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THE CHEMILUMINESCENT PEROXYOXALATE SYSTEM. The peroxyoxalate system is still one
of the most efficient chemiluminescence reactions and the only one supposed to involve the “Chemi-
cally Initiated Electron Exchange Luminescence - CIEEL” mechanism, with proved high efficiency.
Besides the academic interest in the elucidation of the mechanism of this complex reaction, the
peroxyoxalate system has found a variety of applications in analytical chemistry. This review con-
tains (i) a short introduction to basic concepts in chemiluminescence, (ii) a critical summary of

mechanistic studies on the peroxyoxalate reaction, (iii) and some examples of analytical applications.
Although there are some recent reviews on chemiluminescence, no specific critical revision on mecha-
nistic and analytical features of the peroxyoxalate system has been published.
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INTRODUCAO

Nesta revisdo é apresentada uma breve introdugdo aos con-
ceitos basicos de quimiluminescéncia orgénica, sendo também
mostrados os mecanismos mais importantes de formagdo de
estados eletronicamente excitados, para fornecer ao leitor o co-
nhecimento necessdrio para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na quimiluminescéncia da reagdo per6xi-oxalato. Na
parte principal sdo relatados e brevemente discutidos os resul-
tados obtidos dos estudos cinéticos mais expressivos sobre esta
reagdo. Para finalizar, foi inclufda uma selegdo de alguns exem-
plos recentes de aplicagdes analiticas do sistema peréxi-oxalato
para demonstrar a grande importincia e potencialidade desta
reagdo quimiluminescente.

O que é Quimiluminescéncia?

O termo quimiluminescéncia foi primeiramente utilizado por
Wiedemann, em 1888, para descrever reagdes quimicas que
emitiam luz: “Das bei chemischen Prozessen auftretende
Leuchten wiirde Chemilumineszenz genannt” ou seja, “Um pro-
cesso quimico que ocorra com luminescéncia serd denominado
quimiluminescéncia”, Wiedemann distinguiu dois tipos diferen-
tes de mecanismos pelos quais sélidos, liquidos ou gases podem
produzir luz, um requerendo aumento da temperatura ¢, o outro,
ndo. O primeiro mecanismo de emissdo trata-se de incandescén-
cia, que ndo é um processo quimico, mas sim fisico, decorrente
da emissio de radiagio pelo corpo negro. O fendmeno da incan-
descéncia, hoje em dia bem estabelecido, foi primeiramente ex-
plicado por Planck em 1900 e a equag?o fisica que o descrevia
foi formulada, de modo mais detalhado, por Einstein em 1904,
como resultado dos estudo sobre o efeito fotoelétrico.

Desde os primérdios da civilizagdo humana h4 vérias refe-
réncias a seres luminosos em diferentes culturas, dai a possivel
origem da mitologia relacionada a estes fendmenos. Gregos e
romanos foram os primeiros a classificar e relatar as caracte-
risticas peculiares de seres luminosos como peixes, bactérias e
fungos. Apesar de grande quantidade de vividas descrigoes
bioluminescentes, somente no século XVII iniciaram-se as in-
vestigagdes cientificas sobre o fendmeno de “luz fria”.

Em 1669 Hennig Brand, médico hamburgués, produziu um
composto que emitia luz em contato com o ar, através da
fervura de urina humana com salitre, dlcool e areia. O compos-
to produzido era fésforo branco®, Na mesma época, foram feitos
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diversos experimentos com fungos e bactérias bioluminescen-
tes, comprovando-se a necessidade de oxigénio nestes proces-
sos de emissdo de luz.

O primeiro composto organico sintético a exibir rea¢do qui-
miluminescente foi a lofina, preparada em 1887 por Bronislau
Radziszewski®, que também relatou, logo apés seu primeiro
artigo, uma grande lista de compostos organicos sintéticos
quimiluminescentes. Radziszewski afirmou que “a lofina nio
emite luz quando aquecida”, comentdrio que permitiu a
Wiedemann, em [888, ndo somente distinguir quimilumines-
céncia de incandescéncia, mas estabelecer a quimiluminescén-
cia como um fendmeno fascinante situado na interface entre a
quimica e a fisica.

Esquematicamente, uma reagdo quimiluminescente pode ser
pensada como o inverso de uma reagéio fotoquimica. Em uma
reagdo fotoquimica, uma determinada substdncia, ao absorver
um féton, atinge um estado eletronico excitado e, através de
uma reagfio quimica, forma-se um produto no estado eletrénico
fundamental. Em uma reagdo quimiluminescente, ocorre uma
reagdo quimica, que leva a produgio de uma substincia no
estado eletronico excitado, que, pelo decaimento para o estado
eletronico fundamental, emite luz. Analisando simplificadamen-
te, este processo ocorre porque o produto inicial da reagdo
quimica é produzido, preferencialmente, no estado eletrdnico
excitado, devido a semelhanga energética e geométrica entre
os niveis eletrdnicos do reagente e do produto excitado. Ou
seja, para reacdes extremamente exotérmicas e nas quais a
geometria do estado eletrdnico excitado do(s) produto(s) é
parecida com a geometria do(s) reagente(s), a energia livre de
ativagdo da reagdo que conduz ao estado eletronicamente exci-
tado pode ser menor do que aquela que leva ao estado eletrd-
nico fundamental®’. Em resumo, rea¢des quimiluminescentes
geralmente envolvem (i) a gera¢do de um intermedidrio de alta
energia em um ou vérios passos, (ii) reagio térmica deste in-

“termediario conduzindo a um produto eletronicamente excitado

e (iii) liberagdo da energia de excitagio por emissio de luz®’.
A luz emitida pelo decaimento para o estado eletronico funda-
mental pode ser proveniente de uma transi¢io entre estados
eletronicos excitados de mesma multiplicidade (i.e. singlete/
singlete, triplete/triplete), processo chamado de fluorescéncia,
quando os estados eletrdnicos sdo de multiplicidades diferen-
tes, tem-se a fosforescéncia. No caso de decaimento por fluo-
rescéncia, o tempo de vida do produto no estado eletrbnico
excitado esta na faixa de nanossegundos a microssegundos,

715



enquanto, no caso da fosforescéncia, que envolve uma transi-
¢do proibida pela regra de conservagdo de spin, onde necessa-
riamente ocorre um cruzamento intersistema, este tempo de
vida é da ordem de microssegundos a segundos.

Uma molécula excitada pode emitir luz por dois caminhos
diferentes: o direto ou o indireto (Esquema 1). Em uma reagéo
quimiluminescente direta, a decomposi¢do da molécula com
alto contetido energético leva a formag@o do produto em um
estado eletronicamente excitado (S; ou Tj), cujo decaimento
para o estado eletrénico fundamental é o responsdvel pela
emissdo de luz. J4 em uma reagio quimiluminescente indireta,
a espécie quimica responsdvel pela emissdo ndo é proveniente
da molécula com alto contetido energético, mas sim de outra
molécula, aceptora da energia de excitagdo, cujo estado excita-
do se forma por uma transferéncia de energia intermolecular, e
é o responsivel pela quimiluminescéncia.
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Esquema 1. Esquema simplificado de reagdo quimiluminescente dire-
ta (I) e indireta (I1).

Clivagem Unimolecular de 1,2-Dioxetanos

O envolvimento de dioxetanos (1) e a-perdxilactonas (2)
como intermedidrios de alta energia e vida curta, em muitos
sistemas qu1m11ummescentes, foi sugerido pnmelramente por
McCapra® h4 trinta anos. Antes disso, Staudinger® havia suge-
rido a participagdo de dioxetanos como intermedidrios em va-
rias reagdes de oxidagfio. Tais compostos, ainda ndo isolados
naquela época, pareciam ser os tnicos que poderiam desempe-
nhar o papel de intermedidrio de alta energia, pois, (i) a
clivagem térmica, em dois fragmentos carbonflicos, deveria ser
altamente exotérmica, considerando a liberagdo da tensdo do
anel de quatro membros e a formagdo de duas ligagdes
carbonilicas fortes, em detrimento de uma ligagdo fraca O-O e
uma ligagdo C-C; (ii) na estrutura de dioxetanos, o grupo C-O
estd fora do plano R;-C-R; (de forma similar a aldeidos e
cetonas no estado eletrdnico excitado), o que favoreceria, caso
fosse possivel energeticamente, a formagdo de carbonilas no
estado eletrdnico excitado; (iii) em vérias reagdes quimilumi-
nescentes e bioluminescentes foram encontrados, entre os pro-
dutos de reagdo, compostos carbonflicos como, por exemplo,
CO;, 0 que sugere a cllvagem de um dioxetano.

Kopecky e Mumford'®, no mesmo ano (1968) em que foram
postulados os dioxetanos como intermedidrios em reagles qui-
miluminescentes, sintetizaram o trimetil-1,2-dioxetano, o qual
se mostrou relativamente estdvel, contrariando as previsdes de
que tais compostos seriam extremamente instiveis para serem
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isolados. Submetido ao aquecimento (ca. 50°C), este dioxetano
se decompds lentamente em acetona e acetaldeido, emitindo
fraca luz azulada e, em presenca de 9,10-difenilantraceno, que
age como um aceptor de energia, quimiluminescéncia intensa.

Dioxetanos, ao contrdrio da maioria dos sistemas quimilu-
minescentes, sio modelos simples, sendo que a decomposigio
unimolecular destes compostos relativamente estdveis leva a
formago de dois compostos carbonilicos, um deles podendo
ser formado em um estado eletronicamente excitado, singlete
(S1) ou triplete (T;)!!. Entretanto, esta classe de compostos
ndo pode ser usada como um bom modelo para reagdes biolu-
minescentes, uma vez que o rendimento quantlco de formacdo
de estados T, (0,3 E mo!) é muito maior que o S; (107 E
mol'!), o que ocasiona baixos rendimentos quénticos de quimi-
luminescéncia, Isto se deve ao fato de estados T serem
desativados preferencialmente de forma ndo-radiativa, enquan-
to estados S| podem desativar-se de forma radiativa. Ou seja,
os rendimentos quinticos de fosforescéncia em solugéo e na
presenga de O, sdo extremamente baixos, enquanto os rendi-
mentos quinticos de fluorescéncia podem até chegar a valores
lguals alE mol !, apesar de ndo serem também muito altos
(~10" E mol™") para compostos carbonilicos simples.

Mecanismo da Luminescéncia Quimicamente Iniciada por
Intercimbio de Elétron (CIEEL)

Rauhut et al.'? propuseram a existéncia de um complexo de
transferéncia de carga entre um intermedidrio de alta energia,
formado na reagdo, € um composto chamado ativador*, para
explicar a geragdo de estados eletronicos excitados no sistema
per6xi-oxalato. Segundo estes autores'?™!%, existe um inter-
medidrio de alta energia meta-estdvel, provavelmente a 1,2-
dioxetanodiona, que interage com o ativador através de um
complexo de transferéncia de carga, havendo doagdo de elé-
tron por parte do ativador. Com base em resultados obtidos em
experimentos de determmagao do rendimento quéntico de qui-
miluminescéncia, Rauhut'? propos que quanto menor o poten-
cial de oxidagdo do ativador, maior a constante de velocidade
de formagdo de estados eletronicamente excitados e que quan-
to menor a energia singlete do ativador, maior o rendimento
quéntico de quimiluminescéncia.

Posteriormente, Schuster'* constatou, ao estudar uma série
de peréxidos ciclicos e lineares isoldveis, que a decomposigdo
destes (kqbs, Esquema 2), observada através da emissdo de luz,
sofria uma aceleragio e, além disso, ocorria um aumento sig-
nificativo da quantidade de luz emitida, quando em presenca
de ativadores com baixos potenciais de oxidagdo e altos rendi-
mentos quinticos de fluorescéncia.

Os principais peréxidos estudados por Schuster foram
peréxido de difenoila (3), perdxi-acetato de 1-feniletila (4), 3,3-
dimetil-1,2-dioxetanona (5) e peréxido de o-xililenila (6). Foi
constatado também que os espectros de emissdo da reagdo
catalisada pelos ativadores eram idénticos aos espectros de fluo-
rescéncia dos préprios ativadores utilizados. Através de um

* Notar que existe uma diferenga entre aceptor de energia de excita-
¢do e ativador. Um aceptor de energia de excitagio recebe energia
de um outro composto no estado eletrdnico excitado ndo interferin-
do na velocidade da reagiio, enquanto um ativador é formado no
estado eletrnico excitado através de uma reagiio quimica, interfe-
rindo na velocidade da reagfo.
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L produtos (decomposigio escura)
Peréxidos ¢
kear produtos (emissio de luz)
ACT
v = kyns[Peréxido]

kobs = ki+kcat[ACT]

2
o e
Kear = A —I|E, -E 4~
CAT exp RT( ox red eRoJ

A: constante.

R: constante universal dos gases.

T: temperatura em Kelvin,

o: constante de transferéncia de elétron.
E,y: potencial de oxidagio do ACT.
E,eq: potencial de reduciio do peréxide.
e: carga do elétron,

€: constante dielétrica do solvente.

R, distincia entre os fon-radicais.

Esquema 2. Esquema cinético du interagdo de um perixido com um
ativador, envolvendo uma transferéncia de elétron®.

estudo sistemdtico da variagdo da constante de velocidade da
reagdo catalisada pelo ativador (kcat), Schuster observou que
kcar era proporcional ao potencial de oxidacdo do ativador
(Eox), em todos os sistemas estudados, sendo que, a projegdo
de In kcat vs. Eox era linear, evidenciando o envolvimento de
transferéncia de um elétron no passo limitante.
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O coeficiente angular (8) da relagdo In kcat vs. Ex fornece

= - o/RT, onde o € um pardmetro empirico relacionado com
a transferéncia de elétron (0 < o < 1). O pardmetro o citado é
similar ao o utilizado por Brgnsted em catdlise dcida geral, o
qual é uma medida da transferéncia de préton na etapa limitante
da reagdo, apresentando valores, também, entre 0 e 1. Este
pardmetro estd relacionado a extensdo de transferéncia de elé-
tron no estado de transi¢do. Porém, como ocorre ruptura de
uma ligacio quimica simultaneamente a transferéncia de elé-
tron, a indica também a extensdo desta ruptura. Um valor de
o = 1 significa uma ruptura “quase” completa da ligagdo no
estado de transig@o, enquanto um valor de o = 0 significa “pou-
ca” ruptura da ligacdo no estado de transicio. Empiricamente,
o valor de a diz respeito & sensibilidade da varidvel observada
(no caso kcar) a mudancas do potencial de oxidagdo do
ativador. Para o sistema per6xido de difenofla'4, foi comprova-
do, utilizando-se solventes com constantes dielétricas aproxi-
madamente iguais, que ha um incremento nos valores do ren-
dimento quantico de quimiluminescéncia ao se aumentar a vis-
cosidade, o que demostra ser este um processo que ocorre den-
tro da gaiola de solvente.

Em um trabatho te6rico, Schuster!3® propds que, (i) no caso de
reacles irreversiveis de transferéncia de elétron, com uma cons-
tante de velocidade ky3 (Equagdo 1), o coeficiente angular da re-
lag@o Inkzz vs. AGy3 (8) € nulo para reagdes com AGy3 < 0, (ii)
para reacOes reversiveis, com AGj; > 0, o valor do coeficiente
angular é 0 = -1/RT e, (iii) para reagbes irreversiveis, com AGy;3
> 0, t¢ém-se que 0 = -0/RT € kcar = Ki2kz3. Todos os sistemas
quimiluminescentes estudados por Schuster enquadram-se

QUIMICA NOVA, 22(5) (1999)

no caso iii, uma vez que ocorre rompimento da ligagdo peroxi-
dica (O-O) em conjunto com uma transferéncia de elétron, mais
rdpida do que a retro-transferéncia, ou seja, o processo é
irreversivel. A energia do par de fon-radicais é maior do que a
do complexo de transferéncia de carga, ou seja, esta transfe-
réncia de elétron é endotérmica. E necessdrio ainda observar
que kcat € composto de ka3 € Kj2, 0 que faz com que o valor
medido de o contenha um componente associado & formagio
de um complexo de transferéncia de carga. Schuster obteve um
valor de o = 0,3 para todos os sistemas estudados!*,

D + A é [D 1t A] é [.;.D (111 A.']E, P

k k
21 32 (1)
D: doador, A: aceptor, P: produtos

Em uma andlise matemdtica mais detalhada, com respeito
as relagbes de energia livre para reagbes reversiveis e
irreversiveis, Scandola et al.'® verificaram que, para reagGes
com valor pequeno de energia livre de ativagido, a relagio log
kcat vs. Eox € linear. Nestes casos, de reagdes de transferéncia
de elétron irreversiveis, com E,x conhecido € um tinico aceptor
de elétron (E.q unico e estabelecido termodinamicamente), o
deve possuir valores entre 0,2 e 0,5.

Com base nestas observagdes, principalmente utilizando o sis-
tema peréxido de difenofla'®, Schuster propds o mecanismo
CIEEL (“Chemically Initiated Electron Exchange Luminescence”),
o qual contém os seguintes passos: (i) primeiramente o ativador
entra em contato com o perdéxido, formando um complexo de
encontro dentro da gaiola de solvente, (ii) a ativagio térmica do
perdxido, levando ao alongamento da ligagdo O-O e ao aumento
da afinidade eletrénica do peréxido, facilita a transferéncia de
elétron do ativador, que leva a formagdo de um par de fon-radi-
cais, (iii) entdo, o radical-anion do peréxido se cliva, gerando um
novo radical-4nion na gaiola de solvente, (iv) ocorre uma reagdo
de aniquilamento do radical-anion formado com o cétion-radical
do ativador, um processo que libera energia suficiente para pro-
mover o ativador ao seu estado S;, (v) o qual decai para o estado
eletronico fundamental emitindo luz (Esquema 3).

(‘
o so.-(Lﬁo w | o
e O%M%{Q__&O%
“  —

.
X )i\,{ (i)
s e
hv 1
@) =
~ | co;
R AN

Esquema 3. Mecanismo CIEEL exemplificado com a 3,3-dimetil-1,2-
dioxetanona e 9,10-difenilantraceno.

Outro fato que contribui para a proposi¢do do mecanismo
CIEEL por Schuster, anterior aos seus experimentos, foi a des-
coberta da possibilidade de se poder gerar estados eletronicos
excitados por via eletroquimica. Reagdes que envolvem trans-
feréncia de elétron, onde um par de {on-radicais (A* e D**) é
gerado eletricamente, foram estudadas por voltametria ciclica.
De modo genérico, a luz € emitida por uma espécie quimica S,
gerada, por sua vez, através de uma reagio de aniquilamento
entre o par de fon-radicais, podendo levar tanto o doador (D)
quanto o aceptor (A) para o estado excitado (Equagio 2). Esta
técnica, amplamente utilizada', permite o estudo direto de
reagOes que envolvam transferéncia de elétron, resultando em
dados mais confidveis sobre a etapa de quimi-excitagfo.
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Esquema 4. Mecanismo de bioluminescéncia do vaga-lume.

$
A+D*
.
\ S, (2)
A* + D

O mecanismo CIEEL foi recebido com entusiasmo pelos pes-
quisadores da drea, ainda mais quando foi utilizado, na mesma
épocal”, para explicar o passo de quimi-excitagio da reagio
bioluminescente do vaga-lume (Photinus pyralis, Coleoptera:
Lampyridae). No mecanismo de emissdo de luz por este inseto,
elucidado nos anos 60'®, ocorre a oxidagdo da luciferina (7) pelo
oxigénio molecular, catalisada pela enzima luciferase, e gerando a
oxiluciferina (8; Esquema 4). Neste processo de oxidagdo foi
postulado o envolvimento de uma dioxetanona (9).

O mecanismo de quimi-excitagdo desta reagfo, que apresenta
um alto rendimento quéntico de bioluminescéncia (em torno de
0,90 E mol™) pode ser explicado, como jd foi dito, com base no
mecanismo CIEEL. E interessante notar que a molécula 10 apre-
senta os trés componentes necessdrios para que ocorra uma rea-
¢do quimiluminescente, ou seja, uma fonte de energia, a
dioxetanona com alto contetido energético, um grupo que é capaz
de ser formado no estado eletronicamente excitado e um “gati-
1ho”, o OH fenélico que, ao ser desprotonado, “dispara” a seqiién-
cia de eventos. Dessa forma, o que ocorre € um mecanismo CIEEL
intramolecular, onde (i) o fon fenolato livre transfere um elétron
para a dioxetanona, ocorrendo a quebra da ligagdo O-O e (ii) a
formagdo de um par de fons radicais que, (iii) através de uma
nova transferéncia de elétron, leva a formagdo do anion de 8 no
estado eletrbnico excitado o qual, finalmente, (iv) emite luz ao
decair para o estado eletrdnico fundamental (Esquema 5).
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Esquema 5. Mecanismo CIEEL intramolecular na bioluminescéncia
do vaga-lume.
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Um ponto questiondvel do mecanismo CIEEL € o que diz res-
peito aos rendimentos quénticos de quimiluminescéncia envolvi-
dos no passo bimolecular da reagdo, pois, os valores calculados
para o sistema perdxido de difenofla/perileno foram superestima-
dos em viérias ordens de grandeza por Schuster'*, fato que foi
revelado em um trabalho posterior de Catalani e WllSOI‘l Os
autores obtiveram um rendimento quéntico de 10* E moll
invés de 0,1 E mol"!, determinado por Schuster, ou seja, o s1stema
perdxido de dlfenoﬂa - o sistema-chave para a formulagfio do
mecanismo CIEEL - € de uma eficiéncia extremamente baixa.

Em uma revisdo recente, Wilson?® indaga sobre o motivo
pelo qual os sistemas-modelo do mecanismo CIEEL (peréxido
de difenofla e peréxido de antraceno) sdo tdo ineficientes. Se-
gundo Wilson, com base no mecanismo CIEEL, dois motivos
sdo provdveis: retro-transferéncia de elétron muito rapida (Es-
quema 3) ou difusdo para fora da gaiola de solvente, embora
nenhum dos dois motivos parega ser suficiente para explicar
rendimentos quénticos tdo baixos.

Por outro lado, o sistema perdxi-oxalato mostra rendimento
quéntico elevado, fato que foi comprovado por uma redetermi-
na¢do independente utilizando a reacfio de oxalato de
bis(pentaclorofenila) com H;0,, catalisada 2por salicilato de
sédio, em presenga de 9,10-difenilantraceno®'®. Sendo assim,
o sistema peréxi-oxalato constitui o tinico exemplo com alto
rendimento quéntico que, provavelmente, envolve a seqiién-
cia mecanistica CIEEL.

O SISTEMA PEROXI-OXALATO
Estudos Mecanisticos

O sistema peréxi-oxalato despertou o interesse de muitos
pesquisadores desde que Chandross?? observou que, na reagiio
de cloreto de oxalila com H,0;, em presenga de rubreno, ocor-
ria emissdo de luz. Posteriormente, o grupo de Rauhut!? subs-
tituiu cloreto de oxalila por ésteres fendlicos do 4cido oxdlico,
contendo substituintes aceptores de elétrons. A rea¢do destes
com per6xido de hidrogénio, catalisado por base e em presen-
ca de substdncias com baixos potenciais de oxidagdo e altos
rendimentos quénticos de fluorescéncia (os chamados ativado-
res), € acompanhada por uma forte emissdo de luz, a qual é
oriunda da fluorescéncia do ativador (Esquema 6).
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Esquema 6. Reagentes e produtos do sistema perdxi-oxalato.

O principal motivo para que o sistema peréxi-oxalato venha
sendo estudado desde a década de 60, é o seu alto rendimento
quantico de quimiluminescéncia e o fato dele poder ser usado
em uma grande variedade de aplicagdes analiticas. Por outro
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lado, o mecanismo desta reagio complexa ndo foi ainda muito
bem estabelecido, especialmente no que diz respeito ao chama-
do “passo de excitagdo”, ou seja, o passo elementar da reagdo
no qual a “energia quimica” ¢ transformada em “energia de
excitagio eletrdnica”. No caso do sistema perdxi-oxalato, a
seqiiéncia completa de reagdo deve levar a um ou mais inter-
medidrios com alto conteido energético - os chamados inter-
medidrios de alta energia - e a reagfo deste(s) intermedidrio(s),
provavelmente com o envolvimento do ativador, libera, em um
tinico passo, energia suficiente para a excitagio deste. A estru-
tura do(s) intermedidrio(s) de alta energia e o mecanismo de
excitagdo eletrdnica ainda ndo foram esclarecidos como mostra
a breve revisdo da literatura a seguir.

A cinética da reagdo pode ser determinada através da obser-
vagiio de emissdo de luz ou da absorgdo, devida ao 2.4,6-
triclorofenol liberado (Figura 1). Porém, estudos cinéticos
convencionais da etapa de excitagdo nio podem ser feitos, uma
vez que as etapas anteriores & produgdo do intermedidrio de
alta energia, sendo bem mais lentas, sdo, conseqilientemente, as
tinicas observadas cineticamente.
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Figura 1. Curvas cinéticas tipicas em experimentos de emissdo (A) e
absorg¢do (B) de luz, utilizando oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila),
imidazol e H202 A - [oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila)] = 0,10
mM, [H;03] = 10 mM, [imidazol] = 1,0 mM, [9,10-difenilantraceno]
= 1,0 mM, B - idem, porém sem 9,10-difenilantraceno.

Rauhut'% foi o primeiro autor a verificar a dependéncia das
constantes de formagdo (kobhsz) € de decaimento (kgps1), com a
[H,0;] e [base]. Também, foi o primeiro a sugerir a ocorréncia
de um intermedidrio meta-estivel como intermediario de alta
energia, a 1,2-dioxetanodiona (11), formulando um mecanismo
que envolvia a formagdo de um complexo de transferéncia de
carga entre o intermedidrio de alta energia e o ativador, base-
ando-se na observagdo de que, quanto menor o Ex ou, quanto
menor a energia singlete do ativador, maior o rendimento
quintico de quxmxlummescenma

Catherall et al.?'®, estudando a reaglio de oxalato de
bis(pentaclorofenila) com H,0,, catalisada por salicilato, em
presenga de 9,10-difenilantraceno, (i) verificaram que a adigdo
retardada do ativador & reagdo ndo modificava a cinética nor-
mal, onde o ativador era adicionado previamente, (i) ndo pro-
puseram 11 como intermedidrio de alta energia, mas sim, in-
termedidrios do tipo 14, pois ndo verificaram a ocorréncia de
um intermedidrio de alta energia meta-estdvel, (iii) no obser-
varam quimiluminescéncia, utilizando anisol como ativador
(energia singlete de 426 kJ mol !, rendimento quéntico de flu-
orescéncia de 0,29 E mol™), o que concorda razoavelmente
bem com um trabalho anterior de Lechtken e Turro?, onde foi
verificado que o sistema perdxi-oxalato pode gerar estados ele-
tronicamente excitados cuja energia singlete do ativador seja
de até 439 kJ mol™!, (iv) determinaram um valor relativo para
a constante de transferéncia de elétron, utilizando 9,10-difeni-
lantraceno, (v) ndo verificaram correlagéo entre o rendimento
quantico de quimiluminescéncia € a energia singlete do ativa-
dor, (vi) observaram correlacdo linear entre o rendimento
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quéntico de quimiluminescéncia e a E;»™ (energia potencial
de oxidagio de meia-onda) dos ativadores 2,5-difeniloxazol,
9,10-dibromoantraceno, 1,4-bis(5-fenil-2-oxazolil)benzeno,
antraceno e 9,10-difenilantraceno.
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Alvarez et al.?*, estudando a reacdo de oxalato de bis(2,4,6-

triclorofenila) com H,0,, catalisada por trietilamina, em pre-
sencga de 9,10-difenilantraceno, observaram um comportamen-
to aparentemente oscilatério da emissdo de luz. Os mesmos
formularam um mecanismo consistente com os resultados, no
qual dois intermedidrios de alta energia, gerados em série, pro-
duzem luz (Esquema 7). As curvas cinéticas experimentais
foram analisadas numericamente usando-se um modelo
cinético, onde hd o envolvimento de, no minimo, dois interme-
didrio de alta energia (X e Y) interligados com um outro in-
termedidrio ndo-quimiluminescente (Z). Os autores propuseram
que X seria um intermedidrio do tipo 12 ou ArOC(OH)(OOH)
C(O)OAr, Y seria 11 ou um intermedidrio do tipo 14 e que Z
seria um intermedidrio do tipo 13. Entretanto, este comporta-
mento oscilatério poderia também ser explicado por uma com-
peticio complexa entre as etapas que antecedem a formagdo do
intermedidrio de alta energia, observada com uma concentra-
¢do ndo excessiva de trietilamina, ndo sendo necessédrio postu-
lar o envolvimento de virios intermedidrios de alta energia?52%,

TCPO + H202 + Et3N

l

X — Z —Y

by

X' Y'
DPA* DP.
DPA DPA*
Produtos Produtos
hv

Esquema 7. Esquema mecanistico proposto por Alvarez et al.?* para a
quimiluminescéncia do sistema perixi-oxalato.

J4 Orlovic et al?” afirmaram que somente era possivel ob-
ter uma cinética simplificada para o sistema quando se utiliza-
va quantidade substancial de dgua (acetonitrila 75%, 4gua
25%), propondo estruturas do tipo 14 como intermedidrios de
alta energia. Os autores erraram ao atribuir a constante de ve-
locidade de formagdo (k) & soma de dois processos k;; € ke
(caso os valores das constantes k.3 e kp; sejam bem maiores),
que sdo relacionadas com o ataque de H,O, e imidazol ao
oxalato de bis(2,4,6-triclorofenila), respectivamente. Além dis-
50, 0s autores erraram na atribui¢do da constante de decaimen-
to (kp), pois, segundo os mesmos, esta dever-se-ia 4 somatéria
dos processos kg € ki, & decomposi¢io ndo-quimiluminescente
e a transformagdo do pericido no intermedidrio de alta energia
(Esguema 8). Como mostra um trabalho posterior de Stevani et

, a constante de formagdo € relacionada com o ataque
nucleofﬂico do H,0; & carbonila do 1,1’-oxalil-di-imidazol 15
formado pelo ataque do imidazol ao oxalato de bis(2,4,6-
triclorofenila), processo este que, por sua vez, é correlacionado

719



com a constante de decaimento (ks, Esquema 9). Ainda mais, no
mesmo trabalho, é também mostrado que para [H,0;] < 20 mM
o ataque direto do peréxido de hidrogénio a carbonila do oxalato

de bis(2,4,6-triclorofenila) (k;;, Esquema 8) ¢ desprezivel.
H 0, A OAr
ArOH R > <
IMIH o N o IMI-H ArOH
krl krz
¢} N OOH H,0 0o Q M1
: \: : \:
A0 0 Kes A0 0
ki
\4
X DPA
kn kﬂ
k, X DPA
€Oy, AIOH
‘\———————— Outros produtos ————-
Esquema 8. Esquema mecanistico proposto por Orlovic et al.? para a
quimiluminescéncia do sistema perdxi-oxalato.
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Esquema 9. Esquema mecanistico proposto por Stevani et al.?’ parda a
quimiluminescéncia do sistema perdxi-oxalato.
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O trabalho de Chokshi et al.?® é uma excegio dentre os
trabalhos cinéticos, pois € o primeiro em que se obtém evidén-
cias mais diretas sobre a estrutura do intermedidrio de alta
energia envolvido. Utilizando a reagdo de oxalato de bis(2,6-
difluorofenila) com H,0,, em acetonitrila:dgua (3:1), monito-
rada por RMN YF, os autores encontraram um sinal diferente
do préprio oxalato de bis(2,6-difluorofenila), ou do fenol
advindo da reagdo, que diminuia de intensidade em presenca
de dansilfenilalanina, utilizado como ativator. Tal sinal foi atri-
buido como sendo devido ao derivado pericido (16), o qual
reage diretamente com o ativador, levando a formagdo de esta-
dos excitados deste ultimo. Sendo assim, estes autores consi-
deraram derivados perdcidos do tipo 12 como intermedidrios
de alta energia na reacdo perdxi-oxalato.

Em um trabalho recente, Hohman et al.?’ obtiveram deriva-
dos do intermedidrio 12 protegidos por grupos silila, O,0-tri-
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isopropilsilil monoperoxalato de 2,6-difluorofenila (17) e O,0-
tri-isobutilsilil monoperoxalato de 2,6-difluorofenila (18). Ten-
tativas de purificagdo dos compostos 17 ¢ 18 ndo obtiveram
gxito, devido 2 labilidade dos mesmos. Apesar disso, foram fei-
tos alguns experimentos cinéticos, utilizando fluoreto de
tetrabutilamdnio como agente desprotetor e em presenga de 9,10-
difenilantraceno, que demonstraram haver emissio de luz ap6s a
desprotecio, apesar da m4 reprodutibilidade das curvas de deca-
imento. Hohman et al? conclufram que, ap6s a liberagio do
percarboxilato de 17 ou 18, ocorre rdpida interagdo destes com
o ativador, ou seja, o percarboxilato de 17 ou 18 € o intermedi-
irio de alta energia. Porém, o artigo publicado ndo mostra ne-
nhum experimento mais minucioso como, por exemplo, um es-
tudo da influéncia da concentragéo do ativador sobre a cinética
de decaimento. Por outro lado, em um trabalho recente do nosso
grupo foi claramente demonstrado que intermediérios do tipo 12
ndo sfo intermedidrios de alta energia neste sistema.

F O OOH
T
F
16

_>_

©

F OHO—{% F o>;< —~OS;
gF ’ %F ’
17 18

Uma das bases mais utilizadas nos estudos cinéticos sobre o
sistema per0x1 -oxalato € o imidazol (IMI-H). Dentre os moti-
vos pelos quais ele é tdo utilizado destacam-se sua solubilida-
de (imidazol € solivel tanto em &dgua, quanto em diversos
solventes orgdnicos), o fato de poder agir como base e como
catalisador nucleofilico e, principalmente, a reprodutibilidade
dos experimentos cinéticos.

Dos estudos cinéticos com IMI-H publicados até o presente,
apesar de conterem alguns resultados contraditérios e interpre-
tagcdes mecanisticas diferentes, é possivel extrair os pontos de
convergéncia e formular um mecanismo geral para o sistema
peroxi-oxalato (Esquema 9). A seguir serdo resumidas as inter-
pretagdes mecanisticas mais importantes, sobre as quais hd um
consenso na literatura.

e Através da relagfo ks vs. [IMI-H], foi estabelecida uma
dependéncia de segunda ordem com a concentragio de
imidazol, do tipo kyps = k [IMI- H]2 23,3031 a1 comporta-
mento deve-se & ocorréncia de uma catélise bésica geral do
imidazol sobre o ataque nucleofflico do imidazol  carbo-
nila do éster oxdlico, o chamado “ataque nucleofilico de
imidazol catalisado pelo préprio imidazol”*. Utilizando
imidazol como catalisador ocorre a substituigdo dos dois
grupos fendlicos do éster, levando a formagao de 15 (Es-
quema 9) seguida da reago deste com H,0,> 30,

e Com a variagio da [H,0,], mantendo-se a concentragdo dos
demais reagentes constante, foi observado que kony; (Figura 1)

t Deve-se QCixar claro aqui, o que chamamos de intermedidrio de alta
energia. E um dos intermedidrios, dentre os muitos participantes no
sistema peréxi-oxalato, que interage com o ativador, provavelmente
pela seqii€ncia mecanistica CIEEL, gerando o estado S, deste.

t E interessante notar que o sitio ativo de diversas enzimas hidroliticas e
da luciferase possuem imidazol na forma de histidina, embora isso nfio
esteja relacionado com a utilizagfio de imidazol no sistema peréxi-oxalato.
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ndo dependia da [H,O,], pelo menos até uma certa concen-
tragdo, e que a relagdo kg2 vs. [HO;] era linear. Tais
resultados mostram que a constante de velocidade de for-
magdo (Kghs2) € relacionada com o ataque de H;O; a 15
(Esquema 9)25.

e Trabalhos bem recentes, como os de Hadd er al* e de
Neuvonen?®, indicam o envolvimento de 15 no processo de
formagdo do intermedidrio de alta energia. A reagdo de 15
com H,0; leva rapidamente & produgdo do intermedidrio
de alta energia, provavelmente 11, passando, logicamente,
por um perdcido do tipo IMI-C(O)C(O)OOH. Dessa forma,
este perdcido e 15 constituem os intermedidrios-chave na
producdo do intermedidrio de alta energia.

e Em todos os trabalhos cinéticos acerca do sistema peréxi-
oxalato nfo se verificou variacdo das constantes de veloci-
dade observadas com a variagdo da concentragdo do
ativador, pois as etapas anteriores, como ja foi dito, sdo
lentas, quando comparadas com a etapa onde ocorre a inte-
ragdo do ativador com o intermedidrio de alta energia.

Como ja foi dito, nos trabathos iniciais de investiga¢do do
sistema, 11 foi postulado como intermedidrio meta-estdvel, o
qual excita o ativador com o envolvimento de um complexo de
transferéncia de carga'?. Entretanto, outros autores falharam
em detectar a ocorréncia de um intermedidrio meta-estdvel
nesta reagio?>**. Tais resultados confirmam a extrema sensibi-
lidade do intermedidrio de alta energia, eventualmente 11, a
tragos de impurezas presentes no sistema.

Em trabalhos recentes realizados no nosso grupo, foi sinte-
tizado e caracterizado um composto andlogo ao intermedidrio
tipo 12, o O,0-hidrogénio monoperoxalato de 4-clorofenila
(19)%. Pode-se comprovar que 19, em presenca de um ativador
(i.e. rubreno, 9,10-difenilantraceno, perileno), ndo emite luz, o
que exclui, definitivamente, intermedidrios do tipo 12 como
intermedirios de alta energia®. 19 somente exibe quimilumi-
nescéncia em presenga de um ativador e de bases com pK,
adequado (pK, > 6). Tal fato sugere que deve ocorrer uma
reacdo quimica anterior a emissdo, provavelmente uma cicliza-
¢do, que di origem ao intermedidrio de alta energia. Dos estu-
dos cinéticos da reagéo de 19 com diversas bases [i.e. imidazol,
p-clorofenolato e t-butéxido de potdssio e 1,8-bis(dimetilamino)
naftaleno], observando-se a emissdo de luz em presenca de
9,10-difenilantraceno ou a absorgdo, a 292 nm, do p-clorofenol
formado, puderam ser formulados esquemas mecanisticos dos
processos que antecedem a etapa de quimi-excita¢fio, obtendo-
se evidéncias indiretas para a ocorréncia de 11 como interme-
didrio de alta energia®.

O\ OOH
Ao
19

Em um estudo adicional foram determinados os rendimen-
tos quanticos de quimiluminescéncia da reagdo de 19 com
imidazol, em presenga de sete ativadores com diferentes poten-
ciais de oxidagdo: rubreno, perileno, 9,10-dimetoxiantraceno,
9,10-difenilantraceno, 9,10-dicianoantraceno, antraceno e 2,5-
difeniloxazol, com o objetivo de obter informagdes sobre a
etapa de quimi-excitagéo, a etapa onde ocorre a interagio entre
o intermediario de alta energia e o ativador, com a formag&o
de estados excitados. O rendimento quintico de quimilumines-
céncia em concentragdes infinitas de ativador e a constante de
velocidade de transferéncia de elétron correlacionam-se linear-
mente com o potencial de oxidagdo dos ativadores comumente
utilizados®”*, Estes resultados evidenciam uma transferéncia
de elétron entre o intermedidrio de alta energia, formado pela
reagdo de 19 com imidazol, e os ativadores utilizados, o que
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estd de acordo com o mecanismo CIEEL. Porém, quando em
presenca do ativador 9,10-dimet6xiantraceno e, especialmente,
em presenga de 9,10-dicianoantraceno, os quais ndo sdo ativa-
dores comumente utilizados em estudos sobre o mecanismo
CIEEL, foram observados desvios si;nificativos do comporta-
mento previsto por este mecanismo®’*¥, Portanto, estes dados
mostram a necessidade de evidéncias experimentais adicionais,
utilizando um sistema eficiente como o perdxi-oxalato, para
poder acumular mais resultados a favor, ou contra, a validade
do atraente € controverso mecanismo CIEEL.

Aplicac¢des do Sistema Peréxi-Oxalato

A primeira aplicagfio préitica do sistema peréxi-oxalato foi
na producio de “light sticks”, que sdo bastdes de pldstico con-
tendo os reagentes necessdrios para a reacdo quimiluminescen-
te, otimizados quanto aos reagentes, quantidade e solvente. Ao
quebrar-se um tubo no interior do bastio, provavelmente con-
tendo H,0; e uma base, a reagdo inicia-se, podendo emitir luz
por até 48h. Com certeza, esta foi a primeira aplicag3o, pois o
sistema foi descoberto por Michael M. Rauhut, funciondrio da
American Cyanamid Co., empresa que produz até hoje os “light
sticks”. Rauhut também produziu “cdpsulas de aviso contra a
infiltragio de tropas” para a marinha americana®, Tais cdpsulas
foram desenvolvidas contendo um éster oxdlico, um ativador e
uma fonte de peréxido de hidrogénio, no caso um derivado da
antra-hidroquinona, que, em contato com o ar, produzia H,O;.

De maneira geral, o sistema perdxi-oxalato & itil na anilise
quantitativa de: H>O, ou reagdes que o produzam; compostos
arométicos fluorescentes com baixos potenciais de oxidagao; e
compostos que possam suprimir a emissdo de luz. Uma vez
que o sistema peréxi-oxalato emite luz, em presenga de con-
centragbes muito baixas de H,O, (limite de detec¢dio de 70
nM), pode-se, por exemplo, medir a concentragdo de glicose
pela reagdio com glicose oxidase, que produz H,0,,% ou deter-
minar H,O, em 4guas de chuva®. Mais recentemente, foram
feitas tentativas de se utilizar o sistema peréxi-oxalato para a
andlise de vérios fons metdlicos®, entretanto, as metodologias
nio parecem ainda muito bem estabelecidas®’.

Uma outra aplicagfio analitica é a detec¢io de compostos
aromdticos fluorescentes com baixos potenciais de oxidagio,
realizada em HPLC, através da técnica denominada “pos-
column derivatization”, que possibilita detec¢do de até 1 fmol
de certos compostos. Através desta técnica, é possivel quanti-
ficar diversos compostos arométicos fluorescentes diretamente
ou, outras substincias, apés uma reac¢do de derivatizagdo. Um
sistema derivatizante bem interessante é o naftaleno-2,3-
dialdefdo/cianeto (NDA/CN)*2, utilizado na quantificagio de
aminodcidos e peptideos. Através da derivatizagdo, o composto
20 passa a atuar como o ativador, que, em presencga dos demais
reagentes necessdrios emite luz (Equagdo 3).

(NDA) ©
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Atualmente, € grande a utilizagdo do sistema peréxi-oxalato
como ferramenta analitica na detecgdo e quantificagdo de com-
postos organicos, presentes nos mais variados meios. A Tabela
I mostra alguns exemplos ilustrativos de aplicagdo do sistema
peréxi-oxalato, recentemente publicados, relacionados com a
quantificagio de diversos analitos. Artigos recentes de revisio
ressaltam a importincia da quimiluminescéncia acoplada com
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HPLC na determinagio de uma infinidade de substincias, como
é o caso dos artigos de Bowie et al.*? ¢ Orosz et al.®, dos quais
constam diversos métodos de determinagdo utilizando o sistema
peroxi-oxalato.

Tabela 1. Aplicagdes analiticas do sistema perdxi-oxalato na
determinagdio de diversos analitos.

Determinagdo Método Utilizagdo Ref.
derivados HPC, apés  determinagdo de 45
psicotrépicos derivatizagdo psilocina em
de indol cloreto de cogumelo
(p.ex. psilocina) dansila
colesterol HPLC determinagiio em 46
soro humano
bilirubina HPLC determinagdio em 47
soro humano
oxalato HPLC determinagio em 48
soro humano
catecolaminas HPLC p.ex. determinagdo 49
de adrenalina em
soro. humano
urobilina HPLC determinagio em 50
soro humano
CONCLUSAO

Dos estudos sobre o sistema perdéxi-oxalato, conclui-se que o
mecanismo das transformagdes que ocorrem no estado funda-
mental pode ser considerado bem estudado e, relativamente bem
conhecido. J4 o mecanismo do “passo de excitagdo”, no qual
ocorre a formagdo de estados eletronicamente excitados, e a
natureza do intermedidrio de alta energia, o qual é responsavel
pela excitagiio do ativador, ainda sdo sujeitos a controvérsias.
Dos estudos cinéticos com imidazol como base pode-se propor
um esquema mecanistico simplificado, o qual estd de acordo
com todos os resultados cinéticos obtidos (Esquema 9). Este
esquema foi primeiramente proposto por nosso grupo®’ e parece
ter sido aceito de maneira geral pelos pesc&uisadores da drea
conforme mostram alguns trabathos recentes?®3, Um ponto ain-
da polémico ¢é a estrutura do intermedidrio de alta energia. Na
maioria dos trabalhos cinéticos até 1996 foram favorecidas es-
truturas como 12 e 14 como intermedidrio de alta energia, con-
siderando-se também vdrias estruturas interconversiveis, seguin-
do a sugestdo de Alvarez et al.?*. Entretanto, os perfis cinéticos
obtidos por estes autores podem ser explicados também por uma
competi¢do complexa entre os vérios passos cinéticos lentos, que
ocorrem antes do passo de excitagdo. Em um trabalho cinético
sobre o sistema peréxi-oxalato propusemos que o intermedidrio
de alta energia fosse a 1,2-dioxetanodiona (11), seguindo-se a
sugestdo inicial de Rauhut et al.'%. Apesar de nio termos obtido
evidéncias diretas para a ocorréncia de 11 como intermedidrio
de alta energia, foram apresentadas evidéncias indiretas e argu-
mentos baseados nas propriedades conhecidas de perdxidos
ciclicos a favor da estrutura 11 como intermedidrio de alta ener-
gia. Esta argumentagfo foi reforcada pelas evidéncias obtidas
em um estudo cinético do derivado perdcido 19**3, Além disso,
nestes estudos foi claramente comprovado que pericidos do tipo
12 ndo podem ser o intermedidrio de alta energia na quimilumi-
nescéncia da reagfo perdxi-oxalato. Também neste caso, a argu-
mentagiio usada nos trabalhos recentes?®3* mostra a boa aceita-
¢do de nossa proposta pelos pesquisadores da drea. Entretanto,
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deve-se mencionar que alguns autores®? ainda favorecem as

estruturas de perdcidos do tipo 12 como sendo as do intermedi-
drio de alta energia,

O mecanismo do passo de quimi-excitacdo no sistema
peréxi-oxalato, entretanto, ainda ndo foi bem esclarecido. Exis-
tem evidéncias de que este passo envolva o mecanismo CIEEL,
pois ocorre uma transferéncia de elétron entre o intermedidrio
de alta energia e o ativador. Porém, existem poucos trabalhos
que tentam elucidar o mecanismo do passo de excitagdo. Em
um estudo de nosso grupo foram obtidas evidéncias da ocor-
réncia de tal transferéncia de elétron, ao se utilizarem os ativa-
dores mais comuns em estudos sobre o mecanismo CIEELY.
Entretanto, utilizando-se ativadores incomuns, foi observado
um comportamento diferente daquele previsto pelo mecanismo
CIEEL, fato que refor¢a a necessidade de informagdes adicio-
nais para comprovar ou excluir a ocorréncia do mecanismo
CIEEL na quimiluminescéncia da reagdo peréxi-oxalato.
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