo. Para ambos os sistemas, 0
aumento na quantidade de microesferas usadas no ensaio cinético resultou em um
aumento da intensidade de emiss&o, mas ndo influenciou na constante de velocidade nem
nos rendimentos quanticos (Figuras 21, p 65 e 30, p 73). Também foram preparadas
microcépsulas separadas contendo TCPO numa e rubreno em outra. Na reagdo da mistura
de ambas com H;O, foi observado que a intensidade de emisséo diminui
consideravelmente sendo 10 vezes menor que a obtida nos experimentos onde tanto o

éster como o ativador estdo dentro da mesma capsula. Estes resultados indicam que a
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reacdo peroxioxalato nestes ensaios ndo ocorre pelos reagentes liberados para 0 meio
aquoso, mas, conforme ja antecipado, na interface entre o polimero e 0 meio aquoso, para
onde o perdxido de hidrogénio pode difundir-se e na qual devem ser concentrados tanto
0 TCPO (precursor do IAE) e 0 RUB (ativador cuja interacdo com o IAE leva a formacéo
de estados excitados e emissdo), desta maneira aumentando a eficiéncia de
quimiexcitacdo (Esquema 22).

Como relatado anteriormente, a reacdo entre o TCPO com H0O, usando fluoresceina
como ativador em tampdo borato foi estudada recentemente por nosso grupo de
pesquisa.®® Nesses estudos, além de obter um mecanismo bem detalhado para a reacéo
num meio completamente aquoso, observou-se que os rendimentos quanticos sdo muito
baixos, sendo na ordem de 10° E mol™. De modo a se comparar a eficiéncia da reacéo
usando microesferas como método de encapsulamento do éster oxalico e em meio
totalmente aquoso, experimentos cinéticos foram realizados nas mesmas condi¢cfes
experimentais. Devido a insolubilidade do rubreno em meio aquoso foi usado o rubreno
sulfonado como ativador. P6de-se observar que os rendimentos quanticos aumentaram
consideravelmente com o uso de microesferas sendo duas ordens de magnitude maiores
(®s = 10* E mol™t) em comparacio aos obtidos em meio aquoso (®s = 10° E mol™)
(Figura 32, p 74). Esses resultados demonstram que a eficiéncia da reagdo peroxioxalato
pode ser incrementada encapsulando-se o éster oxalico e o ativador em microesferas de
acetato butirato de celulose.

De forma a se possibilitar o armazenamento das microesferas, as amostras obtidas pelo
método padrdo foram liofilizadas e sua reacdo com H>O: foi estudada a partir de
experimentos de emissao, apos ressuspensdo em meio aquoso tamponado. Um resultado
surpreendente foi 0 incremento consideravel da intensidade de emisséo e dos rendimentos

quanticos em relagdo as amostras ndo liofilizadas (Figura 35, p 76). Uma possivel
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explicacdo para a diferenca dos rendimentos quanticos poderia ser supondo que uma vez
as amostras liofilizadas, o intumescimento delas incrementa a protecdo do éster oxalico
dentro de seu nucleo hidrofobico evitando ainda mais a hidrélise do mesmo.

Por outro lado, observou-se que para as microesferas de acetato de celulose (MAcCel)
a cinética da reacdo com peréxido mantém-se similar até 21 dias ap6s a liofilizacdo
(Figura 38 A, p 78). No entanto, para as microesferas de acetato butirato de celulose
(MACcBuUtCel), a cinética da reacao parece sofrer mais modificacGes, porém isso se aplica
mais para a parte rapida da cinética, que parece menos acentuada ap0s maior tempo de

armazenamento (Figura 38 B, p 78).

Os rendimentos quénticos das amostras liofilizadas ap6s 1, 7 e 21 dias foram
correlacionados com o tempo de incubagdo na agua (Figuras 58, 59 e 60). Para ambos
sistemas o comportamento é semelhante, havendo reducéo no rendimento quantico com

0 tempo de exposicao.
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Figura 58: Dependéncia dos ®c. na rea¢do de H.O, com as microesferas liofilizadas apds 1 dia e
mantidas em adgua com o tempo de armazenamento; reagdo efetuada em tampao borato (100 mmol

L), pH = 10, [H202] = 100 mmol L%, [RUB]s = 1,0 mmol L%, [TCPO]Js = 2,2 mmol L™
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Figura 60: Dependéncia dos d¢. na reacao de H,O, com as microesferas liofilizadas ap6s 21 dias
e mantidas em dgua com o tempo de armazenamento; reacdo efetuada em tampao borato (100 mmol
L), pH = 10, [H202] = 100 mmol L, [RUB]s = 1,0 mmol L, [TCPOJs = 2,2 mmol L.

Conforme mostrado na Tabela 43, os rendimentos quanticos diminuem para pouco
mais da metade quando as amostras foram armazenadas secas por 7 dias na geladeira,
para ambas as microesferas. Apés 21 dias na forma liofilizada, as intensidades de emissdo
e, consequentemente, os rendimentos quanticos sdo similares a aqueles obtidos com as
amostras armazenados por 1 dia, sendo mais altos que os das amostras armazenadas por

7 dias.

Tabela 43: Rendimentos quanticos de quimiluminescéncia da reacdo das microesferas
liofilizadas com H,0..
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MAcCel MAcButCel

Tempo apés a ®c x 10
liofilizacdo (d) (E mol?)
1 29,8 +04 202
7 17605 123+0,5
21 251 38x4
pH = 10, [H.O2] = 100 mmol L, [RUBJs = 1,0 mmol L, [TCPO]J; = 2,2
mmol L.

Por outro lado, durante o armazenamento em &gua das microesferas liofilizadas, ha
uma diminuicdo significativa de 30% ap6s mais um dia de incubacdo, mantendo-se
constante até o sétimo dia para MAcCel (Figuras 58, 59 e 60, esquerda). No caso das
MACcBuUtCel, a diminuicdo no rendimento parece constante, sendo que apds 7 dias em

agua o rendimento diminui para a metade (Figuras 58, 59 e 60, direita).

Os rendimentos quanticos obtidos da reacdo dos dois sistemas de microesferas
mostram-se similares com rendimentos cerca de 40% maiores para MAcCel (exceto na
amostra liofilizada e mantida seca por 21 dias). Porém as intensidades para MAcButCel
séo uma ordem de grandeza menores comparado com MACcCel. Esses fatos séo causados
pelas diferencas nas cinéticas para ambos os sistemas, sendo que as rea¢fes do sistema
MACcButCel com perdxido sdo muito mais lentos que as correspondentes com MAcCel

(Figuras 36, 37 e 38, p 76-78).

O dado mais importante destes resultados € que se pode observar que tanto as cinéticas
(Figuras 36 e 38, p 76 e 78) quanto a caracteristica de estabilidade das suspensdes
aquosas de ambos 0s sistemas para as amostras secas por 21 dias sdo similares as das

amostras armazenadas por 1 dia na geladeira apos a liofilizagdo (Figuras 58 e 60).

Por ultimo, as microesferas obtidas pelo método padrdo também foram caracterizadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 61). As imagens demonstraram
que as particulas possuem uma estrutura esférica. Notou-se que o diametro determinado

pelo MEV é bem menor que o obtido por espalhamento dindmico de luz (DLS) devido
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ao fato de que na MEV as imagens foram obtidas com as esferas no estado seco (Tabela

44).
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Figura 61: Imagens de MEV (com magnifica¢do de 100 000 x e 200 000) das microesferas de
acetato de celulose (esquerda) e acetato butirato de celulose (direita).

Tabela 44: Diametro das microesferas de acetato de celulose e acetato butirato de celulose obtido

a partir das técnicas de caracterizacdo DLS e MEV.

AcCel AcButCel
d (nm)
DLS 1400 + 700 (agua) 1300 + 800 (agua)
1400 + 500 (pH =10) 1300 + 400 (pH = 10)
MEV 120 + 20 80+ 10

A caracterizagdo das microesferas tanto por DLS quanto por MEV revelaram que o
método empregado para a formulacdo delas permite obter microesferas de AcCel e

AcButCel de tamanho parecido, apesar de possuirem hidrofobicidade diferentes.

5. Conclusoes

(i) Verificou-se que a hidrdlise do TCPO em diferentes misturas aquosas de solventes
organicos ocorre atraves de uma catalise basica intramolecular pela carboxila adjacente
do ester. Nesses estudos cinéticos foi observado que, aparentemente, os parametros de
solventes tal como basicidade néo influenciam na constante de velocidade.

(ii) Observou-se que a reagdo do DNPO, tanto em meio anidro quanto em meio aquoso,

ocorre por um ataque nucleofilico direto do H>O> ao éster oxalico, ndo envolvendo
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catalise nucleofilica por IMI-H, contrariamente ao observado na reacdo de TCPO com
H>02, onde forma-se tal intermediério.

(iii) Para ambos os ésteres, a constante de velocidade de decaimento de emissdo
aumenta com o incremento da concentracdo de agua ao sistema, indicando a concorréncia
entre agua e peroxido de hidrogénio como reagentes nucleofilicos para os ésteres. As
constantes bimoleculares de peridrolise sdao majoritariamente mais altas que os de
hidrolise, confirmando a maior nucleofilicidade do perdxido de hidrogénio devido ao
efeito a.

(iv) A eficiéncia do passo de quimiexcitacdo da reacdo peroxioxalato aumenta com a
concentracio da agua até 0,7 mol L™ sofrendo diminuicdo em concentragdes mais altas.
Sendo assim, a presenca de pequenas quantidades de agua pode aumentar a sensibilidade
da reacdo peroxioxalato em aplicacdes analiticas. A diminuicdo dos rendimentos
quanticos em maiores concentracdes é devido a influéncia da agua sobre o passo de
quimiexcitacdo, ndo somente pela maior velocidade de hidrélise de éster oxalico nestas
condicdes.

(v) Derivados de cumarinas e curcumina podem ser utilizados como novos ativadores
compativeis com o meio ambiente no sistema peroxioxalato em 1,2-dimetoxietano
(DME) anidro e em misturas DME:H»0 1:1 (v/v), sendo elas possiveis candidatos para

se utilizar em aplica¢bes médicas.

(vi) A reacdo peroxioxalato pode ser conduzida em meio exclusivamente aquoso
através do uso de microesferas de acetato e acetato butirato de celulose, obtendo-se
rendimentos quénticos pelo menos uma ordem de magnitude maiores que os obtidos em
meio aquoso em condi¢cBes diretamente comparaveis. Sendo assim o sistema pode ser

utilizado em aplicagdes analiticas e bioanaliticas.
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6. Parte Experimental
6.1 Reagentes e solventes

6.1.1 Reagentes
Oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila) (TCPO) foi obtido comercialmente (Sigma > 99%)

e recristalizado em uma mistura 14:5 de cloroférmio: hexano anidros (PF 189 a 191 °C,
literatura: 190 °C).1?% Imidazol (IMI-H, Sigma, 99%), oxalato de bis(2,4-dinitrofenila)
(DNPO, Aldrich), hemina bovina (cloreto de ferriprotoporfirina IX, Sigma), luminol (5-
amino-2,3- diidro-ftalazina-1,4-diona, Sigma Aldrich), peroxidase de raiz forte HRP-VI
(Sigma, hidrogen-peroxidase oxidoreductase, tipo VI-A), é&cido bdrico (HsBOs,
Reagens), tetraborato de sodio decaidratado (Na2B4O7.10H.0, Merck), acetato de
celulose (Eastman), acetato butirato de celulose (Eastman) e os ativadores 9,10-
difenilantraceno (DPA), rodamina 6G (Rod), 9,10-difenilantraceno (DPA), 2,5-
difeniloxazol (PPO), rubreno (Rub), perileno (Per), cumarina 153, 151, 120 e a
curcumina (todos Aldrich) foram obtidos comercialmente e utilizados sem prévia
purificacdo. O rubreno sulfonado foi sintetizado a partir do método usado por Baretz e
colaboradores.'?’ 200 mg de rubreno foram dissolvidos numa mistura de 1,2-dicloroetano
(12 mL), dioxano (12 mL) e diclorometano (6 mL). Acido sulfurico fumegante (18 %
SOs, 1,0 mL) foi adicionado gota a gota a solucdo de rubreno a temperatura ambiente.
Apos adicdo completa do &cido, a mistura de reacédo foi agitada por 16 horas. Carbonato
de sddio aquoso foi entdo adicionado lentamente até o pH atingir 7. A fase aquosa foi
separada, lavada com diclorometano e concentrada. O produto foi dissolvido em metanol
(20 mL) e filtrado. Finalmente a solugdo concentrada de metanol foi evaporado em

rotoevaporador obtendo-se 180 mg de rubreno sulfonado.
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Figura 62: Espectro de absorcéo do rubreno sulfonado em &gua.

6.1.2 Solventes
1,2-dimetoxietano (DME) foi submetido & destilagdo (83-85 'C) e ao destilado

adicionaram-se fios de sodio, deixou-se o solvente refluxando e, posteriormente,
adicionou-se benzofenona como indicador de grau anidro com o solvente a quente. O
solvente foi submetido de novo a refluxo e, quando adquiriu uma coloragéo azul intensa
(meio anidro), destilou-se novamente.

Acetato de etila foi tratado inicialmente com cloreto de célcio anidro durante a noite
e filtrado no dia seguinte. Seguidamente adicionou-se EDTA e colocou-se em agitacdo
durante duas horas e depois filtrou-se. Ao filtrado, adicionou-se hidroxido de potassio
solido e foi mantido sob agitacdo durante 40 min em banho de gelo. Em seguida, o
solvente foi destilado. Finalmente foi colocado num recipiente contendo peneira
molecular de 4A e deixado em repouso a noite toda.

Acetonitrila (ACN) foi refluxado com hidreto de calcio durante 10 min. Depois foi

destilado (82 °C) e mantido sob peneira molecular de 3 A.
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2,2,2-trifluroetanol (TFE) foi tratado com KCOs, mantendo-o sob agitagdo durante
um dia, e destilado posteriormente (76-78 °C). O tratamento destes solventes foi feito de

modo a torna-los anidros para evitar a hidrolise indesejada do éster oxalico.

6.2 Procedimentos experimentais
6.2.1 Solucéo estoque de perdxido de hidrogénio

Para 0s ensaios cinéticos, prepararam-se solucGes estoques de peroxido de
hidrogénio no solvente desejado através da diluicdo de uma solucdo aquosa de 60%
(m/m). Para o preparo de solucdes 1,0 mol L, diluiu-se 1 mL de H20, em 20 mL do
solvente. Apos a diluicdo em solventes organicos, adicionou-se MgSOs a solucdo e
deixou-se em repouso a 4 °C durante 4h. Filtrando-se a solugdo, obteve-se uma solugédo
anidra de peroxido de hidrogénio.

6.2.2 Determinacao da concentracao das soluc@es estoque de perdxido de hidrogénio

Para a determinacdo da concentracdo de perdxido de hidrogénio utilizou-se o ensaio
iodométrico.*?® Primeiramente diluiu-se a solucio estoque do peroxido de hidrogénio
preparado 100 vezes em &gua. Foram entdo transferidos para uma cubeta de quartzo de
absorcéo (de volume méaximo 3,0 mL e caminho éptico de 1,0 cm) 3,0 mL de uma solucgéo
de K1 0,050 mol Lt em tamp&do HAc/Ac 0,10 mol L™ com pH 3,8 e 10 pL de uma solugio
de peroxidase de raiz forte (HRP-VI, 1 mg mL™?) e entdo registrada a linha base da
mistura. Logo apos, adicionaram-se 5 pL da solugdo diluida de H20», agitou-se a mesma
e mediu-se a absorbancia em 353 nm (ess3nm = 25500 L mol™ cm™). As medidas foram
realizadas em triplicata e a média das trés absorbancias foi utilizada para a obtencéo da
[H20:] levando-se em conta as diluigdes realizadas. Neste método, a quantidade de iodeto
oxidado é proporcional a concentracdo de perdxido, cuja concentracdo se obtém
diretamente pela absorbancia em 353 nm da espécie I, formada (Equacéo 9).

H202 @) + 2 Iy + 2 H3O () — 4 H20 () + l2.ag)
(Equacéo 9)
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6.2.3 Medidas de pH e solu¢des tampéao borato

Medidas de pH de solucdes aquosas foram efetuadas em um pHmetro Corning 430
previamente calibrado com solucdes padrédo pH 4,0; 7,0 e 10,0 com agitacdo magnética e
a 25 °C. Tamp#&o borato foi preparado a partir de uma solucéo de HzBO3z 0,1 mol Lt e
uma solugéo de Na2B407.10H20 0,1 mol L. As solugBes tamp&o foram preparadas no
dia anterior dos experimentos e mantidas sob refrigeracao.
6.2.4 Estudo solvatocromico

Para a realizacdo das medidas de polaridade foi preparada uma solucédo estoque da
sonda 2,6-dicloro-4-(2,4,6-trifenil-N-piridinio) fenolato em acetona (1,3x10° mol L)
(Figura 63). Posteriormente, foram adicionados 150 pL desta solucdo em tubos de vidro
e a acetona foi evaporada numa estufa a 50 °C sob pressdo reduzida. As solucgdes dos
solventes moleculares e das suas misturas com &gua foram adicionadas aos tubos
contendo a sonda solida e as mesmas foram dissolvidas. A concentracdo final da sonda
nas solucdes foi 1.10* mol L. Os espectros de UV- VIS foram obtidos por triplicata.
Com base nos dados de Amax (da banda de transferéncia de carga intramolecular da sonda),

calcula-se o valor da polaridade empirica, baseado na escala E1(33) (Equagéo 10).1%

ET(33), kcal/mol = 28591,5/ Amax (nm)  (Equacéo 10)

Cl Cl

Figura 63: Estrutura de 2,6-dicloro-4-(2,4,6-trifenil-N-piridinio) fenolato
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6.2.5 Preparacao das fracfes molares de dgua nas misturas binarias

As fracdes molares de agua nas diferentes misturas usadas nos ensaios cinéticos de
hidrolise do TCPO foram preparadas a partir da relacdo das massas entre a agua e 0
solvente molecular. Para cada fracdo foram pesadas as massas correspondentes dos dois
solventes e o volume total das misturas foi medido numa bureta fina devido & contracéo
dos volumes que ocorre quando eles sdo misturados. A concentracdo da agua foi
determinada a partir desse volume final.
6.2.6 Preparacao das microesferas

Para fabricagdo das microesferas foi empregada a técnica de gotejamento®, 20 mg de
oxalato de bis(2,4,6-triclofenila) (TCPO), 20 mg de acetato de celulose ou acetato butirato
de celulose e 10 mg de rubreno foram dissolvidos em 4 mL de acetona. A solucédo foi
gotejada em 10 mL de dgua MQ sob agitacdo magnética. As microesferas obtidas por
centrifugacdo foram lavadas (retirada do sobrenadante, adicdo de mais 10 mL de agua,
centrifugacdo e retirada do sobrenadante) e resuspensas em agua MQ (10 mL). Estas
suspensdes foram usadas para 0s ensaios cinéticos apds adi¢do aos meios tamponados
adequados. O diametro hidrodindmico das microesferas foi determinado por
espalhamento dinamico de luz (Malvern Zetasizer Nano ZS90).
6.3 Equipamentos

Medidas de emissao de luz foram efetuadas em um fluorimetro Varian Eclipse, com
cell holder com espaco para 4 cubetas e com agitacdo magnética operando com as celas
termoestatizadas a 25,0 £ 0,5 °C por banhos Varian Cary. A sensibilidade do fluorimetro
foi regulada variando-se os parametros de voltagem da fotomultiplicadora e abertura de
fenda do equipamento. Medidas de espectrofotometria UV-Vis foram realizadas em um
espectrofotémetro Varian Cary 50 Probe, com cell holder com espaco para 18 cubetas,

termoestatizado por um banho Varian Cary PCB 150 a 25,0 + 0,5 °C.
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6.4 Ensaios Cinéticos

6.4.1 Medidas cinéticas de emissdo ou absorcao de luz do sistema peroxioxalato

As medidas cinéticas de emissdo foram realizadas em cubetas de quartzo e feitas em
um espectrofluorimetro Variam Cary Eclipse. O volume final de cada solucédo a ser
analisada foi de 2,0 mL, enquanto que nas medidas cinéticas de absor¢édo de luz no UV-
Visivel foram utilizadas cubetas de quartzo para absor¢do, com 3,0 mL de volume
maximo e caminho optico de 1,0 cm. As solucdes de todos os reagentes foram preparadas,
na medida do possivel, no proprio solvente que estava sendo utilizado ou na mesma
mistura de solventes. Para a transferéncia dos volumes adequados foram utilizadas pipetas
de vidro graduadas e microsseringas de injecdo. Quando da utilizacdo de ativadores
hidrocarbonetos, as cubetas de fluorescéncia foram lavadas com tolueno (5x), etanol (5x),
acetona (2x) e entdo secas com intenso fluxo de ar. Todas as medidas em certa condi¢édo
experimental foram realizadas, pelo menos, em trés a cinco réplicas.

Um experimento tipico foi realizado da seguinte maneira: em uma cubeta de
quartzo para fluorescéncia foram adicionados 1,85 mL de DME, 10 uL da solucédo
estoque de cumarina 153 (0,66 mmol L), 100 pL da solucéo estoque de IMI (100 mmol
L) e 14 pL da solucdo de H20; (1,40 mol L) de modo que o volume final na cubeta
fora em torno de 2 mL. Iniciou-se a aquisicdo de dados do aparelho e adicionou-se 20 uL
da solugdo estoque de TCPO, para se obter uma [TCPO]¢ = 0,20 mmol L™,

As concentracdes especificas de cada reagente no momento da medida sao
apresentadas nas secdes referentes a cada estudo. Os resultados obtidos para estes
experimentos sdo um perfil de emisséo de luz em fungéo do tempo que de maneira geral
da um aumento rapido da intensidade de emissao de luz no inicio, seguido por uma queda
lenta da intensidade, esse Gltimo acompanhado por pelo menos trés tempos de meia-vida

(Figura 64). Dependendo das condigdes experimentais, 0 aumento da intensidade de

138



emissdo ocorre de forma abrupta impedindo a atribuicdo do valor da constante de

velocidade para esta fase da reacdo.

1000 A

800

600

400 4

Intensidade (u.a.)

200 4

0 T T
0 50 100 150

Tempo (s)

Figura 64: Perfil cinético da intensidade de emissdo em funcdo do tempo de reacdo entre TCPO
(0,1 mmol L), peréxido de hidrogénio (10 mmol L), IMI (5 mmol L*) e cumarina 153 (0,026
mmol L) em DME.

Enguanto que a cinética de absorcédo, ap0s o inicio da aquisi¢do desta, observou-se o
aumento de absorbancia em funcao do tempo no comprimento de onda relativo a méxima
absorcédo do grupo fendlico de saida. Registrou-se a absorbancia até que a mesma ficasse
constante. As medidas de absorcdo foram sempre efetuadas na auséncia do ativador,
porque os ativadores utilizados mostram absorbancia significativa nos comprimentos de
onda onde se observa a formacdo dos fendis liberados pelos ésteres oxalicos.

Nos ensaios cinéticos de emissdo de luz dos ésteres TCPO e DNPO nas diferentes
misturas aquosas de DME e acetato de etila as solu¢Ges estoques de imidazol, dos
ativadores hidrofébicos e dos ésteres foram preparadas no solvente organico
correspondente. Em uma cubeta de quartzo para fluorescéncia foram adicionados 4 pL
da solucéo estoque de IMI-H (100 mmol L) sendo sua concentragéo final de 0,2 mmol
L, 16 pL da solucéo estoque de perdxido (1,27 mol L), com concentragio final de 10
mmol L, certo volume da solucéo estoque dos ativadores dependendo da concentragéo

final desejada e pequenas quantidades de agua que variaram desde 4 pL até 235 pL
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correspondente a cada concentragéo utilizada. O volume final na cubeta foi completado
para 1,98 mL com a adi¢do do volume adequado de DME. A reacdo foi iniciada com 20
UL da solucio estoque do éster, sendo sua concentracdo final de 0,1 mmol L. Nos
estudos com ativadores hidrofilicos, foram preparadas solucfes estoques concentradas
deles em agua de forma tal que sua adicéo a cubeta também coincidira com a concentragédo

de &4gua desejada.

6.4.2 Medidas cinéticas de emissdo de luz das microesferas baseadas no sistema
peroxioxalato

Os ensaios cinéticos com as microesferas foram realizados a partir da adicdo de
perdxido de hidrogénio a cubeta contendo 1 mL da suspenc¢éo aquosa das microcapsulas,
obtidas como relatado anteriormente, e 1 ml de tamp&o borato (200 mmol L1).

6.4.3 Calibracdo do fluorimetro para célculos de rendimentos quéanticos singletes

(©s)

A calibracdo da fotomultiplicadora do fluorimetro foi realizada utilizando-se
solugdo de luminol como padrédo. Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque de
luminol 10 mol L em tamp&o fosfato de sddio ([fosfato] = 0,1 mol L) pH = 11,6. A
concentracdo exata desta solugcdo foi determinada através de espectroscopia UV-Vis
verificando-se a absorbancia em 347 nm (g347 = 7600 L mol™* cm™). Uma solug&o estoque
de H202 0,30% foi preparada diluindo-se 1,25 mL da solucdo aquosa de peroxido de
hidrogénio 60% em 250 mL de 4gua Milli-Q. Duas solucGes de hemina, com absorbancias
em 414 nm proximas a 0,2 (solucao diluida) e 0,6 (solugdo concentrada) foram preparadas
a partir de diluigdes com agua de uma solucdo de 2,5 mg de hemina em 5,0 mL de NaOH
1 mol L e armazenadas a 4 °C.

Em uma cubeta de quartzo de fluorescéncia foram colocados 2,8 mL de solugéo de
luminol ¢ 100 puLL de H202 0,30%; iniciou-se aquisi¢ao de dados e adicionaram-se 50 uL

da solucéo diluida de hemina (As14 = 0,2), resultando em um pico de intensidade de luz
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emitida. Apos este pico decair até proximo da linha base, adicionaram —se 50 pL de
solucdo de hemina concentrada (As4 = 0,6), 0 que pode gerar um pico de pequena
intensidade de emissao (Figura 65). O procedimento foi repetido até que néo se observe
mais emissdo apés a adicdo de solucdo de hemina, indicando que todo luminol fosse
consumido. Foi feita a calibracdo da fotomultiplicadora em 600 V e fendas 10 e 20 nm,
800 V e fendas 10 e 20 nm e 1000 V e fendas 10 e 20 nm (Tabela 45).

O fator de correcdo da calibracdo com luminol (fium) foi calculado a partir do
rendimento quantico quimiluminescente do luminol (®ym), igual a (1,14 + 0,06) x 102 E
mol, que ndo depende da concentracéo inicial de luminol quando esta estiver entre 10
e 2,0 x 10 mol L. (Equacdo 11). 134132

_ PrymNium
flum -
Qlum

(Equacdo 11)
Em que:
fium: fator de calibragdo com luminol
@y, rendimento quantico de quimiluminescéncia do luminol
Njum: NUMero de mols do luminol na cubeta
Qum: quantidade total de luz emitida pelo luminol (area sob a curva).
Os célculos dos fatores de calibracdo da fotomultiplicadora para as diferentes
condicdes de sensibilidade desta foram feitos a partir das areas sob as curvas de
intensidade de emissdo (obtidas pela integracdo numérica de todos os picos registrados)

em cada ensaio realizado (Figura 65, Tabela 45). Para cada condicdo de sensibilidade da

fotomultiplicadora, foram feitos ao menos trés (03) determina¢fes com o ensaio luminol.
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Figura 65: Perfil temporal de uma curva de calibracdo da fotomultiplicadora tipica

utilizando-se o padréo luminol.

Tabela 45: Valores dos fatores de calibracdo (fium) para diferentes voltagens da

fotomultiplicadora e fendas do espectrofluorimetro.

Fenda Voltagem fium
(nm) (V) (Eu.a.t)
10 400 1,07 x 1012
20 400 522 x 101
2,5 600 1,43x 10"
5 600 513 x 10
10 600 2x 10
20 600 1,12 x 10
10 800 1,51 x 10"
20 800 6,7 x 1016
10 1000 1,26 x 10716
20 1000 6,05 x 10/

A determinagdo dos rendimentos quanticos de quimiluminescéncia (PcL) e de
formacéo de estados excitados singlete (ds) foi feita atraves do calculo da area sob a curva

e utilizando-se os fatores de calibragdo calculados anteriormente (Equagéo 12 e 13).

Dy = Qem/ tum/ fot (Equacéo 12)

nrceo

P, = ek (Equagdo 13)

Dpy,
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Em que:

Q.: area sob acurva

flum: fator de correcéo da calibragdo com luminol

fror: fator de sensibilidade da fotomultiplicadora com o comprimento de onda (Tabela 46)
Ntcpo. NUmero de mols de TCPO na cubeta

@p;, : rendimento quantico de fluorescéncia do ativador (para 0 DPA= 0,95 em solventes

polares)

Os fatores de correcdo de sensibilidade da fotomultiplicadora com o comprimento de
onda de emissdo foram calculados a partir dos valores de sensibilidade fornecidos pelo
fabricante Hamamutso Photonics K.K e 0os maximos dos espectros de emissdo da cada
ACT (Tabela 46), relacionados com a sensibilidade da fotomultiplicadora no
comprimento de emissdo maximo de quimiluminescéncia do luminol (431 nm).

Tabela 46: Comprimentos de onda maximos de emissdo (Amax) € fatores de calibracdo da

sensibilidade da fotomultiplicadora com o comprimento de onda (frt) para os diferentes

ativadores.

ACT }"max ffot
DPA 450 1,10
PPO 400 1,13
RUB 560 1,87
PER 480 1,21
ROD 6G 550 1,73
Cum 153 532 1,56
Cum 151 475 1,20
Cum 120 440 1,00
Curcumina 550 1,73

6.4.4 Rendimentos quanticos de fluorescéncia (®rL)
O rendimento quéntico de fluorescéncia dos ativadores foi determinado pelo
método relativo 33134 utilizando-se padrdes de fluorescéncia adequados. Em uma cubeta

de quartzo para fluorescéncia foram adicionados 2 mL do solvente desejado purgado com
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nitrogénio. Obteve-se a linha base dos espetros do solvente puro. Em seguida foram
registrados os espectros de absor¢do em um intervalo de comprimentos de onda que
englobasse 0 maximo de absorc¢éo de solugdes obtidas pela adicdo de pequenos volumes
de solucdes 0,1 mmol L dos ativadores até uma absorbancia menor que 0,1 fosse obtida
no comprimento de onda de maxima absorc¢éo. Esta cubeta contendo a mesma solucéo foi
inserida no fluorimetro e se registrou o espetro de emissdo de fluorescéncia corrigido.
Calcularam-se as areas em baixo das curvas de fluorescéncia obtidas para cada ativador
(ArL) e se obteve o valor de ®r_através da Equacéo 14, sendo que n € o indice de refragdo

do meio para realizar a medida do padréo ou da mostra.

padrdo 4 ACT ACT \?2
@ACT _ qpadrao Abs,, App n
- npadrao

FL 5
FL AbséélCT Agzdrao

(Equagéo 14)
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