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RESUMEN

El estudio del mecanismo de fotoreaccion de las o-oxoamidas ha despertado el
interés por décadas, particularmente debido de su gran utilidad sintética. Las -
oxoamidas (K) producen por irradiacion UV B-lactamas (A) y oxazolidinonas (O), dos

familias de heterociclos de interés en la preparacion de farmacos.
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De estudios previos realizados por Aoyama y col, Whitten y col. y otros; en los
cuales variaron sistematicamente las estructuras de las amidas, el solvente y la
temperatura, fue posible inferir la existencia de intermediarios de reaccion dirracalarios
(D) y zwitterionicos (Z). Sin embargo, hasta la fecha, estos intermediarios no habian
sido caracterizados espectroscopicamente y por ende, nada se conocia sobre sus
cinéticas de formacién y reaccion.

Durante el desarrollo de esta Tesis se sintetizaron y caracterizaron las a-oxoamidas:
N,N-di-bencil (DBBF), N,N-di-isopropil (DIBF), N-fenilbenzoilformamidas (PBF), la
1-aza-18-corona-6-benzoilformamida (ACBF), y sus correspondientes fotoproductos.
La distribucion de fotoproductos fue estudiada en acetonitrilo y n-pentano. DBBF
produce mayoritariamente f3-lactamas (A), DIBF la oxazolidinonas (O) y ACBF una

mezcla de ambos. Dada la estructura de PBF, esta amida es no reactiva.



Utilizando la técnica de Léser Flash Fotolisis (LFF), fue posible observar la
formacion de los intermediarios zwitterionicos (Z) y sus correspondientes acidos
conjugados, ZH". Los Z de las distintas amidas muestran maximos de absorcion entre
300-330 nm y decaen monoexponencialmente en la escala de los us. Los espectros de
absorcion de los ZH' ocurren a menores energias (400-440 nm) y son especies que
persisten en la escala del ms. Mediante el uso de la técnica de Pump- Probe (UV-vis),
fue posible obtener los espectros de absorcion de los singletes excitados de DBBF y
DIBF en los mismos medios. Ambas especies decaen en la escala de los ps. Sin
embargo, no pudo obtenerse informacion espectroscopica de los dirradicales (D)
intermediarios ya que (segun predicciones teodricas de sus espectros de absorcion) las
transiciones caracteristicas de estas especies ocurririan fuera de rango espectral
accesible para el instrumental utilizado. Con la ayuda de la técnica Pump- Probe (IR)
pudo obtenerse un panorama mas general del mecanismo de fotoreaccion.

El mecanismo de fotoreaccion es aparentemente mas complejo que el aceptado
actualmente. Tras irradiacion de la oxoamidas se formaria el primer intermediario D, el
cual puede transformarse en A, dar productos de eliminacion (C+I) o producir el
segundo intermediario, Z. El zwitterion Z también puede producir A y C+I; pero es el
unico precursor de O. Generalmente, Z es mas estable que D, pero la energia relativa
entre estos intermediarios depende de los sustituyentes en la amida y de la polaridad del
medio. Asi, para una misma amida, un cambio de la polaridad del medio puede
modificar el mecanismo de fotoreaccion. Aun mads, en algunos casos, los fotoproductos
(A y C+I) provienen de ambos intermediarios (D y Z) pero son producidos en escalas
de tiempo muy distintas.

Se estudi6 también la oxoamida ciclica ACBF. En esta amida el N forma parte de un
éter corona por lo que tiene la capacidad de acomplejar metales. La fotoquimica de la
ACBF cambia notoriamente cuando se acompleja con los metales. La quelacion produce
un decrecimiento del rendimiento cuantico de fotoreaccion, de formacién de Z y del
fotoproducto O. Esto sugiere fuertemente que tras excitacion de la amida, el proceso de
abstraccion de H es intermediado por la formacidén de un estado de separacion de

cargas, como fue propuesto anteriormente por Whitten y col.



ABSTRACT

The a-oxoamide’s photoreaction mechanism has attracted interest for many decades,
particularly because of its high synthetic value. Upon UV irradiation, a-oxoamides (K)
yield B-lactams (A) and oxazolidinones (O), two families of heterocyclic compounds of

relevance in the preparation of pharmaceutical drugs.
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From previous studies by Aoyama et al, Whitten et al. and others; in which the amide
structures, solvent and temperature were varied systematically, allowed to infer the
existence of diradical (D) and zwitterionic (Z) species as reaction intermediates.
However, to date, these intermediaries were not spectroscopically characterized and
therefore, not much is known about their formation and reaction Kinetics.

In order to further investigate the photoreaction mechanism of these amides, the following
compounds were synthesized: N, N-dibenzyl- (DBBF), N,N-diisopropil- (DIBF), N-
phenylbenzoylfomamides (PBF), 1-aza-18-crown-6-benzoylformamide and their
corresponding photoproducts. Photoproduct selectivity of these amides was studied in
acetonitrile and n-pentane. DBBF yields mainly B-lactams (A), DIBF oxazolidinones

(0) and ACBF a mixture of both products. Given its structure PBF is not reactive.



By using the Laser Flash Photolysis technique, it was possible to detect the formation
of the zwitterionic intermediates (Z) of the amides and their corresponding conjugated
acids, ZH'. Z show maximum absorption between 300-330 nm and decay
monoexponentially in the ps time scale. The absorption spectra of the ZH' show
maxima at lower energies (400-440 nm) and these species persist in the ms time scale.
By using pump-probe (UV-vis) technique, it was possible to obtain the absorption
spectra of excited singlet states of DIBF and DBBF, in the same media. Both species
decline in the scale of ps . However, it could not be obtained spectroscopic information
of diradicals (D) as intermediaries (as theoretical predictions of their absorption spectra)
transitions characteristics of these species occur outside accessible to the instrumental
spectral range used. With the help of technical Pump- Probe (IR) could be obtained a
general overview of the mechanism of photoreaction.

The mechanism of photoreaction is apparently more complex than currently
accepted. After oxoamides irradiation, D is formed and it can either transform into A,
into the elimination products (C + I) or yield the second intermediate, Z. Z can also
produce A and C + I; but it is the only precursor of O. Generally, Z is more stable than
D, but the relative energy between these intermediates depends on the substituents on
the amide and polarity of the solvent. Thus, for the same amide, a change in the polarity
of the medium can modify the photoreaction mechanism. Furthermore, in some cases,
photoproducts (A and C + I) come from both intermediaries (D and Z) but are produced
in very different time scales.

The cyclic oxoamide ACBF was also studied. In this amide, N is part of crown ether
which is able of complexing metals. ACBF photochemistry changes markedly when
complexed with metals. The chelation produces a decrease of the photoreaction
quantum yield, and the yield of Z and O. This strongly suggests that upon excitation of
the amide, the process of H abstraction is mediated by charge transfer state, as it was

previously proposed by Whitten et al.
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En Antecedentes se presenta una resefia bibliografica sobre la quimica de las o-
oxoamidas en solucién y las contribuciones cientificas durante los ultimos afios, al
planteo del mecanismo fotoquimico y sus intermediarios de reaccion.

En Hipdtesis y Objetivos se enumeran los objetivos e hipétesis planteados durante el
desarrollo de esta Tesis Doctoral.

En Metodologia se detallan los materiales y métodos empleados en los estudios
realizados.

En Resultados y Discusion se muestran los resultados experimentales obtenidos
tendientes a la caracterizacion espectroscopica de intermediarios de reaccién en la
fotoquimica de las a-oxoamidas y la contribucion al esclarecimiento del mecanismo de
fotoreaccion. Especificamente, se detallan los resultados fotoquimicos de la a-oxoamida
fenilbenzoilformamida (PBF) y la caracterizacion del estado singlete. También se
muestra la caracterizacion de los intermediarios de reaccion propuestos, zwitterion y
zwitterion protonado para la o-oxoamida di-bencilbenoilformamida (DBBF) con
obtencion de B-lactamas como fotoproducto mayoritario. Se discute la fotoquimica de la
a-oxoamida di-isopropilbenzoilformamida (DIBF) y caracterizacion cinética de los
intermediarios con obtenciéon de oxazolidinonas como fotoproducto mayoritario.
También se detalla la caracterizacion espectroscopica de las a-oxoamidas sintetizadas y
los fotoproductos fB-lactamicos y oxazolidinonas obtenidos tras irradiacion.

Se presentan los estudios realizados para la o-oxoamida 1-aza-18-corona-
benzoilformamida (ACBF), la caracterizacion espectroscopica de ACBF en presencia y
ausencia de iones metalicos alcalinos y alcalinotérreos en solucion. Como también los
estudios fotoquimicos sobre el mecanismo de fotoreaccion en presencia y ausencia de
1ones metalicos.

En Conclusiones se discute los aspectos finales planteados sobre la mecéanica de

fotoreaccion de las a-oxoamidas.



ANTECEDENTES

“La ciencia serd siempre una busqueda, jamds un descubrimiento real. Es un vigje,
nunca una llegada”™

Karl R. Popper. Filosofo y tedrico de la ciencia. (1902-1994)
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I-1 ANTECEDENTES

I-1.1 INFORMACION GENERAL

Durante décadas, la fotoquimica de las a-oxoamidas (K) ha recibido mucha atencion
dado su utilidad sintética. La fotolisis de estas oxoamidas produce f-lactamas (A) y
oxozalidinonas (O), dos familias de heterociclos de importancia en la preparacion de
compuestos de interés farmacologico, como productos de ciclizacion y cetenol (C) e

imina (I) como productos de eliminacion, Esquema I-1.

R
[0}
0 Nr . R}_N/\R N R Productos
RHH( > R \ + R, de
TN L L%
o) OH © R cichzaciéon
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+
~
O 1]
Cf' R | N Q Nu
R~ * R |/ R—%
OH N— " om
cetenol muna
S
(©) @
Productos de eliminacién

Esquema I-1: Obtencion de productos de ciclizaciéon y eliminacion obtenidos por

fotolisis de una a-oxoamida N,N-disustituida

Por ejemplo, entre los antibidticos de mayor difusion en medicina humana y
veterinaria se encuentran los antibidticos B-lactamicos [1,2,3]. Estos compuestos
incluyen en su estructura un anillo B-lactama, estructura responsable de la actividad
antimicrobiana [4]. Existen diversas familias de estos antibidticos B-lactamicos; entre
los que se destacan las penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, etc. Ejemplos de este

tipo de antibidtico se muestran en la Figura I-1. Cabe acotar que las f-lactamas se han
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empleado también como base para el disefio de agentes con propiedades antitumorales

[5,6], en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas [7,8], etc.

Ry

H o S

N < R Ry
Yo, A

Nt " - - O

04 ! 4 CO0O OH

o//'*OH 0o

Penicilina Cefalosporina C Carbapenemas

Figura I-1: Antibidticos B-lactamicos: Penicilina, Cefalosporina C y Carbapenemas. En

rojo se muestra el anillo B-lactamico, ntcleo principal de este tipo de antibioticos

Otra familia de compuestos de gran interés en medicina humana son las
oxazolidinonas (O). Estos compuestos contienen en sus estructuras un heterociclo de
cinco miembros. Se muestra en la Figura I-2 diversos ejemplos. Esos compuestos
constituyen una clase de antibidticos de Gltima generacion totalmente sintéticos [9]. Se
ha demostrado que estos antibidticos son particularmente eficaces contra patogenos
gram-positivos, [10] incluyendo a Staphylococcus aureus, habiéndose propuesto

recientemente que actiian como inhibidores de la sintesis proteica ribosomal [11].

0 ‘-(\
PN . \NH, 6 N~ SN ©
HN ) — >=)_ Ny ,n. P
Cicloserina Lin2zchd

Figura I-2: Antibiéticos oxazolidinonicos. Cicloserina y Linezolid. En rojo se

muestra en anillo de cinco miembros, nucleo principal de estos antibioticos

I-1.2 MECANISMO DE FOTOREACCION DE LAS 0-OXOAMIDAS

Los espectros electronicos de estas amidas muestran transiciones n-n* tipicas de

compuestos bicarbonilicos y diversas transiciones n-t* de mayor intensidad entre 350-
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200 nm. Las o-oxoamidas son compuestos no fluorescentes y se descomponen en
presencia de luz con rendimientos cudnticos del orden de 0,3-0,6 [12]. La reactividad
depende de los sustituyentes y del medio de reaccion. Es interesante notar que estas
amidas fotoreaccionan eficientemente ain en el estado solido. La presencia de
inhibidores de estados excitados tripletes, atrapadores de radicales, oxigeno, etc., no
afectan la eficiencia de fotoreaccion. Sin embargo, los fotoproductos puede obtenerse
via fotosensibilizacion a través de un proceso de transferencia de energia triplete-
triplete, lo cual sugiere que la reaccion ocurre desde el estado singlete excitado,
exclusivamente [12,13,14,15,16,17].

El primer estudio realizado sobre la fotoquimica de a-oxoamidas se remonta al afio
1968. En este trabajo, realizado por Akermark y col. [18], se report6 que tras irradiacion
UV de diversas piruvamidas y benzoilformamidas se obtenian como fotoproductos las
correspondientes oxazolidinonas (O) y B-lactamas (A). Se demostré también que esta
via sintética era de gran utilidad para la obtencion de derivados de la penicilina (Figura
I-3). Sin embargo, Akermark y col. no realizaron estudios dirigidos a elucidar el

mecanismo de la fotoreaccion.

s
o T . o s OH
~ LA Y g
O COLCaHs & " o T cosamns

= COLaHs

2-oxoamida 4-0xazolidinona 2-hidroxi-B-lactama

Figura I-3: Fotoproductos obtenidos tras irradiacion de a-oxoamida por Akermark y
col. [18]: 4-oxazolidinona y 2-hidroxi-f-lactama, este ultimo, un derivado de la

penicilina

Casi una década mas tarde, Aoyama y col. [16,17] llevaron a cabo una serie de
estudios para investigar dicho mecanismo. A tal fin, estudiaron diversas familias de
compuestos como las a-oxoamidas [16], B-oxoamidas [19] y a,p-amidas insaturadas

[20,21]. En base a las estructuras de las amidas estudiadas, los fotoproductos obtenidos
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y los estudios del efecto del medio sobre la fotoselectividad, los autores propusieron el

mecanismo que se muestra en el Esquema I-2.
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Esquema I-2: Mecanismo para la fotorreaccion de las N,N-alquil-a-oxoamidas,

propuesto por Aoyama y col. [16,17]

De acuerdo al mismo, tras excitacion de la a-oxoamida se produce la transferencia de
un H (unido al C a al nitrégeno de la amida) al carbonilo, para formar un dirradical-1,4
(D). En una etapa posterior, D puede ciclar para producir la f-lactama (A) o fragmentar
para producir un cetenol (C) y una imina (I). Dado que la reaccion ocurre desde el
estado singlete excitado de la amida, el dirradical (D) conserva la misma multiplicidad,
haciendo que ambos procesos (ciclizacidn y eliminacién) sean favorables. En la
presencia de especies nucleofilicas o trazas de agua, las especies C e I pueden dar
productos de adicion (derivados del acido mandélico) y aminas, respectivamente. Hasta

este punto, el mecanismo propuesto por Ayoama [16] era muy similar al mecanismo
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Norrish Tipo II, tipico de cetonas (alifaticas y aromaticas) con H abstraibles en la
posicion 8 al carbonilo. Esta reaccion produce ciclobutanos y productos de eliminacion

como se muestra en el Esquema I-3.
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~ _H S e
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R Producto de eliminaciéon
e m——
R R e \ HO R
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Producto de ciclizacién

1.4~ dirradical

Esquema I-3: Esquema de fotoreaccion Norrish tipo 11 para cetonas

Para explicar la formacion de las oxazolidinonas (O), Aoyama y col. propusieron que
ocurria la migracion de un H entre los oxigenos en D para producir un dirradical-1,3.
Este ultimo dirradical seria capaz de ciclar para dar el enol de O (ver Esquema 1-2). Sin
embargo, tal cual lo manifestado por los mismos autores, este corrimiento de H
requeriria pasar por un estado de transicion pentagonal, una geometria poco favorable
para este tipo de procesos y nunca antes observado [16].

En afios posteriores, los mismos investigadores propusieron un mecanismo
alternativo para la formacion de las oxazolidinonas [14]. Para ello se basaron en el
hallazgo que la irradiacion de a-oxoamidas N,N-disustituidas (1) en metanol/metdxido
de sodio producia un aducto (3) cuya estructura se muestra en el Esquema I-4. Otra
observacion interesante fue que el agregado de agua (a nivel de trazas) a solventes
aproticos como benceno, llevaba a la formacidon de N-alquilmandelamidas (5) (a partir
de la correspondiente N,N-dialquil-a-oxoamida). Cabe acotar que la formacion de estos
fotoproductos (aducto y mandelamida) es claramente incompatible con un mecanismo

radicalario.
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Esquema I-4: Mecanismo alternativo para la obtencion de oxazolidinonas, propuesto
por Aoyama y col. en 1983 [14]. Donde: (1) a-oxoamida N,N-disustituida, (2) ion

iminio, ZH" (3) aducto metandlico, (4) oxazolidinona y (5) alquilmandelamina
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Esquema I-5: Mecanismo propuesto por Aoyama y col. [14] (1983) para la

fotoreaccion de las a-oxoamidas

La similitud de las estructuras de estos nuevos fotoproductos permitieron a Aoyama
y col. deducir que debian provenir de un ion iminio intermediario (ZH", 2, Esquema I-

4). Dado que Ia ciclizacion de iones iminio para dar oxazolidinonas 5 (O) ya habia sido
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observada en estudios de oxidacion de carbamatos, [22] los autores propusieron que este
ZH' deberia provenir, a su vez, de una especie zwitterionica (Z). Estos hallazgos los
llevaron a proponer un nuevo mecanismo donde se supuso la existencia de un zwitterion
(Z) el cual se formaria a partir del dirradical (D), ver Esquema I-5. Cabe consignar que
la formacion de todos los fotoproductos puede explicarse facilmente a partir de Z. Es
mas, el ataque nucleofilico del ion metoxi o de agua al doble enlace C-N en Z (o ZH")
permite explicar la formacién del aducto metandlico y de las mandelamidas.

Es interesante notar que D y Z son isdémeros electronicos [23] como se muestra en la
Figura I-4. Esto permite que ambos estados (singletes) puedan ser representados por
una combinacion lineal de funciones de ondas moleculares covalentes (dirradical) y
i0nicas (zwitterion). Los pesos relativos de estas contribuciones dependen de la
naturaleza de los sustituyentes, del medio de reaccion y de la geometria “instantanea”

del intermediario.

oH ¥y ok
A.r N /K( N :t
C ol
Dirradical Zwitterion

Figura I-4: Estructuras resonantes de dirradical y zwitterion

En principios, la geometria optima para la transferencia de un H en K* (estado
excitado singlete de a-oxoamida) es un ciclo de 6 miembros, lo que lleva a que el
primer intermediario de la fotorreaccion deberia tener una estructura similar a la de D
(Figura I-5). En esta geometria, el enlace amida se mantiene medianamente plano y el
sistema es basicamente dirradicalario (cuasi-D). La rotacion del enlace CO-N dejaria
dos planos practicamente ortogonales con enlaces ©t extendidos. En esta geometria las
funciones de onda zwitterionicas tendrian mayor peso, dando lugar a una especie con
separacion interna de carga (cuasi-Z). Luego, la transformacion de D en Z (y vise-

versa) esta basicamente asociada a un conjunto de rotaciones (en particular, a la rotacion
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del enlace amida), las cuales pueden encontrarse mas (o menos) favorecida por la

naturaleza de los sustituyentes y el medio de reaccion, entre otros factores.

o . -Pr
£rsp
Ph Ph
OH OH
Cuasi-D Cuasi-Z

Figura I-5: Separacion de carga en los intermediarios de reaccién, cuasi-D y cuasi-Z,

dependiendo de la geometria

Cabe sefialar que para alcanzar la geometria de los estados de transicion (ETs) para
la formacion de los fotoproductos (A, O y productos de eliminacion) desde la geometria
de D o Z siempre se requiere un importante reordenamiento nuclear. Por lo tanto, los
ETs (cuyas geometrias no corresponden a las de los cuasi-D o cuasi—Z) deberian, sin
embargo, conservar un cierto caracter dirradical/zwitterion,

Si bien Aoyama y col. [14] no pudieron obtener evidencias experimentales directas
de la existencia de D y Z, estos autores pudieron demostrar la existencia ZH" usando
diversas técnicas espectroscopicas. De acuerdo a estos autores, cuando una solucion de
N,N-di-benzil benzoilformamida (DBBF) en metanol conteniendo acido sulfirico al 5%
es fotolizada a -78 °C, la solucion se torna pardo-rojiza. El espectro visible de la
solucidn irradiada en estas condiciones presenta una banda ancha con un maximo de
absorcion a ~440 nm, coloracion que desaparece rapidamente cuando la solucién
alcanza aproximadamente los -10 °C. Cabe remarcar que este efecto es solo observado
en presencia de acidos. En presencia de acido acético la decoloracion de la solucion
irradiada se inicia a los -50 °C; estas evidencias experimentales demuestran que el
intermediario es una especie protonada, pero escasamente basico.

El espectro d¢  RMN 'H de la solucion de DBBF irradiada a -50 °C muestra la
aparicion de nuevos singletes a 8: 9.6, 5.5, y 5.8 ppm. Estas sefiales son muy similares a
las mostradas por el ion fluorborato de N, N-di-bencilbenzaiminio (1) (en rojo,

Esquema 1-6), [24] lo que constituye una prueba importante para la asignacion de la
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estructura del intermediario de reaccion. Cabe resaltar que las sefiales del ion iminio de
la DBBF desaparecen a temperatura ambiente dejando en su lugar aquellas
correspondientes a la oxazolidinona (O). Esto es una evidencia que la oxazolidinona
puede generarse a partir del ZH'. Resultados similares fueron encontrados cuando

realizaron experiencias con otras a-oxamidas.

o 5= 1.6
e r hy -78°C Om\lrpn CH r'Ph
; MeOH-H,80, PP~ Y+ %u P I+
c h OH Pn i 3} Fh
DBBF ZH°
8=19.50
H__Ph
O\ .P
6=5.22 H\FN\ H o BE, PR TPl
H +fn SN
Ph Ph =539 o]
IO iwiniv (O)
(D

Esquema I-6: Identificacion del intermediario, zwitterion protonado (ZH") obtenido
por fotolisis de la DBBF en MeOH-H,SO4 a -78 °C propuesto por Aoyama y col. [14]
por espectroscopia RMN 'H

En afios posteriores, Whitten y col. [12] encontraron que no existia efecto isotopico
(hidrégeno vs. deuterio) para la abstraccion de H durante el proceso de formacion del
dirradical (D) a partir del estado excitado singlete de las a-oxoamidas (K*). Este es un
resultado interesante ya que es bien conocido que las reacciones Norrish Tipo II
muestran un efecto isotopico del orden de 8 [25]. De acuerdo a Whitten y col., cuando
la amida 1-d, (N-bencil,N-etilbencilformamida deuterada) es fotolizada en una solucion
acuosa de acido acético (Figura I-6), se obtienen casi iguales fracciones de la O

deuterada en el carbono 2 (O2D) y la O sin deuterar.
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Figura I-6: Fotorreaccion de N-bencil N-etilbencilformamida deuterada (1-d;) en

solucion acuosa de acido acético

Esto sugiere que tras irradiacion de K existen iguales probabilidades de abstraccion
del H (0o D), siendo el protén en —OH (o -OD) rapidamente intercambiado con los
protones del medio. Se demostré también que el H en la posicion 5 de la O proviene del
solvente, siendo incorporado en una etapa posterior y considerablemente mas lenta. Asi
cuando la amida 1 es fotolizada en D,O/D3COOD (Figura I-7) se obtiene un 100 % de

la oxazolidinona O5D.

{
0O CH; CH,
N by Q 0+H O——H
L O oL
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D,0 - D,CCOD 0 o
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Figura I-7: Fotorreaccion de N-bencil, N-etil bencilformamida (1) en un medio acuoso

deuterado

Basados en estos estudios y antecedentes sobre la fotorreactividad de aminocetonas
[26] y B-oxoamidas, [19] Whitten y col. propusieron que tras excitacion de estas amidas
se produce una transferencia de electréon intramolecular desde el N al carbonilo
produciéndose una especie zwiterionica (Z;), como se muestra en el Esquema 1I-7. De
acuerdo a estos autores, la oxidacion del N incrementaria la acidez del H vecino al N, el
cual podria transferirse rapidamente (como H') al —O" para generar el dirradical (D). En

principio, este mecanismo permitiria explicar por qué la reaccion ocurre exclusivamente
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desde el singlete excitado y también, la ausencia de efecto isotopico para la abstraccion
de H. Sin embargo, como fue advertido posteriormente por Ramamurthy y col. [27] y
Mariano y col. [28] la ausencia de efecto isotdpico podria admitir diferentes
explicaciones, por lo que la naturaleza de esta primera etapa de fotorreaccion no ha sido
completamente dilucidada aun. Como se explica en la proxima seccidon, parte del
desarrollo de esta Tesis estd dedicada a investigar estas dos vias alternativas para la

formacion de D.

Esquema I-7: Mecanismos alternativos para la formacidn del intermediario

diradicalario (D) propuestos por Whitten y col. [29]

Por otra parte, el estudio de la fotoquimica de diversas a-oxoamidas en la forma de
complejos con almidon [29], ciclodextrinas, [30], en medios altamente viscosos,
peliculas poliméricas [13] y en el estado solido cristalino [26], permitieron sugerir mas
cambios al mecanismo propuesto por Aoyama y col., Esquema I-8. La distribucion de
fotoproductos de las a-oxoamidas observada en estos medios restringidos siempre
resulta en la formacion de 100% P-lactamas (A), aun para aquellas a-oxoamidas que no
producen A en solucion. Este hallazgo fue de gran importancia para la sintesis selectiva
de B-lactamas. Desde el punto de vista mecanistico estos resultados sugieren que la

formacion de A y Z (a partir de D) deben ser procesos competitivos; esto es, Z no puede
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ser la unica especie que da origen a todos los fotoproductos como fue originalmente
propuesto por Aoyama y col. Sin embargo, la falta de informacion sobre la cinética de
aparicion y reaccion de estos intermediarios involucrados en el proceso no ha

posibilitado a la fecha confirmar esta hipdtesis.
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Esquema I-8: Mecanismo propuesto por Whitten y col. [30] y Chesta y col. [13] para la

fotorreaccion de las a-oxoamidas en medios de reaccion restringidos

Por otra parte, durante el desarrollo de esta Tesis doctoral, Chesta y col. [31]
realizaron una serie de estudios tedricos sobre la estructura y cinética de reaccion de las
a-oxoamidas DIBF y DBBF. La mayor parte de estos calculos de primeros principios
(DFT y TDDFT) fueron realizados usando los funcionales hibridos de gradiente
generalizado PBEO [32] y B3LYP [33,34]. El solvente (acetonitrilo) fue simulado
usando el modelo de solvatacion continuo IEFPCM [35,36,37,38]. Los autores pudieron
obtener las geometrias de equilibrio y energias de formacion de las amidas (estado
fundamental y primer estado excitado singlete), y de los correspondientes dirradicales

(D), zwitteriones (Z) intermediarios y fotoproductos. Los calculos permitieron también
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la estimacidn de algunas energias de activacion para las transformaciones de D>Z y la
de estos intermediarios (D y Z) para la formacion de los productos de ciclizacion (A y
O) y eliminacion (C+I). Ademas, dichos autores calcularon los espectros de absorcion
(transiciones verticales S;=> S,) para K, D, Z y ZH", en acetonitrilo, usando el método
TD-DFT (B3LYP/6-311+G (d,p)) implementado en Gaussian 09 [39]. Cabe acotar a
este punto que los calculos proporcionan las energias minimas para las transiciones S;=>
S, (no tienen en cuenta el factor de Huang-Rhys) y los correspondientes valores de la
fuerzas del oscilador, /. Esta Gltima cantidad puede relacionarse con el coeficiente de
absorcién molar y por ende, con el tipo de transicion involucrada.

Como estos estudios tedricos resultan de importancia para explicar varias
observaciones experimentales de este trabajo de Tesis, se hace a continuacidon una breve
descripcion de los mismos.

Los calculos predicen para ambas amidas di-isopropilbenzoilformamida (DIBF) y di-
bencilbenzoilformamida (DBBF), diversas transiciones en el UV-visible cuyos
maximos ocurrirfan alrededor de 350-250 nm. Estos valores concuerdan con los valores
experimentales ya publicados. Es interesante notar que las transiciones de menor
energia (350-360 nm) son prohibidas (f'< 0.02) y que los estados singletes excitados (S,
estados de FC) tienen momentos dipolares similares a los Sy (6-7 D).

En el Esquema I-9 se representan las energias libres relativas (en negro) del
reactivo, fotoproductos y de las distintas especies intermediarias en la fotoquimica de la
DBBF vy las energias libres de los estados de transicion (en rojo) para los procesos de
interconversion. La formacion del dirradical a partir de K* (S;) es un proceso muy
exergonico (>30 kcal/mol). D es una especie relativamente estable, particularmente
debido a la capacidad del anillo bencilico para deslocalizar el electrén desapareado. De
todos modos, la transformacion de D en Z posee una energia de activacion muy

pequeiia (~1 kcal/mol). Z es mas estable que D en ~6 kcal/mol. Cabe resaltar que la

formacion de la B-lactama (A) a partir de D o de Z pasa (forzosamente) por el mismo
estado de transicion (ET) aunque sigue distintas coordenadas de reacciéon. En otras
palabras, el proceso Z->A no involucra pasar necesariamente por la geometria de D y
viceversa. Ambos intermediarios pueden dar también los productos de eliminacion

(C+I); siendo la energia de activacion de este proceso ligeramente mayor a la de

formacion de A. La formacién de O a partir de Z involucra dos etapas con importantes
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energia de activacion. La primera implica el ataque nucleofilico del —OH al doble enlace
imido para formar el ciclo de 5 miembros; mientras que la segunda involucra migracion
de un proton. En un solvente aprdtico como acetonitrilo, estos procesos serian poco
favorables. Un solvente prético (metanol) seria capaz de catalizar la formacion de O
facilitando la desprotonacién / protonacioén de los intermediarios involucrados. Igual
funcion podria cumplir trazas de agua en un solvente aprotico. La presencia de un acido
fuerte en el medio llevaria a la protonacién de Z para formar ZH'. En principio, la
protonacion de Z bloquearia las vias que llevan a A y C+1, dejando solo habilitado el

camino para la formacion de O.

Esquema I-9: Energia libres relativas (negro) calculadas para los intermediarios de
fotoreaccion de la DBBF en acetonitrilo y energia de los estados de transicion (rojo)
para las transformaciones. Todas las energias se expresan en kcal/mol y toman como

cero la energia libre estandar de K

En este estudio se reportaron también los espectros de absorcion calculados para D,

Z y ZH" de la DBBF. El dirradical (D) darfa a lugar una serie de transiciones en el
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rango UV-NIR (1100-300 nm). Sin embargo, las absorciones con coeficientes de
absorcion (f) apreciables solo ocurririan alrededor de 580 nm (f'~0.04) y entre 330-310
(f'total ~0.5). Z deberia mostrar varias absorciones con f apreciables a 350 (£~ 0.3), 330
(f~0.1) y 310 nm (f ~ 0.5). El zwitterion protonado (ZH") estaria caracterizado por una
absorcion a 440 nm ('~ 0.15) y una transicion intensa alrededor de 280 nm (f~ 0.7).

Para el caso de la DIBF, los célculos predicen una situacion distinta, mostrada en el
Esquema I-10. El dirradical (D) de la DIBF no constituye un minimo en la
(hiper)superficie de energia potencial y colapsa (sin barrera) para formar a Z, A o C+L
La probabilidad que D siga una u otra via depende de la dindmica nuclear (instantanea)
tras su formacion. Z (DIBF) puede transformarse posteriormente en A, C+I u O. Sin
embargo, Z es una especie relativamente estable y se halla a mas de 15 kcal/mol por
debajo de todos los ET (estados de transicion). La energia del ET para producir A es
similar a la calculada para la formacion de O (~53 kcal/mol). La formacion de los
productos de eliminacion tendria (aparentemente) una menor energia de activacion. De
todos modos, los cambios de energia libre para cualquiera de los procesos seria > 25
kcal/mol. Sin embargo, en la presencia de trazas de agua (o un medio acido) puede
catalizar el proceso Z=>O, o incluso, protonar Z para dar ZH", proveyendo asi una via
adicional para la formacion de O y N-isopropilmandelamida (producto de hidrélisis de
ZHY).

Es interesante remarcar que los Z y ZH' de DIBF muestran espectros de absorcion
(calculados) distintos entre si y distinto al de D. Por ejemplo, el dirradical (D) daria
lugar a transiciones débiles centradas a 700 nm (f'~ 0.03), 400 (f ~ 0.08), 360-400 nm
(cuatro transiciones con f total ~ 0.07) y 320 nn (f ~ 0.4). El zwitterion (Z) mostraria
una transicion débil alrededor de 500 nm (f'~ 0.06) y otra diez veces mas intensa a ~

320 nm (f ~ 0.7). En contraste, el espectro de absorcién calculado para ZH' estaria

caracterizado por dos transiciones de mediana intensidad a ~ 380 (f~ 0.2) y 280 ( ~
0.3) nm.
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Esquema I-10: Energias libres relativas (negro) calculadas para los intermediarios de
fotorreaccion de la DIBF en acetonitrilo y energia de los estados de transicion (rojo)
para las transformaciones. Todas las energias corresponden a kcal/mol y toman como

cero la energia libre estdndar de K

En vista de los estudios previos enumerados, puede concluirse que el mecanismo de
fotorreaccion de las a-oxoamidas involucra distintos intermediarios y reviste un
importante grado de complejidad. Llegar a los mecanismos propuestos requirié de un
significativo volumen de labor experimental. En estos mecanismos, la participacion de
D y Z como intermediarios necesarios del mecanismo de reaccion fue inferida a partir
del analisis del efecto de sustituyentes, solvente, temperatura y viscosidad del medio
sobre la distribucién de fotoproductos. Sin embargo, en todos estos afios, no se
reportaron datos espectroscopicos que permitan la caracterizacion de D y Z (u otros
intermediarios de relevancia) y por ende, tampoco fue posible investigar sus cinéticas de

formacion y reaccion.
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“Sorprendernos por algo es el primer paso de la mente hacia el descubrimiento”

Louis Pasteur. Quimico francés (1822-1895)
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11-1 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1I-1.1 HIPOTESIS

El hecho que Aoyama y col. [14] hayan podido detectar y caracterizar
espectroscopicamente uno de los intermediarios de fotoreaccion de las a-oxoamidas
(i.e: ZH") trabajando a bajas temperaturas, sugiere que deberia existir una posibilidad
concreta de detectar ésta y otras especies transitorias utilizando técnicas
espectroscopicas modernas resueltas en el tiempo, tales como laser flash fotolisis (LFF)
y pumb-probe (PP). Gran parte del desarrollo de esta tesis se basa en poner a prueba
esta hipotesis.

Por otro lado es importante, notar que el mecanismo propuesto Whitten y col. [25]
asume como etapa inicial de fotorreaccion la transferencia de un electrén (eT) desde el
N a uno de los carbonilos de la amida. En principios, este proceso de €T podria afectarse
introduciendo un campo eléctrico en las inmediaciones del grupo amido. Este campo
eléctrico podria actuar favoreciendo (o desfavoreciendo) el proceso de €T y por ende, la
fotoreactividad de la amida. Nuestra hipotesis asume que mediante el estudio de a-
oxoamidas capaces de acomplejar iones metalicos (Esquema II-1), podria explorarse
este efecto electrostatico, y revelar informacidn sobre la naturaleza de la etapa inicial de

fotoreaccion.
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Esquema II-1: Formacion de complejo (Kyy) entre amida y un ién metalico (Me™)
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1I-1.2 OBJETIVOS GENERALES

Aportar nuevas evidencias experimentales que permitan un mejor entendimiento del
mecanismo de fotoreaccion de las a-oxoamidas en solucion, a partir de la
caracterizacion de los intermediarios de reaccion usando técnicas espectroscopicas

resultas en el tiempo en la escala del microsegundo (ps) y picosegundos (ps).

11-1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Como objetivos especificos se plantearon los siguientes puntos:

» Sintetizar y caracterizar las siguientes a-oxoamidas: N,N-di-bencilbenzoilformamida
(DBBF), N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF), fenilbenzoilformamida (PBF) y
1-aza-18-corona-6-benzoilformamida (ACBF).

¢ Aislar y caracterizar los fotoproductos de DBBF, DIBF y ACBF. Estudiar la
distribucion de fotoproductos en solventes de diferente polaridad.

« Caracterizar los intermediarios propuestos de la fotoreaccion (singletes, D, Z, ZH",
etc.) usando técnicas espectroscopicos tales como laser flash fotdlisis y pump-probe.

» Estudiar la fotofisica/fotoquimica de ACBF, en ausencia y en presencia de iones

metalicos alcalinos y alcalinos térreos.




METODOLOGIA:
MATERIALES Y METODOS

“La ciencia es la progresiva aproximacion del hombre al mundo real”

Max Planck. Fisico Aleman. (1858-1947)
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II-1 METODOLOGIA: MATERIALES Y METODOS

HI-1.1 REACTIVOS Y SOLVENTES

La sintesis de las a-oxoamidas se realizé empleando los siguientes reactivos: anilina
(98%), di-bencilamina (97%), di-isopropilamina (98%), 1-aza-18-corona-6 (98%), acido
benzoilférmico (98%), cloruro de oxalilo (98%) y tri-isopropilamina (98%), todos
adquiridos de Sigma Aldrich Company Argentina. También se hizo uso de hidréxido de
sodio y dimetilacetamida (DMA) Sintogran grado HPLC. Los reactivos de partida
fueron empleados sin previa purificacion. Los solventes utilizados fueron éter etilico,
benceno y ciclohexano, todos Sintogran grado HPLC.

Para los estudios de la a-oxoamidal-aza-18-corona-6-benzoilformamida (ACBF) con
iones metalicos alcalinos y alcalinotérreos se utilizaron sales de perclorato de sodio
(98%), litio (95%), potasio (99%), cesio (99%), magnesio (98%) y calcio (99%),
provistos por Sigma Aldrich Company Argentina. Los estudios se realizaron en
acetonitrilo grado HPLC (Sintogran).

Las caracterizaciones espectroscopicas UV-visible, fluorescencia y espectroscopia de
masa se realizaron en acetonitrilo calidad HPLC. Las experiencias de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protén y carbono (RMN 'Hy *C) se llevaron a cabo en
cloroformo deuterado conteniendo 0,03 % v/v de TMS. Para la espectroscopia infrarroja
se realizaron en pastillas con BrK (99%). Todos los solventes y reactivos requeridos

fueron adquiridos por Sigma Aldrich Argentina.
H1-1.2 INSTRUMENTAL

III-1.2.1 Aspectos Generales

Los espectros de absorcion fueron obtenidos usando un espectrofotometro UV-
visible Hewlett Packard 8452A provisto por un detector con arreglo de diodos. El

intervalo de deteccion estd comprendido entre 190- 820 nm. Los espectros se obtuvieron

empleando una celda de cuarzo de paso optico de 1 cm.




METODOLOGIA Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

Los espectros de fluorescencia en estado estacionario fueron registrados con un
espectro fluorometro Spex, modelo Fluoromax, equipado con un software DM 3000 3.2.

Los espectros infrarrojos se registraron con un espectrofotdémetro FT-IR Nicolet
Impact 400. Se prepararon pastillas de BrK conteniendo pequefias cantidades (~pg) del
compuesto a analizar.

Los espectros de masa fueron realizados utilizando un cromatografo CG Hewlett
Packard 5890 acoplado a un detector selectivo de masas serie 5972 y equipado con una
columna HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) de 5 % PH ME de silicona entrecruzada.
Para los analisis, se prepararon soluciones del orden de 1 x 10° M del compuesto de
interés en acetonitrilo, inyectando 1 ul de las muestras a una temperatura de 280 y 270
°C para el detector y el inyector, respectivamente. Dependiendo del compuesto
estudiado, la temperatura de la columna se controld con una rampa programada. La
presion del gas transportador (He) se mantuvo a una presion de 5 psi.

Las experiencias de fotdlisis estacionaria de las oxoamida se llevaron a cabo en un
reactor fotoquimico circular Rayonet con capacidad para 8 lamparas de A: 350 nm UV
Philips F8TS/BLB, con carrusel.

La caracterizacion electroquimica de DIBF por voltametria ciclica (VC) se realizo
empleando un potenciostato Autolab PGSTAT 30 con GPES como software (Eco-
Chemie, Utrecht, The Netherlands, version 4.9). Se trabajé con un sistema de
microelectrodo, compuesto por un electrodo de trabajo (W) de platino (Pt) de area
superficial de 0,02 cm’, un electrodo de pseudo referencia de plata (Ag) y un electrodo
auxiliar de platino (Pt). Se empled como electrolito soporte una solucion de perclorato
de sodio (NaClO,). La velocidad de barrido utilizada fue de 2 mV/seg. La escala del

potencial (E) fue corregida empleando la cupla ferroceno/ferrocinio como referencia.

I1-1.2.1.1 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Los estudios cromatograficos por HPLC fueron realizados con un cromatografo
Waters 1525 equipado con un software Breeze 3.0 y con detector de absorbancia Varian

2550 de longitud de onda variable. Como fase estacionaria se usé una columna HPLC

Varian 5C-18 de 25 cm x 0,46 cm protegida por una pre-columna ACE AC5 C-18.
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La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es en definitiva una
cromatografia en fase liquida en columna a la cual se aplica una sobrepresion que
permite acelerar el proceso de separacion. Su gran ventaja es la disminucion del tiempo
de analisis, ain incluso de mezclas muy complejas tales como productos biologicos.
Ademas, permite el analisis de sustancias termolabiles que no podrian ser vaporizadas e
inyectadas por en un cromatografo de gases.

El compuesto (analito), tras inyeccidn, pasa primeramente por una pre-columna la
cual se coloca antes de la columna de separacion y sirve como un factor de proteccion
que prolonga la vida y uso de la columna separativa. La pre-columna no sélo contiene el
material en suspension y los contaminantes de los solventes, sino también los
componentes de la muestra que se unen de manera irreversible a la fase estacionaria.
Seguidamente el paso por la columna cromatografica se realiza a través de una fase
estacionaria mediante el bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la
columna. Se utiliza una bomba para impulsar la fase movil con velocidad y presion
constante. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan de manera diferente dependiendo de las interacciones
establecidas con la fase estacionaria. Posteriormente los componentes pasan por un
detector que genera una sefial que depende de la concentracion y del tipo de compuesto.
Un procesador de datos convierte la sefial en una representacion grafica del
componente en funcion del tiempo o volumen de elucion, conocido como
cromatograma. Se muestra en el Esquema III-1 el equipo usado en las experiencias. La
cromatografia empleada en los estudios fue cromatografia en fase reversa, la cual

consiste en una fase estacionaria apolar y una fase moévil de polaridad moderada.




METODOLOGIA Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

Inyectorx

.f j
! Bomba |

i Reservono
IDeloclm -
TTERT

PC

Coluwmna

Esquema II1-1: Esquema del equipo HPLC

La sefial de los analitos se representa mediante un cromatograma el cual contiene una serie
de parametros basicos que permiten la caracterizacion del sistema de estudio, se muestran en la
Figura III-1.

Donde:

= 1y, tiempo muerto: tiempo que tarda la fase movil en pasar a través de la columna
y equivale al tiempo para una sustancia no retenida.

# I, tiempo de retencion: tiempo transcurrido desde que el compuesto es inyectado
hasta que alcance el detector.

» W)y altura del pico

* Wp: base del pico

tr

|

Banda cromatografica
T~

™~

_Alrara (Wy)

Tiempo ———> LL

Ancho (Wy)

Aplicacion Pico del sohito

1o retenido

Figura III-1: Parametros basicos de un cromatograma de HPLC. tg: tiempo de

retencion, ty: tiempo muerto, Wy altura del pico y Wy, base del pico
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La altura y ancho del pico cromatografico se utilizan para determinar el area del pico
la cual permite la cuantificacion de un compuesto debido a la proporcionalidad con la

concentracion del analito inyectado.
I11-1.2.1.2 Espectroscopias resueltas en el tiempo

Para identificar/caracterizar los espectros de absorcion AA (A/nm) y los perfiles
cinéticos AA (t, A) de los intermediarios de reaccion de las a-oxoamidas en medios de
diferentes polaridades en la escala de micro/milisegundo se empleo la técnica de laser
flash fotolisis (LFF). Mientras que la evolucion temporal de las especies transitorias
generadas tras la excitacion de un pulso ultracorto en la escala del femtosegundo fueron
estudiadas empleando la técnica de pump-probe. Se describe a continuacion los
fundamentos tedricos de ambas técnicas y una descripcion del instrumental utilizado

para estos estudios.
I11-1.2.1.2.1 Laser Flash Fotdlisis (LFF)

Los espectros de absorcion y decaimientos de especies transitorias en la escala del
micro-milisegundo, asi como sus tiempos de vida fueron determinados utilizando la
técnica de LFF [40].

Las especies transitorias (tripletes, iones radicales, etc) son generadas mediante la
excitacion de la muestra por un pulso intenso de radiacién laser. El arreglo experimental

utilizado para la aplicacion de esta técnica se muestra en el Esquema ITI-2.
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Laser Nd-YAG L F

Esquema III-2: Representacion esquematica del equipo de laser flash fotolisis

La fuente de excitacion usada fue un laser de Nd:YAG (Spectron SL 400), con
posibilidades de excitacion en 266, 355 y 532 nm, con un ancho de pulso del orden de
los 18 ns. El haz del laser es dirigido a un portacelda termostatizado y es desenfocado
mediante una lente a fin de cubrir el paso optico del haz analizador (a 90° del haz de
excitacion) proveniente de una ldmpara de xendn de 150 W.

Entre pulso y pulso de excitacion la muestra es protegida de la radiacion de la
lampara analizadora para evitar o minimizar su fotodescomposicion, intercalando en el
camino del haz un obturador (shutter) cuya apertura estd sincronizada con la frecuencia
de disparo del laser. El sistema de deteccion comprende un monocromador PTI
acoplado a un tubo fotomultiplicador Hamamatsu R666 conectado a su vez a un
osciloscopio digital (HP54504). Todos los experimentos se realizaron excitando a 266
nm. El rango espectral analizado va desde 300-700 nm.

La luz transmitida por la muestra puede ser monitoreada en funcion del tiempo a una
longitud de onda en particular por el monocromador y detectada por el tubo
fotomultiplicador, en donde se traduce a un pulso de corriente transitorio. Luego la
sefial es capturada por un osciloscopio digital (HP54504) y transferida a una

computadora personal. La sefial eléctrica es transformada a valores de absorbancia. Se
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muestra en la Figura III-2, los parametros a tener en cuenta para realizar esta

transformacion.

ol 0%T
I
200 °
2 -40f I
- 60
-80
100
100% T
0 50 100 150 200
Tiempo / ps

Figura III-2: Representacion de una sefial transitoria tipica obtenida por laser flash

Las diferentes situaciones a considerar son:

a. Obturador cerrado, sin flash de excitacion, esta situacion corresponde al 0% de
transmitancia.

b. Obturador abierto, sin flash de excitacion, esto corresponde al 100% de
transmitancia.

Obturador abierto, junto al pulso del laser, la sefial registrada se debe a la variacion

de absorbancia temporaria proveniente de la muestra.

La relacion entre la absorbancia y transmitancia a una dada longitud de onda est4

dada por:
A, = —log (%) (I11-1)
lo
Luego, haciendo uso de la ley de Beer, la absorbancia de una especie transitoria en

funcion de la longitud de onda y a un dado tiempo, se puede calcular mediante la

siguiente ecuacion:

A= —log (l’—;) = gbc (111-2)
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Donde:
It: es la intensidad de luz transmitida registrada en el fotodetector (sefial expresada
enmV)
lo: es la intensidad de luz incidente registrada en el fotodetector (sefial expresada
en mV)
& es el coeficiente de absorcion molar (M cm™)
» b es el paso optico del haz analizador a través de la muestra (cm)

c: es la concentracién molar de la especie transitoria (M)

Los espectros de absorcion de las especies transitorias de las a-oxoamidas se
obtuvieron registrando el cambio de absorcion a un tiempo dado, en funcién de la
longitud de onda. Los espectros fueron construidos punto a punto, registrandose las
sefiales de absorbancia entre 5-10 nm, dependiendo del caso estudiado. Las sefiales
fueron analizadas mediante el programa Labview 5.1.

Los tiempos de vida de las especies transitorias fueron determinados por medio de un
ajuste monoexponencial del perfil de absorcion de la especie de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

L
A, = Age F (IT1-3)
Donde:
Ay absorbancia a un tiempo t posterior al pulso de excitaciéon
A,:absorbancia correspondiente at =0

t*: tiempo de decaimiento de la especie excitada

El ajuste exponencial de las trazas de decaimiento se realizé mediante un ajuste de

cuadrados minimos no lineales del programa Micro CalOrigin 8.0.
I11-1.2.1.2.2 Pump-Probe (PP)

Desde el punto de vista conceptual, la técnica PP (excitacion - monitoreo) no difiere
substancialmente de la técnica de LFF. Sin embargo, dado a que la escala de tiempo

explorada por la técnica de PP es mucho menor (nano-femtosegundo) tanto la fuente de
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excitacidon como los componentes electrénicos utilizado para la deteccion de las
especies transitorias son distintas. Una representacion simplificada del equipamiento

utilizado para la técnica de PP se muestra en el Esquema II1-3.

Laser de Femtosegundo
R Haz de Prueba
’ Probe Bs
P, RT—I r

n. Pum

Genemndor Annonico
OFPA

Linea de retardo
(tp)

Esquema III-3: Esquema del equipo para espectroscopia del femtosegundo (pump-
probe). Donde R y B.S. son los componentes opticos utilizados para direccionar los

pulsos del laser y S representa la muestra a estudiar

En general, la técnica de PP utiliza como fuente de excitaciéon un laser que emite
pulsos en el NIR de gran energia en el fs (ancho a media altura de 5 fs). El haz del laser
es dirigido a un OPA (Optical Parametric Amplifier) el cual, usando componentes de
optica no lineal, transforma la luz monocromatica del laser en radiacion también
monocromatica, pero en el rango de 300-1650 nm. La luz que sale del OPA es
finalmente utilizada para la excitacion de la muestra (S). Simultdneamente, una pequefia
fraccion del haz del laser es dirigida a la linea de retraso y utilizada como haz de prueba
(monitoreo). El retraso entre la excitacion y la sonda se controla cambiando la longitud
de la trayectoria optica del haz con espejos moviles. Notar que este desvio no necesita
ser muy largo; un cambio de 0,03 milimetros significa un retraso de 100 fs (0,1 ps).
Antes de alcanzar la muestra, se hace pasar la luz de monitoreo a través de una celda
cuarzo conteniendo agua o un cristal de F,Ca, donde el pulso NIR es transformado en

luz policromética. En el Esquema III-3, esto es representado como el WLCG (White
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Light Continuum Generator). Asi, se cuenta con luz de monitoreo que varia de 370-700
nm. O bien si se intercala un monocromador entre el WLCG y la muestra, es posible
seleccionar una longitud de onda de monitoreo en particular.

En resumen, durante el experimento, dos pulsos del laser inciden sobre la molécula;
un pulso potente excitacion (pump) que genera el estado excitado de la muestra y un
pulso mucho mas débil de monitoreo (probe) que examina los avances de la reaccion;
esto es, detectando alteraciones de las sefiales respecto a la molécula original. Variando
el intervalo de tiempo entre los dos pulsos es posible ver como la molécula original se
transforma y seguir el progreso de la reaccion en tiempo real [41,42,43,44]. El principio

de la técnica se ilustra en la Figura III-3.

Energia

Lstade excitado

Pulso de excitacién

(pump) Estados transitorios

Producto
Pulso de monitoreo
(prebe) \./
...... l--_-,l“» I 4. ... 8 tiempo

Coordenada de reaccion

Figura III-3: Diagrama esquemadtico de un experimento de Pump-Probe. Un primer
pulso de luz (pump) excita el sistema desde el estado fundamental a un estado de
energia mas alto. Un segundo pulso monitorea (probe) el sistema a diferentes tiempos
de retardo controlados (t;, t,..,t,) con el fin de observar el progreso del sistema en el

tiempo a lo largo del camino de reaccion (coordenadas de reaccion)

Como se indico anteriormente, la técnica permite cambiar la longitud de onda del haz
de monitoreo, por lo que proporciona informacion temporal y espectral. Los resultados

que pueden obtenerse son:
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a- La cinética de la absorcion del estado excitado a diferentes longitudes de onda
como funcidn del retardo de la prueba en picosegundos (ps). Como se muestra

en la Figura II1-4.

b- Espectro diferencia resuelto en el tiempo, donde se observa la diferencia entre la
absorcion de la muestra con y sin pulso de bomba. Como se muestra en la

Figura III-5.
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Figura III-4: Trazas tipicas de la cinética en espectroscopia Pump-Probe
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Figura HI-5: Espectro de diferencia resuelto en el tiempo, AA= AA (t, 1)
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La informacion obtenida del espectro diferencia se puede entender de la siguiente
manera. Las AA positivas, corresponden a las especie excitada y las AA negativas, a la
desaparicion (bleaching/fotoblanqueo) del estado fundamental del sustrato estudiado
tras excitacion con el pulso del laser. Las AA negativas también pueden interpretarse
como emision estimulada del sustrato causada por la alta intensidad del laser. Estas

posibilidades se ejemplifican en la Figura ITI-6.

b Absorcién del estade excitado
(AEE)

AA

Emision simulada
(ES)

Blanqueo del
estado fundamental

(BEF)

Figura ITI-6: Representacion esquematica del espectro diferencia AA en Pump-Probe

El equipamiento de PP utilizado en el desarrollo de esta tesis esta compuesto de la
siguiente manera: el sistema de excitacion estd compuesto por un oscilador de titanio-
zafiro (Coherent Micra), amplificador regenerativo de 1 KHz, salida 700 mW a 800 nm
(110 fs FWHM) (Coherent Legend Elite) y amplificador Optico paramétrico (OPA)
(Coherent Opera Solo). El bombeo se hizo con la salida del OPA, y para el monitoreo se
utilizé la luz blanca generada por un cristal de fluoruro de calcio. Se us6 un esquema de
deteccion de fabricacidn casera, que cuenta con un divisor de haz para el monitoreo,
(referencia y sefial). Estos se detectaron usando dos espectrometros CCD de 2048
pixeles (Avantes). La sefial expresada como AA se calcul6 (para cada uno de los 2048

pixeles) como el doble cociente mostrado en la siguiente ecuacion.
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Sefial um

Sefialsin pum

Refpump
Refsinpump

AA = —log (I11-4)

Donde:
¢ Sefialpump: Sefial de luz de pump registrada por el OPA. Obturador abierto.
« Sefialg, pump: Sefial de luz sin pump registrado por el OPA. Obturador cerrado.
* Refoump: Sefial de Referencia de pump .Obturador abierto.

* Refsin pump: Seftal de Referencia sin pump. Obturador cerrado.

Para variar el retardo entre el pulso de excitacion y el monitoreo se utilizé una
plataforma de translacion lineal de 30 cm (Aerotech) con un retroreflector.

En los experimentos realizados en esta tesis, se eligié 350 nm para la excitacion de la
muestra. El monitoreo se realizé entre 370-800 nm y en una ventana de tiempo que va
entre 0.2-6000 ps. Las medidas se realizan en celdas de fluorescencia de 0,5 cm de paso
optico, con agitacion mecanica. Los valores de AA obtenidos fueron visualizados
primeramente como un mapa de superficie, donde se observo la variacién de la
absorcion en funcion del tiempo y la longitud de onda usando el software Visualice 4.
Posteriormente, los resultados fueron tratados con el programa ASUFIT en Matlab para
generar los perfiles temporales.

Estas medidas fueron realizadas en INQUIMAE, Universidad Nacional de Buenos

Aires, en colaboracion con los Drs. Pedro Aramendia y Juan J. Hodak.
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“Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano”

Isaac Newton. Fisico, Alquimista. (1643-1727)
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IV-1RESULTADOS Y DISCUSION

IV-1.1 a-Oxoamidas: PBF, DBBF y DIBF
IV-1.1.1 Sintesis

Las a-oxoamidas: fenilbenzoilformamida (PBF), N,N-di-bencilbenzoilformamida
(DBBF) y N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF) fueron sintetizadas a partir del
cloruro de acido benzoilférmico y la correspondiente amida. Existen reportes en la
literatura que estas o-oxoamidas (y fotoproductos) han sido ya sintetizadas y
| caracterizadas [12,13,14,45,46].
La purificacion luego de la sintesis de las a-oxoamidas y fotoproductos fue realizada
‘ por cromatografia en columna empleando como soporte silica y alumina neutra,
respectivamente. Los solventes utilizados variaron segin la amida y se detallan a

continuacion.

IV-1.1.1.1 Fenilbenzoilformamida (PBF)

o)

2 Cl
CH MA

1h,-5°C

o

0
Y O 2 (P
».
o *°F 5a20°C 0

Esquema IV-1: Esquema sintético de fenilbenzoilformamida (PBF)

La a-oxoamida PBF fue sintetizada (Esquema I'V-1), siguiendo el método publicado
por R. J. Cvetovich y col. [44].

Se hizo reaccionar en un balén equipado con una entrada para nitrégeno y un
colector de gases (una solucién acuosa de NaOH) 80 ml de dimetilacetamida (DMAC)
y 0,25 moles de acido benzoilférmico (a -5 °C) con 0,27 moles de cloruro de tionilo

agregados gota a gota con agitacion mecanica. Posteriormente se agregaron 0,25 moles
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de anilina diluido en una pequefia cantidad de DMAC. Al finalizar el agregado, la
mezcla se lleva a 20 °C con agitacion mecanica durante 1 h. Finalizado este tiempo, se
afiade a la mezcla (gota a gota) 300 ml de agua, bajo vigorosa agitacion. La adicion de
agua produce la precipitacion de la PBF. Posteriormente, el precipitado fue filtrado y
lavado con agua (3 x 20 ml). El producto crudo fue recristalizado en benceno y
finalmente secado al vacio a 50 °C por 24 hs.

Luego de la purificacion se procedio a la caracterizacion de la a-oxoamida, fisica y

espectroscopicamente.
5 Fenilbenzoilformamida (PBF).
(jkn/ﬁ,ph S6lido amarillo. Tg: 240 °C,
e} 'H RMN (CCL:D): 8/ ppm entre 7,4-7,8 (m, 10 H,
Fenilbenzoilformamida aromaticos) y a 8 (s, 1H, NH).
(PBF ) BC RMN (CCLD): 8/ ppm a 129; 134.,6; 121,6; 124.4 y

135,9 (12 C, CH,, aromaticos), 157 y 194,5 (2 C, C=0).
Masa calculada para C14H;NO,: 255 (m/z, %) 225 [M']y 92, 133, 148, 120, 105 y 77.

IV-1.1.1.2 N,N- di-bencilbenzoilformamida, N,N-di-isopropilbenzoilformamida
(DBBF, DIBF)

]

0
OH 40°C c
I + (ClOC), " o *tHC + 2C0 +H)0

o 9 R

N R
cl R ater seco "R+ H)N! CI
O R 0°c

Esquema IV-2: Esquema sintético general para N N-di-bencilbenzoilformamida
(DBBF) y N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF)
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Se detalla a continuacion los pasos sintéticos para la obtencién de la a-oxoamida
N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF), como se muestra en el Esquema IV-2. Se
hizo reaccionar 0,2 gr (1,56 mmol) del &cido benzoilférmico con 2 equivalentes de
cloruro de oxalilo, 0,4 gr (3,12 mmol) a 40 °C durante una hora con agitacién mecanica.
Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla resultante se evapord a presion reducida a
60 °C para eliminar el exceso de cloruro de oxalilo (durante 1h). Posteriormente, el
cloruro de 4cido obtenido se diluyd en 5 ml de éter etilico anhidro y se agrego gota a
gota a una solucion conteniendo 2 equivalentes de di-isopropilamina (0,62 gr; 3,12
mmol) disueltos en 50 ml del mismo solvente. Se dejé reaccionar durante 24 hs en un
bafio de hielo con agitacion. El avance de la reaccion fue seguido por cromatografia en
capa fina (TLC) usando silica como soporte y éter etilico como eluyente. Finalizada la
reaccion, (consumo total de la amina) se evapord el solvente y la a-oxoamida fue
separada por cromatografia en columna utilizando silica (35-73 um) como soporte y
cluyendo con éter etilico. La fraccién correspondiente a la amida pura se sec6é con
tamices moleculares por 24 hs. Finalmente, el solvente fue evaporado a presion reducida
para obtener la di-isopropilbenzoilformamida (DIBF) como cristales blancos. La amida
fue recristalizada dos veces utilizando ciclohexano como solvente. El rendimiento de la
reaccion fue de 2.3 gr (76 %).

El mismo procedimiento fue seguido para la sintesis de la DBBF. Se detalla a
continuacion rendimiento, temperatura de fusion y la caracterizacion espectroscopica

de estas a~-oxoamidas.

° \\’/ N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF)

RN N

Qv,;] g Rendimiento 76 %. Ty 132 °C.

N.N-¢i-isopropifbenzoilformamida ' RMN (CCL;D): 8/ ppm a 1.2 (s, 12H, 4 -CH3), 3.9
(DIBF!

Cristales blancos.

(septeto, 2H,-CH-) y entre 7.4-8 (m, 5 H, aromaticos).

Masa Calculada para C14H;9NO,: 233, (z/e, %), [M']233 y 148,128, 105, 86, 77.

UV-vis (metanol): € 350 un= 187 £ 2 M cm™’.
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Upm1 N,N di-bencilbenzoilformamida (DBBF)
A A NP Cristales blancos. Rendimiento 61 %. T¢: 96 °C.
E\/I I)r 'H RMN (CChLD): & ppm a 4.29 and 4.63 (s, 2H,
N.N di-bencilbenzorlformamida bencilicos), 7.5-8.1 (m, 15 H, aromaticos).
(DBBF) Masa calculada para C;H;oNO,: 329, (z/e, %) [M']

329, 338, 224, 196, 105, 91, 77.

UV-vis (metanol): € 3531 =220 £ 3 M cm™.

IV-1.1.2 Sintesis de fotoproductos de las a-oxoamidas

IV-1.1.2.1 Fotoproductos de N,N-di-isopropilbenzoilformamida (DIBF) y N,N-di-
bencilbenzoilformamida (DBBF)

IV-1.1.2.1.1 Oxazolidinonas (O) y B-lactamas (A)

Los fotoproductos fueron obtenidos por fotolisis de las a-oxoamidas en metanol. Se
irradi6 una solucion conteniendo 1.0 gr de las a-oxoamidas disueltas en 200 ml de
metanol, por un periodo de 3 horas con 3 lamparas UV a A > 300 nm, en un fotoreactor
circular. La desaparicion de la amida fue monitoreada siguiendo la absorcion a 350 nm.
El solvente fue removido y los fotoproductos fueron separados por una cromatografia
en columna utilizando alumina (neutra) como soporte y eluyendo con una mezcla de
hexano/acetato de etilo/metanol (80/13/7: v/v/v). Se aislaron dos fotoproductos
principales para cada a-oxoamida. Finalmente, los fotoproductos fueron cristalizados a
partir de una mezcla de 4/1 (v/v) hexano/acetato de etilo.

Los dos fotoproductos de DBBF se caracterizaron como 2,2-difenil-3-bencil-5-
feniloxazolidin-4-ona (O) y 3,4-difenil-1-bencil-hidroxiazetidin-2-ona, (A).

Los fotoproductos de DIBF, fueron caracterizados como 2,2-dimetil-3-isopropil-5-
feniloxazolidin-4-ona (O) y 4,4-dimetil-3-hidroxi-1-isopropil-3-fenilazetidin-2-ona (A).
Se detalla a continuacion la caracterizacion de los fotoproductos aislados. Para PBF no

se observaron la aparicion de fotoproductos.
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2, 2-difenil-3-bencil-5-feniloxazolidin-4-ona  (O)

O. _Ph
Ph—~"y Te 97 °C.
N
g pp RMN 'H (CChD): & ppm a 3.63 y 4.98

2,2-difenil-3-bencil-5-feniloxazolidin-4-ona (quinteto, 2H, bencilicos), 5.39 (s, 1H, C5), 5.84

C2),7.1-7.8 (m, 15 H, aromaticos).

Masa calculada para C,HgNO,: 329 (m/z, %): 329 [M+], 252,238, 196,178, 167, 105,
91y77.

UV-Visible (metanol) Aysx~258 nm.

3,4-difenil-1-bencil-hidroxiazetidin-2-ona (A)

Ph
Ph | Tg 103 °C.
0" “ph RMN 'H (CCLI;D): &/ ppm a 3.96 y 5.01 (q, 2H,
3 4-difenil-1-bencil-hidroxiazetidin-2-ona bencilicos), 4.60 (s, 1H sobre C4), 2.85 (s, 1H,

OH), 7.1-8.6 (m, 15H, aromaticos

Masa calculada para Co;H;oNO;: 329 (m/z, %): 297, 238, 223, 196, 167, 105,91 y 77.
UV-Visible (metanol): Ans~260 nm.

2,2-dimetil-3-isopropil-5-feniloxazolidin-4-ona (O)
Ph
\;34 Te 98 °C.
¢ RMN 'H (CCLD): 8/ ppm a 1.40 y 1.49 (dos d,

2.2-dunett)-3-1sopropil-S-feniloxazohdin4-ona  3H, metilos isopropilicos), 1.52 y 1.55 (dos s,

3H, metilos sobre C2), 3.43 (septeto, 1H, isopropil), 5.18 (s, 1H, C5), 7.15-7.25 (m, 5H,
fenilicos).

Masa calculada para C,4H;oNO;: 233 (m/z, %): 233 [M+], 218, 176, 148, 135, 105 y 90.
UV-Visible (metanol) Apg ~258 nm.
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OH 4,4-dimetil-3-hidroxi-1-isopropil-3-
Phj;i— fenilazetidin-2-ona (A)
° ) Tg 140 °C.

4.4-dimetil-3-hudroxi-1-tsopropil-3-fentlazetidin-2-ona  RMN 'H (CCL;D): 8/ ppm a 0.86(s, 3H, MM
metilo sobre C2 cis del Ph), 1.33 y 1.35 (a, caaa uno, 3t caaa uno, metio ael grupo
isopropilo), 1.49 (s, 3H, metilo sobre C2 trans del Ph), 3.61 (septeto, 1H, grupo
isopropilico). 3.79 (s, 1H, OH sobre C3), 7.2-7.3 (m, SH, aromaticos).
Masa calculada para C1,H;0NO,: 233 (m/z, %): 233 [M'], 218, 176, 148, 133, 105 y 77.
UV-Visible (metanol) Amax~260 nm.

1V-1.1.2.1.2 Imidas (I)
IV-1.1.2.1.2.1 N-(2-propaniden)propan-2-amina

Este fotoproducto se forma a nivel de trazas tras la fotolisis de la a-oxoamida DIBF
en n-pentano. La imida fue detectada en los experimentos de cromatografia gaseosa e

identificada a partir de su espectro de masas.

N-(2-propaniden)propan-2-amina.

>—N=< Masa calculada para C¢HysN: 99 (m/z, %): 99 [M'],

84, 56, 15.
N-(2-propaniden)propan-2-amina

1V-1.1.2.1.2.2 N-bencilidenbencilamina

Este fotoproducto fue identificado y cuantificado por comparacion cromatografica

(GC/masa y HPLC) con una muestra comercial (Sigma-Aldrich Argentina).

N-bencildenbencilamina.

RN T :
» | /J H RMN: & / ppm: 4.81 (c, 2H, CH,, trans), 8.10 (d, 1H,

N-bencildeubencilamms N=H) y entre 7.2-7.9 (m, 10H, bencilicos).

Masa calculada para C;4H;3N 195 (m/z, %): 195. [M+], 117,104, 91, 77, 65.
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IV-1.1.2.1.2.3 Mandelamina (MM)
IV-1.1.2.1.2.3.1 N-isopropilmandelamina 6 2-hidroxi-N-isopropil-2-fenilacetamida

Se hizo reaccionar 0,2 gr (1,56 mmol) del acido O-metilmandélico con 2
equivalentes de cloruro de oxalilo, 0,4 gr (3,12 mmol) a 40 °C durante una hora con
agitacion mecanica. Transcurrido el tiempo de reaccidn la mezcla resultante se evaporo
a presion reducida a 60 °C para eliminar el exceso de cloruro de oxalilo (1 hora).
Posteriormente, el cloruro de acido de O-metilmandélico se diluy6é en 5 ml de éter
etilico anhidro y se agregd gota a gota a una solucion conteniendo 2 equivalentes de
isopropilamina (0,62 gr; 3,12 mmol) disueltos en 50 ml de éter etilico. Se dejo
reaccionar durante 4 hs en un bafio de hielo con agitacion. Finalizada la reaccion,
(consumo total de la amina), la solucion fue filtrada y evaporada en un rotavapor para
obtener la amida. La cual fue re-disuelta en una mezcla de 10 ml de metanol:agua (9:1)
y se adicioné 0,100 gr de NaOH disueltos en agua. La mezcla se dejo reaccionar 2 horas
a temperatura ambiente y posteriormente fue acidificada por agregado de una solucién
concentrada de 4cido clorhidrico. Durante este tratamiento la mandelamida precipita, lo
que permiti0 separarla por filtracion. Finalmente, la amida fue purificada por
cromatografia en columna utilizando silica (35-73 pm) como soporte y eluyendo con

cloroformo. Se muestra a continuacion la caracterizacion espectroscopica.

ol | 2-hidroxi-N-isopropil-2-fenilacetamida.
A /iYN\l/ Te 132 °C.
'"H RMN: &/ppm a 6.0 (s, OH), 3.8 (s, 1H, NH)

2 hidroxi N ssopropal 2 femilacetamuda ~ 1.25 (dd, 6H, 2 CH3), 3.9 (m, 1H, grupo isopropil)

i \]
NF o

>

>

5.0 (d, 1H, bencilico) y entre 7.0 a 7.2 (m, 5H, bencilicos).
Masa calculada para: C;;H;4sNO,: 193 (m/z, %) 193 [M+], 150, 132,108, 79y 77.
UV-visible: Amg= (metanol) ~ 260 nm
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1v-1.1.2.2 Efecto de solvente sobre la distribucion de fotoproductos
(fotoselectivad)

Para estudiar si la fotodescomposicion de las oxoamidas es influenciada por los
solventes, cambiando la distribucion de productos, se realizaron experiencias de
fotolisis en acetonitrilo y n-pentano. Soluciones 0,1 M de las amidas fueron irradiadas
hasta observar una desaparicion alrededor del 10-15 % de la banda a 350 nm. Los
productos obtenidos fueron analizados por cromatografia gaseosa / masas con el fin de
monitorear su complejidad y contar con una idea preliminar de los fotoproductos
presentes.

Con el fin de encontrar las mejores condiciones para la separacion entre los reactivos
y fotoproductos, las soluciones fotolizadas y sin fotolizar fueron inyectadas en el HPLC
(fase reversa). Se encontré6 que la separacién fue oOptima usando fases moviles
constituidas por mezclas 40/60 v/v y 50/50 v/v de acetonitrilo/agua (flujo 0,5 ml/min)
para DBBF y DIBF, respectivamente.

Para poder cuantificar los rendimientos en las diferentes experiencias se procedio a la
construccion de curvas de calibracion para todos los fotoproductos y reactivos, en las
condiciones Optimas encontradas para el analisis por HPLC para DBBF y DIBF.
Finalmente se analizaron por triplicado las muestras de oxoamidas fotolizadas en los
solventes de interés (MeCN y n-pentano), evaluando las concentraciones de reactivos y
productos utilizando las curvas de calibracion construidas previamente. Mediante este
tratamiento se pudo calcular el porcentaje de cada fotoproducto y el porcentaje de
desaparicion de las amidas. En todos los casos el balance de masas (aparicién de
productos /desaparicion de oxoamida) fue siempre superior al 85 %; nunca
alcanzandose el valor ideal (100 %) dado a que algunos fotoproductos no pudieron ser

identificados/evaluados.

1V-1.1.2.2.1 Fotoproductos de la DBBF

Para DBBF, se obtuvieron los siguientes rendimientos porcentuales de fotoproductos,

como se muestran en los Esquemas IV-3 y IV-4, para acetonitrilo y n-pentano,

respectivamente. Como puede observarse, existe un importante efecto de solvente sobre
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la distribucion de productos, mostrando un efecto importante sobre la fotoselectividad al

variar el solvente de reaccion.

o r Ph Ph r
L G Phj;i_% }Y ¢

O Ph Acetonitrilo ph

DBBF A (70%) O (20%) 1(<5%)

Esquema IV-3: Distribucion de fotoproductos de DBBF en acetonitrilo

hv o OH Ph
)H( i ] + Otros
Productos
Ph Pentano o \_ Ph
DEBF A (75%) 1(10%)

Esquema IV-4: Distribucion de fotoproductos de DBBF en n-pentano

En acetonitrilo los fotoproductos principales de DBBF son la B-lactama (A) (~70%)
y la oxazolidinona (O) (~20%). El producto de eliminacién (I) se forma con relativa
baja eficiencia. En el solvente aprotico no-polar (n-pentano) pueden observarse que el
producto mayoritario es también A. La oxazolidinona O no es detectada y el producto
de eliminacién (I) representa aproximadamente un 10 % del total. Diversos estudios
sobre la distribucion de fotoproductos de la DBBF en solventes aproticos y proticos han
sido publicados. Podemos citar, por ejemplo, que Aoyama [17] reporta que DBBF
produce 100% de la B-lactama (A) en benceno, mientras que en metanol se formaria A
con un rendimiento del ~86%. Por otra parte, en otro trabajo, Chesta y col. [13]
reportaron que en metanol DBBF produce un ~45% de A, y aproximadamente el mismo
rendimiento de mandelato de metilo (producto de eliminacion). Evidencias
experimentales indican que la fotolisis de la DBBF en metanol, en la presencia de un

acido fuerte (H,SO4), favorece marcadamente la formacion de O a expensas de A ¢ L.
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Esto fue observado primeramente por Aoyama y col. [17] y ha sido confirmado en este
estudio.
IV-1.1.2.2.2 Fotoproductos de la DIBF

En los Esquemas IV-5 y IV-6 se muestra en forma simplificada la distribucion de

fotoproductos observada para la a-oxoamida DIBF en los dos solventes estudiados.

i Sl e o

o Acetommlo

DIBF 0 (95%) A (3%) C (2%)

Esquema IV-5: Distribucion de fotoproductos de DIBF en acetonitrilo

OH
o] O
T Ph + + Otros
Ph Y N \’/ Productos
o Pentano )'

DIBF 0 (80%) A (5%) I (trazas)

Esquema IV-6: Distribucion de fotoproductos de DIBF en n-pentano

Puede concluirse que esta amida proporciona como producto mayoritario (en ambos
medios) la oxazolidinona (0O). La formacion de la B-lactama (A) y los productos de
eliminacion no superan el 5% de los fotoproductos en ningun caso. Existen también
antecedentes sobre la distribucion de fotoproductos de esta amida en solvente polares
(préticos y no-proticos) y en solvente no-polares aproticos. Por ejemplo, Aoyama [17]
reportd que DIBF en benceno proporciona 62% de O y 29% de mandelamida (producto
de hidrélisis de Z); mientras que en dimetilformamida se formaria 31% de O, 13% de A

y 35% de mandelamida. Estos resultados no coinciden con los aqui reportados,
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particularmente por la gran proporcion de los productos de hidrolisis. Quizas la

diferencia se explique en los porcentajes de agua en los solventes utilizados.

IV-1.1.3 Caracterizacién de especies transitorias — Estudios de Laser Flash
Fotoélisis (LFF)

En la siguiente seccion se describen los estudios de caracterizacion de especies
transitorias en la fotoquimica de las a-oxoamidas en la escala del micro/mili segundo.
El detalle del instrumental y de la metodologia utilizada se detalla en la seccion
Metodologia: Materiales y Métodos I11-1.2.1.2.1.

Las a-oxoamidas estudiadas fueron: PBF, DBBF, DIBF y ACBF en medios de
diferente polaridad. Los resultados para ACBF se describen en el apartado Resultados y
Discusion 1V-2.

Los experimentos de LFF se realizaron en una celda fabricada uniendo una celda
comun de cuarzo con una bocha de vidrio. Esto permite aumentar el volumen de la
solucion de muestra a estudiar, de manera tal que la misma puede ser renovada
mediante agitacion, evitando asi errores de dilucion causados por la descomposicion de
la muestra expuesta al haz del laser. Para corroborar que no se producian cambios
importantes en la concentracion de las soluciones estudiadas, se registraron espectros de
absorcion periodicamente durante el transcurso de la experiencia de LFF. Se emplearon
soluciones de a-oxoamidas de absorbancia 0,8 a la longitud de excitacion del laser (266
nm). En todos los casos las muestras fueron estudiadas en ausencia y presencia de
oxigeno. Las muestras fueron desoxigenadas por burbujeo con argén antes de comenzar

los estudios.
IV-1.1.3.1 Fenilbenzoilformamida (PBF)

En 2004, Silva y col.[47] reportaron que dos derivados de la isatinas (Figura IV-1),
a-oxoamidas cuyos carbonilos se encuentran forzados a adoptar una conformacion
cisoide, muestran un espectro de absorcion sustancialmente corrido al rojo (Agax~ 410
nm, en benceno) comparado a las o-oxoamidas con carbonilos en configuracién

transoide (PBF, DIBF, etc). Esta diferencia ha sido atribuida al distinto grado de

coplanaridad que pueden alcanzar los grupos carbonilos. Grupos voluminosos unidos al
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—COCO- tienden a sacar a los carbonilos del mismo plano, produciendo un efecto hipo-
e hipsocromico sobre la absorcion.

Las isatinas no muestran emision (fluorescencia o fosforescencia) en ningiin medio
estudiado y tras la excitacion se produce un cruce entre sistemas muy rapido al estado
triplete. El estado singlete excitado de estas amidas ciclicas decae eficientemente al
estado triplete, el cual muestra (en benceno) absorciones a 330, 420 y 530 nm. El estado
triplete tiene un tiempo de vida ~2-6 us, y es dependiente del sustituyente. Tal cual
hubiera podido anticiparse, la formacion del triplete excitado de las isatinas puede ser
eficientemente inhibido por la presencia de O,, caroteno, estilbeno, ect, via un

mecanismo de quenching por transferencia de energia T-T. [54]

o
¢s1’ ‘1
@&o___, [SJ — [TJ
N
R R:H.t~25ps
R:Ho CH3 R CHz. T~ 6.4 jts

Figura IV-1: Fotofisica de las isatinas en benceno

Al igual que las isatinas, la a-oxoamida PBF no posee hidrégenos en la posicion 8 a
un carbonilo, por lo que se espera un comportamiento similar de sus estados excitados.
Sin embargo, para PBF no se observd la formacion de especies transitorias en el rango
entre 300-700 nm en la escala de los 0-10 ps. Este resultado sugiere que el estado
singlete excitado de PBF cuenta con una via de desactivacion no-radiativa (S;2S,) muy
eficiente que compite favorablemente con el proceso de cruzamiento entre sistemas
(S1=>T)). Estos resultados concuerdan con experimentos realizados usando la técnica de

pump-probe IR (ver seccion Resultados y Discusion 1V-1.1.4.2.1), los cuales indican

que el estado singulete excitado (S;) de esta amida decae con un tiempo de vida de ~30

ps.
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1V-1.1.3.2 Di-bencilbenzoilformamida (DBBF). Caracterizacion espectroscopica de

ZH' y Z
IV-1.1.3.2.1 En Acetonitrilo

Como se discuti0 en la seccidon Antecedentes 1-1.2, €l Unico intermediario de
fotoreaccion de las a-oxoamidas que ha sido parcialmente caracterizado es el zwitterion
protonado (ZH") de la DBBF. De acuerdo con Aoyama y col. [14] la fotélisis continua
de DBBF en metanol/acido sulfurico (5%) a -78 °C muestra la formacion de un
intermediario con méaximo de absorcién a ~ 440 nm y un espectro de RMN 'H

conforme a la estructura mostrada en la Figura IV-2;

OH IrPh

U NT
@”ﬁ .
OH Ph

ZH*

Figura IV-2: Estructura propuesta del intermediario ZH" (zwitterion protonado) de la
DBBF

Estos estudios indicaron que ZH' se forma {inicamente en medio acido y a bajas
temperaturas, desapareciendo rapidamente por calentamiento a -10 °C, para dar la
oxazolidinona (O). Luego, ZH' deberia ser una especie relativamente estable,
existiendo la posibilidad de que pueda ser detectada por métodos espectroscopicos.

Se procedi6 a realizar estudios de LFF para la DBBF en acetonitrilo / 4cido sulfurico
(5%) a 25 °C. En la Figura I'V-3 se muestran los espectros de la absorcion transitoria
registrados a distintitos tiempos (0,5; 1; 2 y 8 ps) después de la excitacion con el pulso
laser. Se observa una absorcion importante a ~300 nm y una banda ancha centrada a ~
420 nm. El inserto en la misma figura muestra que la absorcion a 420 nm no cambia
apreciablemente en la escala de tiempo observada. La misma sefial, pero registrada en
una ventana temporal mds larga (0-2 ms) tampoco muestra un claro decaimiento, por lo

que ¢l tiempo de vida de esta especie no pudo ser determinado. De todas maneras, en
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vista de lo observado parece razonable suponer que el tiempo de vida (1) de esta especie
debe ser > 5 ms. Cuando el experimento fue repetido en atmosfera de aire, no se
observaron cambios en la forma del espectro de absorcion ni en su tiempo de vida. Esto
descarta que el espectro en la Figura IV-3 pertenezca a un estado sensible a Oy;
tipicamente, especies de capa abierta como estados excitados tripletes o radicales libres.

El espectro en la Figura IV-3 concuerda satisfactoriamente con el reportado por
Aoyama y col. [14] en metanol a -78 °C. El espectro también coincide con el espectro
calculado por Chesta y col. [30] para ZH". Los calculos teéricos predicen para ZH" una
absorcion a ~440 nm (f ~ 0.15) y una transiciéon mas intensa a 290 nm (f ~ 0.65).
Luego, puede inferirse de toda esta informacion que el espectro mostrado en la Figura

V-3 corresponde al cetenodiol ZH' de DBBF a temperatura ambiente.

0,050
——-0.5us
0,010}
g
& 0,005}
« T>5ms
<
0,000
<« 0,025
<

""Wl'

"7 300 350 400 450 500 550
A/ nm

Figura IV-3: Espectro de absorcion del transitorio de la DBBF en acetonitrilo/ acido
sulfurico (5%) a 25 °C a: (m) 0,5 ps, (8) 1 us, (A) 2 us y (V) 8 us, luego del pulso del
laser. /nserto: Decaimiento de AA a 420 con t > 5ms. AbsDBBF266 T 0,8 Aexe: 266 nm.

Desoxigenado por burbujeo con argén por 30 min

En la Figura IV-4 se muestra el espectro transitorio obtenido para una muestra de

DBBF en acetonitrilo puro (en la ausencia de acido) tras excitacion pulsada a 266 nm.
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Como puede observarse, el espectro difiere marcadamente al mostrado para ZH'. A fin
de facilitar la comparacion, los espectros fueron representados a los mismos tiempos
(0,5; 1, 2 y 8 ps). La nueva especie muestra una importante absorcion en el rango de
300-350 nm. El decaimiento de la absorbancia a 320 nm es de primer orden,
obteniéndose por ajuste a una funcion monoexponencial con un tiempo de vida del

orden de ~2.6 ps (inserto Figura IV-4). Como en el caso anterior, €l espectro y tiempo

de vida de la especie transitoria no se modifican por la presencia de O,.

0,075

—-05us

@ 1us o002}
B A 2 T~2,6 us
/ - 8us

300 350 400 450 500 550
A/ nm

Figura IV-4: Espectro de absorcion del transitorio de DBBF en acetonitrilo a 25 °C a:
(w) 0,5 pus, (@) 1 pus, (A)2 usy (V) 8 us, luego del pulso del laser. Inserto: Evolucion
temporal a 320 nm y ajuste monoexponencial con un 1~ 2,6 ps. Abspapr-® ™ 0,8. Aexe!

266 nm. Desoxigenado por burbujeo con argon por 30 min

De acuerdo a los mecanismos discutidos en la secciéon Antecedentes 1-1.2, ZH' se
forma por protonacion de Z. Por otra parte, segun Chesta y col. [30] el espectro del
zwitterion (Z) de la DBBF deberia mostrar una transicion prohibida a ~ 730 nm (f ~
0.005) y otras de mayor importanciaa 310 (f~0.5), 330 (f~0.1) y 350 (f~0.3) nm. La
similitud (o concordancia) entre los resultados reportados en bibliografia y los espectros
de la Figura IV-4 sugieren que la absorcion podria asignarse al zwitterion intermediario

Z (Figura IV-5).
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OoH |Ph
AN
o)
O Fh
A

Figura IV-S: Estructura propuesta del intermediario Z (zwitteriénico) de DBBF

De ser esta interpretacion correcta, un incremento de la acidez de la solucién deberia
mostrar la aparicion progresiva del espectro de ZH' en detrimento del de Z. En la
Figura IV-6 se muestran los cambios en los valores de AA (extrapolados a tiempo cero)
medidos a 320 y 420 nm, manteniendo constante la concentracion de DBBF y variando
la concentracion de acido sulfurico entre 0 y 5% v/v. Como se observa, el valor de AA a

320 nm disminuye, mientras que a 420 nm crece con el incremento de la acidez del

medio.

0020 O o

0,016

< 0,012 %

4 0,008 §

0,004 §
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Figura IV-6: Perfil de AA de la a-oxoamida DBBF a 320 nm y 420 nm, en funcion de
la concentracion de H,SOy4 (% v/v), extrapolados a t =0 a 25 °C con ADBBF266: 0,8 y Aexc:

266 nm. Desoxigenado por burbujeo con argoén durante 30 min

Un andlisis mas detallado de los decaimientos a las mismas longitudes de onda se
muestra en la Figura IV-7. En acetonitrilo puro, la absorbancia de Z a 320 nm (a) decae

con un tiempo de vida ~ 2.6 ps. A 420 nm (d), en el maximo de la absorciéon de ZH",
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no se registra sefial alguna. Los decaimientos registrados al 1% de acido muestras
diversas peculiaridades. La absorcion a 320 nm (extrapolada a tiempo cero) es
aproximadamente la mitad (b) que la observada en la ausencia de acido (e). La seifial
insinta un rapido decaimiento inicial y luego se mantiene practicamente constante en la
ventana de tiempo estudiada. La misma sefial, pero obtenida en una escala de tiempo
mas larga (2 ms) no muestra un decaimiento apreciable, tal cual lo observado para ZH".
Por otro lado, la absorcién a 420 nm (e) no muestra un crecimiento a tiempos cortos,
por lo que la formacion de ZH' parece ser “instantanea” dentro de la resolucion del
instrumental utilizado. A la mayor concentracion de acido estudiada (5%), la absorcion
a 320 nm (c) decrece significativamente y persiste en toda la ventana temporal. La

absorcion a 420 nm (f) es intensa y no muestra tampoco un crecimiento a tiempos

cortos.
320 nm 420 nm
0,02 @ | 0,02 @
3 001 0,01
0,00 [ 0,00 l
) 2 4 8 8 ) 2 4 8 )
t/us t/ us
0,02 ® | 0,02 ©
Jom) N %,01
0,00 0,00
0 2 ry s 8 0 2 4 6 B
tius | SAT )
0,02 © | 002} ®
3001} 0,01}
0,00 & o,ool_
0 2 4 s 2 [ 2 4 : 3
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Figura IV-7: Dependencia temporal de AA observada a 320 nm y 420 nm para una
muestra de DBBF en acetonitrilo en funcion de la concentracion de acido sulfurico: a;

d) sin acido; b; e) 1% v/vy c; f) 5% viv
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Los resultados mostrados en las Figuras IV-6 y IV-7, permiten postular un

mecanismo de reaccion como el que se muestra a continuacion en ¢l Esquema IV-7.

ky
DBBF + H DBBFH'
k,
l I.Z * I‘ﬂl+
b
Z+H ZH"
ky
l 1/ 1z 1 1t Lh+
productos productos

Esquema IV-7: Mecanismo de formacién y desaparicion de Z y ZH' en medio acido

para DBBF

Este mecanismo implica la existencia de dos especies de la amida en el estado
fundamental: DBBF y DBBFH', la amida libre y protonada, respectivamente. Estas
especies podrian ser excitadas simultdneamente y seguir posteriores procesos de
reaccion. Este aspecto fundamental no fue tenido en cuenta por Aoyama y col. en los
estudios previos realizados con estas oxoamidas.

Si bien la amidas se comportan como bases muy débiles (pK, ~ -0.5, en agua) existen
miltiples evidencias experimentales de que pueden ser protonadas por acidos fuertes,
tanto en medios préticos como aproticos [48]. La protonacion ocurre exclusivamente en
el oxigeno del grupo amido, dado que el par de electrones de no-unién del nitrogeno se
halla comprometido en el enlace (Esquema IV-8). La existencia de esta estructura
zwitterionica en las amidas ha sido probada por diferentes técnicas espectroscopicas
[14].
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Esquema IV-8: Protonacién de a-oxoamidas por acidos fuertes

Evidencias experimentales de fuertes interacciones entre la DBBF y el acido
sulfurico (HA) en acetonitrilo se muestra en la Figura IV-8. En dicha figura puede
observarse que a medida que la concentracion del 4cido se incrementa, la banda n-n* se
desplaza a mayor energia, disminuye en intensidad y pierde progresivamente su
estructura fina. Este efecto podria ser explicado debido a que la protonacion del

carbonilo de la amida afectaria impidiendo la conjugacion extendida del enlace n.

== DBBF MeCN
DBRF - 1% H SO,

+ + DBBF - 3%H,S0,
== + +DBBF - 5% H,S0,

Abs

B

320 340 360 380 400 420
A /nm

0,0k

Figura IV-8: Espectro de absorcion de DBBF (2,2 x10° M) en acetonitrilo y a

diferentes concentraciones de acido sulfurico: 0 %, 1 %, 3 %,y 5 % v/v

Otra posibilidad que no puede descartarse (a priori) para explicar los cambios
observados en la Figura IV-8 seria la formacion de puentes H entre los carbonilos de la
o-oxoamida y especies 4cidas en solucion. En principio, uno u otro fendémeno

(protonacion o formaciéon de puentes H) podrian estar operando simultaneamente,
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siendo imposible cuantificar la extension de cada contribucién con los datos
experimentales disponibles.

Asi, de acuerdo al mecanismo en el Esquema IV-7, ambas especies: DBBF y
DBBFH", coexisten y compiten por la absorcién de luz a la longitud de onda de
excitacion. La concentracion relativa de estas especies en la solucion dependera de la
constante de equilibrio (K= ky/k;) y de la concentracion del acido. Tras el pulso laser, la
a-oxoamida libre produce Z. El zwitterion puede seguir dos vias de reaccion, o bien dar
productos o reaccionar con HA para dar ZH'. El tiempo de vida de Z en acetonitrilo es
1~2.6 ps, y dicho tiempo de vida deberia decrecer con el incremento de la concentracion
de HA. En el caso de DBBFH' la excitacion produciria directamente ZH'. Este
intermediario también puede seguir dos caminos de reaccion, puede dar productos o
deprotonarse para formar Z.

Desde el punto de vista cinético, el mecanismo propuesto puede modelarse como un
sistema de reaccion consecutivo acoplado [49]. Basandose en este modelo, y planteando
para cualquier concentracion del 4cido HA, las expresiones para la absorcién a 320 (Z)

y 420 nm (ZH") se encuentra que vienen dadas por las siguientes expresiones:

[Z] = ¢, exp(—2,t) + ¢, exp (—A,t) (Iv-1)
[ZH"] = c3lexp(—A1t) — Coexp (—4,t)] (IV-2)

Donde:
ci: son funciones complejas de las constantes de velocidad del sistema y resultan
siempre positivas (> 0).
A1y A representan los tiempos de vida caracteristicos del sistema y son funciones

de las constantes de velocidad y concentracion de las especies en solucién.

Debemos notar que las ecuaciones (IV-1) y (IV-2) predicen que la poblacién de Z
decae biexponecialmente, mientras que la de ZH' deberia mostrar un crecimiento inicial
(segundo término en (IV-1)) y un posterior decaimiento (primer término de la misma

ecuacion).



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

Ahora se procedera al analisis de los procesos involucrados mostrados en el
Esquema IV-7 y se determinardn las constantes de velocidad asociadas a los mismos:
ks, k4, 1/77 ¥ 1/724+. Debido a que el tiempo de vida de Z en acetonitrilo puro es ~2.6
us, se obtiene que: 1/7, ~ 4x10° s™.

Por otra parte, dado que la absorcion de ZH" no decae y persiste en la escala de los
2 ms, podemos estimativamente acotar el valor de 1/7,5, a << 5x10°s™.

Ahora se analizara el equilibrio entre Z y ZH", mostrado en el Esquema IV-9:

k3
ZH"

Z+H

ky

Esquema IV-9: Equilibrio entre zwiterion (Z) y zwiterion protonado (ZH")

Donde:
ks: es la constante velocidad para la protonacion de Z para dar cetenodiol

ks: representa la contante (unimolecular) de deprotonacion de ZH*

Existen en la literatura diversos estudios de procesos muy relacionados a las
experiencias que se realizan en esta Tesis, donde se observa el efecto de protonacion en
medio acidos. Por ejemplo, Kresge y col. [50,51,52,53] estudiaron la cinética de
protonacidn en agua del enol del acido mandélico, metil mandelato y mandelamida.
Lamentablemente, estos autores no publicaron los espectros de absorcidon de estas
especies, las cuales hubieran sido de gran interés para comparar con las obtenidas en
este estudio en similares condiciones.

Para el caso particular del metil mandelato, pudieron estimarse las constantes de
velocidad para protonacion-deprotonacion, y los respectivos valores se muestran en la
Figura IV-9,
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PN N l — NN K=3510°M"
oy = Wk
N ° ke=6 10257 A

Figura IV-9: Constante de equilibrio (K) y constantes de velocidad de protonacion (ks3)

y deprotonacion (k4) para el enol del metil mandelato en agua

Tal cual lo esperado, el enol es una especie poco basica (pKa = 6.5) y la constante de
velocidad (bimolecular) de protonacion (k;) es del mismo orden de magnitud que la

1 s1). Luego,

constante de velocidad limitada por la difusién en agua (5 x10° M
asumiendo un comportamiento similar para Z y ZH" en acetonitrilo, es posible concluir

que:

k4_ P 1/TZH+ (IV'3)
ky[HA] » 1/1, (IV-4)

Como k4 es del orden de 500 s y 1/7,4,<< 5x10% s, la primera desigualdad se
satisface.

La ultima desigualdad debe ser cierta por las siguientes razones:

a) el acido sulfurico disocia en acetonitrilo con una constante de equilibrio asociada
del orden de 107 [54], de acuerdo a:

2H,80, =—= HS,0, + H

b) La concentracion (analitica) de HA en los experimentos mostrados en la Figura
IV-8 van desde 0.2 a 1 M, por lo que la concentracion de H' deberia ser
aproximadamente la mitad. Luego, aun a la menor concentraciéon de acido
estudiada (1% v/v): k3[HA] ~2 x 108 s™'; cerca de 3 érdenes de magnitud mayor
que 1/75.
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Del analisis anterior, puede afirmarse que el equilibrio entre Z y ZH' es “rapido”;
esto es, que la interconversién acido (ZH') / base (Z) ocurre mas rapido que los
decaimientos individuales (1/7) de las dos especies. En estas condiciones, los tiempos

caracteristicos del sistema se simplifican a:

A=l (IV-5)
A, = ky[H*] (IV-6)

Ademas, dado que k3[H*] >> 1/1,y, (luego: 2, > A,) la dependencia temporal de

la poblacion de Z y ZH" vienen dados por:
[Z2] = ¢y exp(—t/Tzp4) AV-7)
[ZH'] = c3lexp(— t/Tzu4)] (IV-8)

En base a este andlisis, lo observado en las Figura IV-7 puede ser racionalizado de

la siguiente manera:

a) Z no muestra un decaimiento rapido (segundo término de la ecuacion IV-1). Este
decaimiento ocurre en la escala de los pocos ns y no puede ser observado dentro de la
resolucion temporal del instrumental utilizado en los experimentos de LFF.

b) la formacién de ZH" a 420 nm no es observada a ninguna concentracion de HA
por la misma razén.

c) ambas especies decaen con un tiempo de vida comin (el de ZH").

Finalmente, es interesante notar que la absorciéon observada de Z (320 nm), a
cualquier concentracion de acido, es debida a una poblacion de Z que es “renovada” en
solucion por deprotonacion de ZH' y por lo tanto, muestra el mismo tiempo de
decaimiento. Mecanismos similares han sido utilizados para explicar la fluorescencia
“retardada” de compuestos carbonilicos y de fluoréforos en equilibrio rapido con

estados de transferencia de carga (exciplejos) en solventes no polares [54].
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IV-1.1.3.2.2 n-pentano

Los experimentos de LFF realizados para DBBF en pentano no mostraron absorcion
de especies transitorias en el rango de 300-600 nm. Cabe destacar que el estudio fue
realizado en la escala de 0-10 ps (y 0-2 ms); esto es, en las mismas condiciones que las
utilizadas en los experimentos en acetonitrilo. Recordando que la fotdlisis de DBBF en

pentano produce la B-lactamas (A) con un rendimiento del ~70%, puede concluirse que:

a) el intermediario para la formacion de A no absorbe en el rango de longitudes de
onda estudiado o alternativamente,
b) el intermediario se forma y desaparece en una escala de tiempo mucho menor (<

0,2 us) siendo indetectable por la técnica de LFF.

IV-1.1.3.3 Di-isopropilbenzoilformamida (DIBF)
IV-1.1.3.3.1 En Acetonitrilo

Experimentos similares a los descritos en la seccion anterior fueron realizados con la
DIBF a fin de caracterizar espectroscopicamente los intermediarios de fotorreaccion.

Se muestra en la Figura IV-10 el espectro de absorcion (extrapolado a tiempo cero)
de una solucién de DIBF en acetonitrilo excitada a 266 nm (Absppr*®: 0,8). El
experimento fue llevado a cabo en atmdsfera de argén. En la Figura IV-10, se observa
una absorcion importante a ~ 320 nm, la cual decae monoexponencialmente con un
tiempo de vida de ~80 ps. La especie observada no corresponde al triplete excitado de
la DIBF ni a una especie radicalaria, ya que no se observaron cambios en la forma de la
banda ni en su tiempo de decaimiento cuando el experimento fue repetido en presencia

de oxigeno.
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Figura IV-10: Espectro de absorcion del transitorio de DIBF en acetonitrilo a 25 °C a
1 pus luego del pulso del laser. /nserto: Evolucion temporal de la absorcion a 320 nm y
ajuste monoexponencial con un T~ 80 pPS. Aex: 266 nm. AbsDBBF266 0.8,

Desoxigenado por burbujeo con argén por 30 min

En la Figura IV-11, se comparan los espectros de especies transitorias obtenidos
para DIBF en acetonitrilo puro y en una solucion de acetonitrilo con 5% de acido
sulfurico. En presencia del acido se observa una nueva banda de absorcion centrada
alrededor de los 400 nm. Esta absorcion permanece constante en la escala de los 2 ms,
por lo que su tiempo de vida no pudo ser determinado (>> 5 ms). En el inserto de la
figura, se muestra la relacion entre los de AA medidos a 320 nm y 400 nm en funcion
del % de HA en la solucion, ambos extrapolados a tiempo cero. De la observacion de
dicha figura, puede concluirse que el agregado de acido produce la casi desaparicion de
la banda a 320 y el incremento de la banda a 420 nm, siendo el cambio muy importante

aun al 1% de acido.
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Figura IV-11: Espectro de especies transitorias de la DIBF en acetonitrilo (®) y en
acetonitrilo / 5% de H,SO4 ( A) obtenido por extrapolacion a tiempo = 0. Inserto: Perfil
de AA a 320 nm (e) y a 400 nm (©) en funcién de la concentracion de H,SO4 (% v/v),
extrapolados a t = 0 a 25 °C con Apggr: 0,8 ¥ Aexe: 266 nm. Desoxigenado por

burbujeo con Ar durante 30 min

Para la asignacién de las bandas observadas en la Figura TV-11 se procede a
compararlos con los espectros calculados tedricamente por Chesta y col. [30]. De
acuerdo a estos célculos, la especie Z de DIBF deberia mostrar una absorciéon débil
alrededor de 500 nm (f ~ 0.06) y otra diez veces mas intensa cerca de los 320 nm (f ~
0.7). Este espectro tedrico concuerda en gran medida obtenido experimentalmente para

la amida en acetonitrilo puro.

Para ZH" los calculos predicen una tinica absorcion importante a ~ 380 nm (f~ 0.2).
Coincidentemente, el espectro experimental obtenido para DIBF en medio acido
muestra un maximo alrededor de 400 nm. Luego, parece razonable asignar a los
espectros en la Figura IV-11, a las especies Z y ZH" de la DIBF (Figura IV-12),
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Figura IV-12: Estructura propuesta para el intermediario zwitterionico (Z) y zwitterion

protonado (ZH") de la a-oxoamida DIBF en acetonitrilo

El mecanismo de formacién de Z y zwitterion protonado ZH' de DIBF
probablemente pueda ser muy similar al propuesto para DBBF. La transicion n-n* de la
amida en acetonitrilo se modifica con el agregado de H,SO,, corriéndose a mayor
energia y perdiendo intensidad y estructura fina, como se muestra en la Figura IV-13.

Esta observacion es una clara evidencia de 1a protonacion de la DIBF en medio acido.

0,6
== DIBF en MeCN
) DIBF + 1% H,SO,
! —— DIBF + 3% H,SO,
\ - = DIBF + 5% H,;SO,
0,4 .
@ \
- !
< .
02 \_/ TTTTTTees
il 2

0,0 . A 2 Il a
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Figura IV-13: Espectro de absorcion de DIBF (2,6 x10™ M) en acetonitrilo y a

diferentes concentraciones de acido sulfurico: 0 %, 1 %, 3 %,y 5 % v/v

La cinética de desaparicion de Z y aparicion de ZH" en funcién de la concentracion

de acido también fue analizada. Los resultados se muestran en la Figura I'V-14,




RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

320 nm 400 nm
0.04 0,04
0,08 \.—(”) 0,03} m
g 0.02} £,02n
0,01} 0,01}
o'oo A S A 2 " o,oo a2 2 2 ™
0 2 4 6 8 10 ° 2 4 s 8 10
0,04 L 0.04 tius
0.03} ®) 0,03} (e)
0.02} 024
2 0,01} H.ML
0,00 0,00}
oz 4 & 8 10 o 2z 4 & 8 10
0.04 pe 0,04 Ll
0.03 (© 0,03} 0
0,02} $-02}
Su,m. AT
0,00} 0,00}
o2 4 6 8 10 o2 4 6 8 10
t/ps t/ps

Figura IV-14: Dependencia temporal de AA observada a 320 nm y 400 nm para una
muestra de DIBF en acetonitrilo en funcion de la concentracion de acido sulfurico: a; d)
sin 4cido, b; e) 1% v/ivy c; f) 5% v/v

Se puede observar en la Figura IV-14, los decaimientos a 320 nm y a 400 nm. En
acetonitrilo puro, la absorbancia de Z a 320 nm (a) decae con un tiempo de vida ~ 80
ps. A 400 nm (d), en el maximo de la absorcion de ZH", no se registra sefial alguna. El
decaimiento observado al 1% de acido muestra a 320 nm (b, extrapolada a tiempo cero)
una disminucién del orden ~90% en relacion a la observada en ausencia de acido (a). La
absorcion a 400 nm (e) muestra que la formacién de ZH' parece ser “instantinea”
dentro de Ia resolucion del instrumental utilizado. A la mayor concentracién de acido
estudiada (5%), la absorcion a 320 nm (c) decrece significativamente y persiste en toda
la ventana temporal mientras que la absorcion a 400 nm es intensa y no muestra

tampoco un crecimiento a tiempos cortos (f).
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De esta manera se puede concluir que para esta amida, las condiciones de equilibrio
rapido entre Z y ZH" se satisfacen mas facilmente que en el caso de la DBBF. La
similitud con lo analizado anteriormente, 7,4, también es del orden de los ms, por lo
que: k4 > 1/17y,. Por otro lado, el tiempo de vida de Z es mucho mas largo (~ 80 us)
por lo que la desigualdad: k;[HA] > 1/t;, se cumple estrictamente. Por lo cual el
analisis cinético realizado para DBBF también se cumple para DIBF, pudiendo

concluirse que existe un equilibrio “rapido” entre Z y ZH".

IV-1.1.3.3.2 En n-pentano

A diferencia de la DBBF, para el caso de la DIBF se observaron sefiales y pudo
determinarse un espectro de especies transitorias en n-pentano. Como se ilustra en la
Figura IV-15, DIBF presenta en el solvente no-polar una banda ancha centrada a ~310
nm. Si se compara la forma del espectro con lo observado para el zwitterion (Z) en
acetonitrilo (Figura IV-11), puede decirse que son similares, aunque su maximo se
encuentra corrido ligeramente a mayores energias. Si se observan las trazas el
decaimiento de la absorcion, se puede ver que las mismas muestran una cinética
compleja. A todas las longitudes de onda, el decaimiento debe ser ajustado con una
funcion biexponencial con un tiempo muy corto (~0.5 ps) y uno mas largo (13 ps). Sin
embargo, la componente rapida representan solo una pequefia fraccion de la absorcion
total (< 5%), como para ser tenida en cuenta. Es interesante notar que la absorcion
persiste a tiempos mayores a los 2 ms. Como se muestra en la Figura IV-15 el espectro
disminuye con el tiempo pero conserva la misma forma espectral.

Una comparacion entre los resultados experimentales y los célculos teodricos [30]
tanto del dirradical D como del zwitterion Z de la DIBF deberian mostrar absorciones
alrededor de los 320 nm, con fuerzas del oscilador de /'~ 0.4 y f~ 0.7, respectivamente.

Sin embargo, cuando el experimento fue repetido en presencia de oxigeno no se
observaron cambios en la cinética de decaimiento, permitiendo entonces descartar la

existencia del dirradical (o triplete) en la escala de tiempo estudiada.
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Figura IV-15: Espectro de absorcion resuelto en el tiempo del transitorio de DIBF en
n-pentano a 25°C, a: (m) lps, (®) 2us, (A) 3us, (V) 10 us y 30 (<€) ps, después del
pulso del laser. Inserto: Evolucion temporal de la absorbancia a 310 nm ajustada a una
funcién biexponencial con un 1;: 0,5 ps y un Ta: 13 Us. Aexe= 266nm. Apppo®™ 0,8.

Desoxigenado por burbujeo con argéon por 30 min

IV-1.1.4 Caracterizacion de especies transitorias — Estudios de Pump-Probe
IV-1.1.4.1 Probe UV-Visible

Debido a que en los andlisis de LFF inferimos la existencias de especies de corta
vida, se realizaron experiencias de pump-probe (UV-visible), tratando de analizar el
comportamiento fotofisico/fotoquimico de DBBF y DIBF en la escala de tiempo de los
ps. Detalles de estos experimentos y del instrumental utilizado se dieron en las
secciones Metodologia: Materiales y Métodos 111-1.2.1.2.2, respectivamente. Todos los
experimentos fueron realizados en acetonitrilo a temperatura ambiente.

En la Figura IV-16 se muestra el espectro de especies transitorias para DBBF luego
de la excitacion laser (350 nm). Como puede observarse, el espectro muestra una fuerte

absorcion a ~520 nm, la cual decae con un tiempo de vida de ~4 ps. También puede
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observarse una absorcion residual centrada alrededor de los 450 nm que perdura en la
escala de tiempo estudiada.

En principio, este espectro podria asignarse a una transicion S;->S; de la DBBF. De
acuerdo a lo discutido anteriormente, el diradical (D) de la DBBF solo tendria una
absorcién apreciable entre 310-350 nm (f total ~0.5); por lo tanto, dicha absorcion
ocurria fuera del rango espectral disponible. Como se muestra en la Figura IV-16, Z de
DBBF posee una banda débil alrededor de los 450 nm; sin embargo, este dato no es
suficiente para realizar una asignacion certera. Cabe notar que el decaimiento de la
especie transitoria ocurre en un tiempo menor a la de la relajacién del solvente (~6-10
ps), por lo que los corrimientos observados podrian corresponder al proceso de

“enfriamiento” del estado singlete excitado.

400 450 500 650 600
2./ nm

Figura IV-16: Espectro de especies transitorias observado para DBBF en acetonitrilo a
diferente tiempos después de la excitacion a 350 nm. /nserto: decaimiento de AA a 520
nm

Similares resultados fueron obtenidos para DIBF en acetonitrilo. En ese caso, el
maximo de absorcion se observa a 510 nm y decae con un tiempo de vida de ~7 ps. Al
igual que para DBBF, a tiempos largos, se observa una banda ancha entre 380-550 nm
que persiste mas alla de los 25 ps. Nuevamente, la banda de mayor intensidad podria ser

asignada al S; de la amida.
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Como se discutio anteriormente, el dirradical D de la DIBF daria lugar a transiciones
débiles centradas a 700 nm (f~ 0.03), 400 (f ~ 0.08), 360-400 nm (f ~ 0.07) y 320 nm (f
~ 0.4). Ninguna de estas transiciones ha sido claramente observada. Por otro lado, el
zwitterion Z mostraria una transicion débil alrededor de 500 nm (f~ 0.06) y otra a ~ 320
nm (f~ 0.7). Se puede concluir entonces, que si bien la absorcidn de larga vida podria

deberse a Z, los datos experimentales no son suficientes para realizar dicha asignacion.

IV-1.1.4.2 Pump-Probe IR

Dada la escasa informacion proporcionada por experimentos de pump-probe UV-
visible, se solicitd colaboracion al grupo del Dr. Dirk Schwarzer del Abteilung
Spektroskopie und Photochemische, Max-Planck Institut fur Biophysikalische Chemie,
(Alemania), para realizar estudios de estos sistemas usando la técnica de pump-probe
IR. Esta técnica es muy similar a la descrita en la seccion Metodologia: Materiales y
Métodos 11I-1.2.1.2.2, con excepcion de que el monitoreo (probe) se realiza con
radiacion infrarroja que cubre el rango espectral de los 3000-400 cm™'. Estudios de este
tipo proporcionan informacion sobre la aparicién/desaparicion de modos de
vibracionales del cromoforo y eventualmente, pueden mostrar la aparicién de nuevas
absorciones debidas a los fotoproductos. El instrumental utilizado permite investigar la
ventana temporal que va desde los pocos ps a los 20 ns; es decir, en una escala bastante
mas extendida a la explorada con la técnica de pump-probe UV-visible. Al igual que en
toda técnica espectroscopica, el solvente puede interferir si muestra una fuerte absorcion
en el rango de longitudes de onda de interés. Luego, con ¢l fin de hacer compatibles los
estudios de distribucion de fotoproductos y las experiencias de laser flash fotolisis,
descritos con anterioridad, se eligié como solventes de estudio CD;CN y n-pentano. A
diferencia del acetonitrilo, CD;CN tiene una ventana (alta transmitancia) entre los 1300-
1800 cm™, mientras que el n-pentano es transparente entre 1550-2200 cm™. Si bien
estas ventanas no son Optimas, permiten seguir la evolucidon de los grupos carbonilos,
los cuales se encuentran presentes tanto en las a-oxoamidas como sus fotoproductos
mas importantes. Asi, fue necesario estudiar previamente los espectros IR de amidas y
fotoproductos entre 1300-2200 cm™. Detalles de estos estudios se proporcionaron en la

seccidn Resultados y Discusion IV-1.1y IV-1.1.2.
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A continuacion se presentan y se discuten los resultados obtenidos.
VI-1.1.4.2.1 Fenilbenzoilformamida (PBF)

Tal cual lo presentado en la seccion Resultados y Discusion IV-.1.1.3.1, 1a PBF no
posee hidrogenos extraibles por lo que es no-reactiva. Se informé también en esa
seccion que esta amida no muestra especies transitorias en la escala del us, lo cual era
un resultado inesperado considerando el comportamiento observado para las isatinas.

En la Figura IV-17 se muestra el espectro de especies transitorias de la PBF en
acetonitrilo obtenido 6 ps después del pulso laser. Los cambios de AA negativos
corresponden al fotoblanqueo de la amida (despoblacion del estado fundamental). Puede
observarse que todos los modos vibracionales de la amida son afectados, en particular,
las absorciones a 1675 y 1694 cm™ que corresponden a los grupos carbonilos de la
amida. Los cambios positivos de AA se asignan a estados vibracionales “calientes” y

solo son observables en los primeros pocos ps del experimento [55].
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Figura IV-17: Panel superior: fotoblanqueo del espectro de absorcion de PBF

observado a 6 ps después del pulso laser en CD3CN. Panel inferior: espectro IR

(espectro estatico) de PBF en el mismo solvente.
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En la Figura IV-18, se muestra la evolucion en el tiempo de los AA medidos a 1694,
1528 y 1444 cm", todos modos vibracionales de la PBF, normalizados (normalizadas al
maximo). Como se puede observar, la sefial tiende a cero aproximadamente a los 50 ps.
Esto indica la total recuperacién del estado fundamental de la amida. Las tres curvas

pueden ser ajustadas a un decaimiento monoexponencial con un tiempo de vida de ~30

ps.
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Figura I'V-18: Evolucion temporal de las absorbancia de PBF medida a: 1694 (m), 1528

(A)y 1444 cm™' (e). Las sefales fueron normalizadas al maximo de amplitud

Estos resultados permiten explicar la ausencia de especies transitorias en la escala del
pus. El S; de la PBF es una especie de muy corta vida. Aparentemente S; decae
rapidamente al estado fundamental via un proceso no-radiativo que compite

favorablemente con la fluorescencia y el cruzamiento entre sistemas,

VIi-1.1.4.2.2 Di-isopropilbenzoilformamida (DIBF)

Las experiencias fueron realizadas para la DIBF en CD3;CN y n-pentano.
En la Figura IV-19, se muestra el espectro estatico de DIBF en n-pentano. Dada las
caracteristicas del solvente solo las absorciones de los grupos carbonilos pueden ser

observadas. Al igual que con la PBF, las bandas de absorcion de la DIBF se
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fotoblanquean tras la excitacion. Este fenomeno es maximo inmediatamente después del
pulso laser.

Op
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Figura IV-19: Espectro estatico de DIBF en n-pentano
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Figura IV-20: Espectro de especies transitorias de DIBF en n-pentano observado a

1500 ps después del pulso de excitacion. Inserto: perfil para la aparicion de cetenol a ~
2100 cm™

La Figura IV-20 muestra el espectro de especies transitorias obtenido para DIBF en
n-pentano a 1500 ps (1.5 ns) después del pulso laser.
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Este espectro posee varias peculiaridades a destacar:

a) El espectro no cambia en la escala de tiempo que va de los 20 -12000 ps (12 ns).

b) A diferencia de lo observado para PBF, la absorcion de los carbonilos de la amida
no se recuperan completamente. Esto demuestra el consumo del reactivo. Mas aun, el
fotoblanqueo de las bandas parece ser (inexplicablemente) asimétrica. Sugiriendo que
en esta zona ademas del fotoblanqueo de los carbonilos podrian estar apareciendo
nuevos productos en la misma zona.

¢) Junto al fotoblanqueo de los carbonilos de la amida (1642 y 1689 cm™), se observa
la aparicién de nuevas absorciones a ~1590, ~1630, ~1680 y ~2090 cm™. Estas
absorciones son “permanentes” para la escala de tiempo explorada (> 10 ns).

En la Figura IV-21, se muestran los espectros IR estaticos para los posibles
fotoproductos de la DIBF en diclorometano. Es importante notar que el espectro del
cetenol (C) fue calculado tedricamente por el grupo de colaboradores [30] y que su
absorcion a ~2100 cm™ fue confirmada en trabajos anteriores [55]. En la seccién
Resultados y Discusion 1V-1.1.2.2.2, se mostr6 que DIFB en n-pentano produce
mayoritariamente la oxazolidinona (O), trazas de la B-lactama (A) y productos de

eliminacion (C+I).
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Figura IV-21: Espectro de absorcion experimentales de los fotoproductos de la DIBF
en el rango de los 1400-2200 cm™: B-lactama (rojo), oxazolidinona (negro), imina

( ), cetenol (azul). Solvente: diclorometano
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Si se procede a la comparacion de los espectros mostrados en las Figuras IV-20 y

IV-21, pueden mencionarse las siguientes observaciones:

a) La clara formacion del cetenol (C). Este producto de eliminacion deberia estar
acompafiado por la apariciéon de la imina (I). Sin embargo, la imina muestra una débil
absorcion alrededor de los 1668 cm™, superponiendose con la de los carbonilos de la
amida motivo por el cual no pudieron ser observados en forma independiente. La seifial
de aparicién del cetenol (2100 cm™) en funcién del tiempo permite un ajuste de su
crecimiento mediante una funciéon monoexponencial obteniéndose un tiempo de vida de
~9 ps (Inserto Figura IV-20).

b) El fotoproducto principal (O), que absorbe a ~1700 cm™ no fue observado en la
escala de tiempo estudiada. Tampoco se observoé la lactama (A), aunque este compuesto
solo representa un producto minoritario.

¢) No fue posible hacer una asignacion de las nuevas absorciones a ~1590, ~1630 y
~1680 cm’. El origen de estas bandas es dificil de explicar. Puede descartarse
rotundamente que correspondan a estados vibracionales “calientes” ya que el espectro
fue registrado a un tiempo (1500 ps) donde ya ha ocurrido la relajacion térmica de todas
las especies y del medio (< 10 ps). Lamentablemente, la cinética de apariciéon /
desaparicion de las bandas entre 1590-1680 cm™ resulté ser muy compleja, lo que no
permitié que pudiera realizarse un analisis de las mismas, impidiendo identificar estas

absorciones.

La Figura I'V-22, muestra el espectro de especies transitorias obtenido para DIBF en
CD;CN después de 1500 ps de la excitacion. Las bandas pertenecientes a la amida son
indicadas con un asterisco. Nuevamente el espectro transitorio se define prontamente (<
50 ps) y se mantiene invariante mas alla de los 25 ns. Haciendo un andlisis comparativo
de las Figuras IV-21 y IV-22, puede concluirse que ninguno de los fotoproductos se
forma en la escala de tiempo estudiada (0-25 ns). Esto resulta muy interesante, ya que la
oxazolidinona (O), la que representa mas del 90 % de los productos, no es observada a

1700 y 1400 cm™, donde deberia mostrar absorciones importantes.
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Figura IV-22: Espectro de especies transitorias medido para DIBF en CD;CN 1500 ps
después del flash. Las absorciones indicadas con un asterisco pertenecen a la DIBF,

mientras que la indicadas con un signo de interrogacion pertenece al Z de la amida

En base a las observaciones realizadas en los espectros, puede concluirse que los
cambios positivos de AA observados tanto en CD;CN como en n-pentano, deben
pertenecer a un intermediario de reaccion de larga vida que da origen a la O y quizas
también, a los otros fotoproductos.

Asi, teniendo en cuenta los resultados de LFF (seccion Resultados y Discusién IV-
1.1.3.3) para DIBF en acetonitrilo y n-pentano que indicaban la presencia de Z en estos
medios en la escala de los us, se procedid mediante calculos tedricos a calcular el
espectro vibracional de Z en dicloromentano (un solvente de polaridad intermedia entre
los solventes estudiados). Los resultados se muestran en la Figura IV-23. Como puede
observarse, el Z de DIBF posee absorciones importantes alrededor de 1480, 1558, 1590
y 1635 cm™'; aproximadamente a las mismas frecuencias observadas en la Figura IV-

22. Luego, se concluye que las sefiales de AA positivas corresponden al espectro de Z.
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Figura IV-23: Espectro IR calculado para el Z de DIBF en diclorometano

Finalmente, se intent6 estudiar la cinética de formacion de Z y la repoblacion del
estado fundamental de la amida. Lamentablemente, el espectro de Z y DIBF se
superponen a todas las longitudes de onda, haciendo imposible separar las
contribuciones individuales de cada especie y dando lugar a perfiles cinéticos muy

complejos.

IV-1.1.4.2.3 Di-bencilbenzoilformamida (DBBF)

En la Figura IV-24 se muestra el espectro de especies transitorias para DBBF en n-
pentano, 1500 ps después del pulso ladser. Como puede observarse, el fotoblanqueo de
los carbonilos de la amida (1656 y 1685 cm™) es acompafiado por la aparicion de dos
nuevas absorciones a 1776 y 2093 cm™. Sin embargo, a diferencia de lo observado para
DIBF no se observan nuevas transiciones alrededor de 1550-1700 cm™. Esto indicaria
que el Z de DBBF no se forma en este solvente. Cabe recordar que los experimentos de
LFF para esta DBBF en n-pentano no muestran tampoco la formacion de una especie

transitoria en la escala de los ps, lo cual es consistente con lo aqui observado.
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Figura IV-24: Espectro de especies transitorias mediadas para DBBF en n-pentano
1500 ps después del pulso
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Figura IV-25: Espectro de absorcion experimentales de los fotoproductos de la DBBF

en el rango de los 1400-2200 cm™': B-lactama (rojo), oxazolidinona (negro), imina

( ), cetenol (azul). Solvente: diclorometano
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En la Figura IV-25, se muestran los espectros IR (estdticos) obtenidos para los
fotoproductos de la DBBF en diclorometano. La comparacion entre las Figuras IV-24 y
IV-25 permite concluir que los fotoproductos formados son la B-lactama (A) y el
cetenol (C). Este resultado esta en pleno acuerdo con la distribucion de fotoproductos
hallada para DBBF en este solvente (seccion Resultados y Discusion IV-1.1.2.2.1). Las
cinéticas de aparicion obtenidas para A y C son de primer orden y, dentro del error
experimental, los perfiles pueden ser ajustados a un crecimiento monoexponiencial con
un tiempo de vida de ~11 ps. Los carbonilos de la amida se recuperan (repueblan el
estado fundamental) en un tiempo muy corto, ~2 ps, lo que se halla en el limite de
deteccion del instrumental utilizado.

Finalmente, la Figura IV-26 muestra los resultados obtenidos en CD;CN al1500 ps
después de la excitacion. Como puede observarse, el unico producto detectable, y con
muy bajo rendimiento, es la B-lactama (A). Por comparacion con el espectro calculado
para el Z de DBBF, los restante AA positivos entre 1450-1600 cm’' son asignados a esta

especie ionica.
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Figura IV-26: Especies transitorias de DBBF observadas 1500 ps después del pulso
de excitacion. Solvente: CD;CN. Inserto: perfil para la aparicion de la B-lactama (A)
medida a ~1760 cm™
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Es interesante mencionar que los carbonilos de 1a DBBF se recuperan con un tiempo
de vida del orden de los ~8 ps, mientras que una muy pequefia fraccion de A aparece
con un tiempo de vida ~20 ps. Recordando que en este solvente DBBF produce
aproximadamente 70 % de A y 20 % O, se puede concluir que Z debe ser el

intermediario que produce O y también la mayor parte de la B-lactama (A).
IV-1.2 Resumen y Conclusiones

A partir de los estudios de efecto de solvente sobre la distribucion de fotoproductos,
las experiencias de LFF, pump-probe y el uso de los espectros obtenidos por calculos
tedricos, puede arribarse a interesantes conclusiones sobre la fotoquimica de las a-
oxoamidas estudiadas y sobre mecanismo de reaccion en general, las cuales se detallan

a continuacion.
IV-1.2.1 PBF

Esta amida no-reactiva muestra una cinética de decaimiento rapido; el estado singlete
tiene un tiempo de vida del orden de los 30 ps. Aparentemente, la PBF cuenta con un
proceso de desactivacidon no-radiativo que compite favorablemente con el cruzamiento
entre sistemas y la fluorescencia. Para esta amida no se observo emision por medidas
ultrarrapidas ni tampoco pudieron ser observadas especies transitorias en la escala del
us. Este mismo proceso no-radiativo deberia existir también para las oxoamidas
reactivas, lo que deja una angosta ventana de tiempo para que se produzca la

transferencia del H, etapa inicial de la fotoreaccion.
IV-1.2.2 DBBF

El analisis de los productos de fotdlisis para esta amida produce la -lactama (A)
como fotoproducto mayoritario en n-pentano y acetonitrilo. Sin embargo, en el solvente
polar la oxazolidinona (O) se forma con un rendimiento de aproximadamente el 20 %.

Los experimentos de LFF permitieron detectar el ZH' y Z de DBBF en acetonitrilo
en ausencia y en presencia de acido sulfurico, y poner cotas a sus tiempos de vida. La
asignacion de los espectros de ZH' y Z fue realizada por comparacién con los espectros

calculados tedricamente. El intermediario Z es mas reactivo que ZH'. Los estudios de
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pumb-probe UV-vis muestran la formacién de una especie de vida muy corta (~4 ps)
que no puede ser asignada a D o Z, por lo que se asume que corresponde al estado
singlete excitado (S;) de la amida. En el mismo solvente, la técnica de pumb-probe IR
muestra que el estado fundamental (S;) se repuebla con un tiempo de vida asociado de
~8 ps, lo que sugiere que S, podria estar formandose a partir de ambos S; y D. En el
mismo experimento se demostrd que una pequefia fraccion de la B-lactama (A) es
producida dentro de los primeros 20 ps. En esta misma ventana de tiempo se produce Z.
En base a estas observaciones puede concluirse que el D deberia ser el intermediario
comun para la formacién de ambas especies (A y Z). El espectro de Z se mantiene
invariante en la escala de los 25 ns, lo que esta en pleno acuerdo con los resultados de
LFF, donde se estimo6 un tiempo de vida para esta especie del orden de los 6 ps. En la
misma escala (25 ns) no se observa la formacién de A (producto mayoritario) ni de O,
implicando que ambos productos provienen del Z y se aparecen en una escala de tiempo
mucho mas larga (us). Es interesante notar que los resultados estan de acuerdo también
con el esquema de energia libre relativas calculado para los diversos intermediarios de
reaccion discutidos en la seccion Antecedentes 1-1.2, Esquema I-9. En acetonitrilo, una
vez formada D, este dirradical puede transformarse en A, C+I o Z. La formacioén de los
dos primeros productos poseen energias de activaciéon de ~5 kcal/mol; mientras que la
formacion de Z a partir de D es un proceso con una escasa barrera (~1 kcal/mol). Z, es
el intermediario mas estable y puede evolucionar para dar A o C+I, pasando por ETs de
similar energia (~11 kcal/mol); o la oxazolidinona (O) superando una barrera de casi 20
kcal/mol. Aunque el solvente (acetonitrilo) es un pobre aceptor de H', su gran
concentracion en solucion (~12 M) podria estar catalizando las diferentes etapas para la
transformacion Z-> Oxe > O. Trazas de agua en el medio podrian producir un efecto
similar.

La fotoquimica de DBBF en n-pentano es diferente a la observada en el solvente
polar, aunque la fB-lactama sigue siendo el fotoproducto mayoritario. Ambas técnicas
resueltas en el tiempo (LFF y Pump-Probe) indican que el Z de DBBF no se forma en n-
pentano. Mas aun, la B-lactama (A) y los productos de eliminacion (C), son producidos
en la escala de los ps (20 ps) sugiriendo fuertemente que provienen directamente de D.

Asimismo, la ausencia de O como fotoproducto es clave. Si bien el esquema de energias
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mostrado en el Esquema I-9 no fue calculado para este solvente, es razonable suponer
que un medio no-polar disminuya (o invierta) la diferencia de energia entre D y la
especia cargada Z. Esto desfavoreceria la formacion de Z, dejando habilitadas
unicamente las otras (dos) vias de reaccion de D; es decir, la formacion de A y los

productos de eliminacion.

1V-1.2.3 DIBF

La principal caracteristica de esta amida es que produce mayoritariamente la
oxazolidinona (O) en ambos medios. Los experimentos de LFF y Pump-Probe muestran
(en ambos solventes) la formacion del intermediario Z. En los experimentos de Pump-
Probe Z sobrevive en la escala de los 25 ns. Este resultado es consistente con lo
encontrado por LFF, donde se observa que Z vive > 50 ps.

En el solvente polar, acetonitrilo, aparentemente el dirradical (D) se transforma
rapidamente en Z, para dar mayoritariamente O, y en menor escala, en A y C+L
Mientras que en n-pentano se observa una pequefia fraccion del cetenol (C) que aparece
a los pocos ps después de la excitacion (< 20 ps).

Nuevamente, estos resultados pueden interpretarse a partir de los mecanismos
propuestos y del esquema de energia libre relativa obtenidos por calculos para los
intermediarios del fotoproceso. Para la DIBF, D no es una especie estable y rapidamente
decaeria para formar A, C+1 y Z. Como se discuti6 en la seccion Antecedentes I-1.2, la
posibilidad de que D alcance la geometria de los ETs para dar lugar a la formacion de
A, los productos de eliminacion o Z, dependera de la geometria instantanea del
dirradical “recién nacido” y de su dindmica nuclear. Claramente, puede considerarse
que Z es el intermediario de menor energia en un solvente polar como acetonitrilo y a
partir de su formacién se generan los tres tipos de fotoproductos observados en este
solvente. Para ello, se requiere asumir que el solvente se comporta como un modesto
aceptor de H', facilitando el proceso Z->O. El hecho de que O siga siendo el
fotoproducto mayoritario en n-pentano indica que Z sigue siendo el intermediario mas
estable en este medio. La desestabilizacion de Z en el medio no-polar se pone en
evidencia con la aparicion de C en la escala de los ps, pero esta desestabilizacion no

parece ser determinante como para cambiar el mecanismo global de la fotoreaccion.



Efectos electrostaticos sobre la
fotoreactividad de las a-Oxoamida
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IV-2 RESULTADOS Y DISCUSION
IV-2.1 a-oxoamida: 1-aza-18-corona-benzoilformamida (ACBF)

Como se discutid en la seccion Antecedentes, el mecanismo de fotorreaccion de las
a-oxoamidas fue evolucionando durante mas de tres décadas para proveer interpretacion
a nuevas (y variadas) observaciones experimentales. Por ejemplo, para explicar que la
reaccion ocurriera exclusivamente desde el singlete excitado de las amidas, Whitten y
col. [12] propusieron que tras la excitacion de las a-oxoamidas el intermediario
dirradicalario (D) podria formarse a través de dos mecanismos: a) por simple
abstraccion de un H en un proceso similar a la reaccion Norrish Tipo II o, b) via un
proceso en dos etapas: una transferencia de electrones fotoinducida (eT) para formar la
especie zwitterionica (Z;) seguida de una transferencia de un H' para generar el D. El
segundo mecanismo involucra la transferencia de un electron, por lo que el proceso
deberia ser afectado (retardado o acelerado) introduciendo en el sistema interacciones
electrostaticas.

Se describe en esta seccion el estudio de la fotofisica/fotoquimica de la 1-aza-18-
corona-6-benzoilformamida (ACBF), amida que incluye en su estructura un éter corona
capaz de acomplejar iones metalicos. Nuestra hipotesis de trabajo asume que de ser el
segundo mecanismo (b) operativo, la estabilidad y cinética de formacion de Z, deberia
cambiar significativamente por complejacion, afectando directamente la fotoquimica de

la amida ciclica.

IV-2.1.1 Sintesis de ACBF

Esta amida fue sintetizada a partir del acido benzoilférmica y 1-aza-18-corona-6,
usando una metodologia similar a la descrita previamente informada en el apartado
Resultados y Discusion IV-1.1.1.2 Cabe aclarar que para la obtencion de ACBF se
utilizé un equivalente de la amina ciclica (0,75 gr; 2,85 mmol) y un equivalente de
triisopropilamina (TIPA) como base no nucleofilica. La amida obtenida fue purificada
por cromatografia en columna empleando silica como soporte y acetato de etilo/metanol
10:1 v/v como eluyente.

Se detalla a continuacion la caracterizacion espectroscopica de ACBF por diferentes

técnicas.
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— [-aza-18-corona-6-benzoilformamida (ACBF)
o (—0 o—> Rendimiento 20%. Aceite ligeramente amarillo.
m&0u05 RMN 'H (CDCL): &/ ppm a 3.65’(1.n, 24 H, -CH,-
del éter corona), 7.4 (s, 3H, aromatico, J= 7.8 Hz),
1-aza-18-corona-6-benzoilformamida 7.65 (m, 1H, aromatico, J= 7.8, 1.28, 0.6, 2.02 Hz),
—— 7.9 (d. 1H. aromtico. J=2.02. 0.6. 1.28)
RMN BC (CDCL): 8/ ppm a 48.6, 69.7, 71,3 (-CH,-, alifaticos, éter corona); 129,
130.6, 133.6 y 134.9 (C=C, aromaticos) y a 168 y 191.7 (C=0).
Masa calculada para CyHoNO7: 395 (m/z, %) a 395 [M+] y 290, 262, 105, 77.
Infrarrojo: (C=O) N, 1635 cm’.
UV-Visible (MeCN): € 750 um = 14800 % 160 y € 350 um = 220 + 10 cm™ M.
TLC, R¢(ACBF): 0,7 soporte: silica gel y eluyente: metanol/acetato de etilo 1:10 v/v.

IV-2.1.2 Fotoproductos de ACBF

Para la obtencion de los fotoproductos de la ACBF, se fotolizaron 500 ml de una
solucién 5,06 x 10° M (1 gr) de ACBF en acetonitrilo en un reactor circular con 3
lamparas a A > 300 nm (con agitacion mecanica permanente) por 24 hs. La solucién de
la amida fue desoxigenada previamente por burbujeo con nitrogeno por 30 min. El
progreso de fotolisis fue seguido monitoreando la desaparicion de la banda de absorcion
de la amida a 350 nm, ya que los fotoproductos no absorben a esta longitud de onda.

La Figura IV-27 corresponde a una cromatografia en capa fina (TLC) con la mejor
separacion obtenida para los fotoproductos de ACBF (soporte: alimina neutra,;
eluyente: acetato de etilo/metanol 80/20 v/v). Como puede observarse, se observan al
menos cuatro fotoproductos con tiempos de retencion (Rf): 1: 0,83; 2: 0,7; 3: 0,5 y 4:
0,17, respectivamente. Se intentaron diferentes estrategias para tratar de lograr mejores
condiciones de separacion. Para lo que se utilizaron mezclas de diversos solventes,
distintos soportes (silica, alumina bdasica, etc.), no obteniéndose mejoras sustanciales.
De los cuatro fotoproductos solo pudieron aislarse la oxazolidinona (O) y la 3-lactama
(A). Se detalla a continuacion la caracterizacion espectroscopica de los productos de la

ACBEF por diferentes técnicas.
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Figura IV-27: TLC de fotoproductos de ACBF
en soporte de alimina neutra, eluyente: acetato
de etilo/metanol 80/20 v/v revelado en atmdsfera
de iodo. Ry: 1: 0,83;2:0,7;3: 0,5y 4: 0,17

Oxazolidinona (O) de ACBF

I\
o
0‘(_ O_O> Aceite amarillo.
N
m\/ouoj RMN 'H (CDCL): 8/ ppm a 3.32-3.88 (m, 22 H, -

CH,- del éter corona), 5.07 (s, 1H, C5) 5.27 y 5.20
Oxazolidinona (O) de ACBF (doblete de tripletes que suman ~1H, C2) para cis- y
trans-O, respectivamente, y 7.2 (m, 5 H, aromatico).
Infrarrojo: (C=O) N, 1637 cm™.
Masa calculada para C0HyoO7N: 395 (m/z, %): 395 [M+], 149, 133, 105, 70 y 45.
UV-Visible (metanol) Apex~259 nm.

oH —& o f-lactama (4) de ACBF
@ﬂ _(} Aceite amarillo.
N
SN O\__/OJ RMN 'H (CDCls): 8/ ppm 3.32-3.71 (m, 22 H, -CH,-
del éter corona), 3.92-3.98 (doblete de tripletes que

B-lactama de ACBF
suman ~1H, C4) para trans- y cis- A, respectivamente,

y 7.2 (m, 5 H, aromatico).

Infrarrojo: (C=O) N, 1640 cm’".

Masa calculada para CyoH9O7N: 395 (m/z, %): 395 [M+], 118,90 y 45.
UV-Visible (metanol) Aysx~261 nm.
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IV-2.1.3 Caracterizacion espectroscopica de ACBF

La ACBEF sintetizada fue estudiada inicialmente por espectroscopia de absorciéon. En
la Figura IV-28 y IV-29 pueden observarse los espectros de la 1-aza-18-corona-6-
benzoilformamida (ACBF) en acetonitrilo a 25 °C. El primero de ellos muestra el
espectro completo y el segundo una escala ampliada de la banda a menor energia. En el
inserto de ambas figuras se muestran los respectivos graficos de Lambert-Beer [56]
construidos para la determinacion de los coeficientes de absorcion molar (g) a 250 nm y
350 nm. El €50 es del orden de los 14800 + 200 cm™ M y se corresponde con lo
reportado para a una transicion n-nt* y el €350 es del orden de 220 + 10 cm™ M y esta
dentro de los valores encontrados para transiciones n-n* [57,58]. Se realizaron también
experimentos de emisiéon para ACBF. Pudo observarse la existencia de una muy débil
fluorescencia entre 400-600 nm, indistinguible del ruido experimental. Esto permite
acotar el rendimiento cuantico de fluorescencia de esta amida a un valor < 1x10°®,

Resultados similares ya habian sido reportados para otras a-oxoamidas [12].

1,0

1,4
1.2} T-T
1,04
08
0,6
0,4

! 0,0 : -

Abs

2 4 6 8
[ACBF]/x10°M

Abs

0,0

260 300 360 400
A /nm

Figura IV-28: Espectro de absorcion de ACBF a 7 x 10° M. Inserto: Grafico de
Lambert-Beer para ACBF en acetonitrilo a 250 nm en acetonitrilo con celda de paso
optico de 1 cm a 25 °C. [ACBF]= 8 x10°-8 x10° M



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

0,5
0.12 i n_n*
o010}
04}
0,08}
»n
03 < oos}
. (A4 o o4l
§ 0,04
0,02}
02} . 835 =220 cmr! M
0 1 2 3 4 5
{ACBF}/x 104 M
0,1 g
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Figura IV-29: Espectro de absorciéon de ACBF a 4 x 10* M en acetonitrilo a 25 °C.
Inserto: Grafico de Lambert-Beer para ACBF en acetonitrilo a 350 nm en acetonitrilo
con celda de paso 6ptico de 1 cm a 25 °C. [ACBF]=1x10*-5x10* M

En las Figuras IV-30 y IV-31 se muestran los cromatogramas (HPLC) de ACBF sin
fotolizar en acetonitrilo y ACBF fotolizada al 100 % (completa desaparicion de la banda
de 350 nm) en el mismo solvente. Como se observa en la Figura IV-30 la amida sin
fotolizar muestra un solo pico a ~18,9 min. Tras la fotdlisis de la amida se detectan
claramente al menos tres nuevos fotoproductos con tiempos de retenciéon de 14,58;
15,29 y 16,36 min. Los espectros de absorcion de todos los picos muestran maximos
~257-260 nm, tipico de transiciones n-n* aromaticas. Los picos numerados como 1y 2
pertenecen a los diasteroisomeros (cis y trans) de la B-lactama de ACBF. El pico 3
pertenece a los diasteroisomeros de la oxazolidinona (O) los cuales no se separan en las
condiciones cromatograficas utilizadas. La asignacion fue realizada por co-inyeccion de
los fotoproductos (previamente aislados) y la muestra fotolizada. Usando el método de
adicion estandar y considerando la completa desaparicion de la ACBF, fue posible
estimar rendimientos de A y O del ~38 y ~57 %, respectivamente, Esquema IV-10.
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Figura IV-30: Cromatograma de ACBF sin fotolizar, tr: 18,9 min. La deteccién se

realiz6 a 220 nm, con fase moévil MeHO/H,O 50:50 v/v, en fase reversa a 25 °C

160 } 3 tg/ min
1 14,58
2 15.29
. 3 16,36
> 120 6
g
3
:E 80 ~
= 2
S
=
= 40 1
0 =
L 1 - '] N
0 5 10 15 20 25
Tiempo / min.

Figura IV-31: Cromatograma de ACBF fotolizada en acetonitrilo al ~100%. tz: 14,58

(1); 15,29 (2) y 16,36 (3) min. La deteccion se realizé a 220 nm. Fase movil
MeHO/H,0 50:50 v/v, en fase reversa a 25 °C
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©)\V( Lo oJACM mg/o O j \’CLP‘) Productos

ACBF 0 (57%) A(38%)

Esquema IV-10: Distribucion de fotoproductos de ACBF en acetonitrilo

IV-2.1.4 Caracterizacién de ACBF y ACBF-Me™
IV-2.1.4.1 Complejacion de ACBF con metales mono y divalentes

Los éteres de corona son macrociclos constituidos por varias unidades de 6xido de
etileno (-CH,CH,O-) [59]. Una de las propiedades mas importante de estos éteres es la
habilidad de acomplejar metales y especies organicas neutras o ionicas, propiedad por la
cual han sido objeto de numerosos estudios {60]. Dependiendo del tamafio y denticidad
(cantidad de atomos de oxigeno que forman la corona), el éter puede tener mayor o
menor afinidad por una determinada especie o cation. La polaridad del medio puede
también influir en la capacidad de unién [61].

En las Figura IV-32 y IV-33 se muestran los espectros de absorcion de ACBF en
acetonitrilo a 25 °C en ausencia y presencia de cationes metalicos (Me™) monovalentes
y divalentes, respectivamente. Para realizar estos estudios, se prepararon soluciones de
ACBF de diferentes concentraciones de manera tal de poder seguir los cambios en las
transiciones -t (ACBF ~6,67x 10° M) y n-t_ (ACBF ~5x10™ M). Las sales utilizadas
fueron los percloratos de Li*, Na* Mg, Ca*? y Ba*2, a una concentracion de 2 x10% M.
Por problemas de solubilidad, la concentraciéon de los percloratos de K™ y Cs* se
hicieron 1,3 x 102 M.
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1,0

e A CRF
s ACBF + L{”
s ACBF + Na
—— ACBF+K’
—— ACBF +Cy

0,8

0,6}
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04}

0,2k

0,0
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Figura IV-32: Espectros de absorcion de ACBF en acetonitrilo, en ausencia y presencia
de iones: Li*, Na*, K* y Cs*, observando las transiciones n- &’ (250 nm) y n-r’ (350 nm)
inserto. [ACBF]= 6,67 x10° M (250 nm) y 5 x10* M (350 nm), [Me™]=2 x10 M para
Li*yNa"y1,3x10?MparaK"yCs"a 25°C

1,0

swemmss ACBF

——— ACBF +Mg"
0,8 H = ACBF +Ca"™

- ACBF + Ba"

0,2

0,0 - =
250 300 350 400

Figura IV-33: Espectros de absorcion de ACBF en acetonitrilo, en ausencia y presencia

de iones: Mg*?, Ca™ y Ba*™, observando las transiciones n- 7* (250 nm) y n-n* (350
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nm) inserto. [ACBF]= 6,67 x10° M (250 nm) y 5 x10™ M (350 nm), [Me™] =2 x102M
a25°C

Como puede concluirse de las figuras anteriores, en presencia de los metales el
espectro muestra un ligero incremento de la absorcidn (efecto hipercromico) a todas las
longitudes de onda. Se observa también un corrimiento batocromico (a menor energia)
para la transicion n-m, mientras que la transicion n-t muestra el efecto contrario
(corrimiento hipsocromico). Claramente, el mayor efecto es producido por los iones
Ca*™ y Ba™. Los cambios observados son atribuidos a la formacion de complejos entre
la ACBF y los cationes metalicos. Aparentemente, la presencia de los metales afecta los
niveles energéticos de los orbitales moleculares (MO) de la a-oxoamida, produciendo
los corrimientos observados de las bandas absorcion y cambios en las probabilidades de
transicion (f).

En el proceso de complejacion de la ACBF, los electrones de no-union del N (que
forman parte del éter corona) deberian interaccionar con los metales afectando la
capacidad reductora del grupo amida. A fin de probar esta hipdtesis se realizaron
experimentos de voltametria ciclica (VC) para la DIBF. Los resultados se muestran en
la Figura IV-34. Cabe acotar que el experimento no puede realizarse directamente con
ACBF ya que esta técnica electroquimica requiere el uso de un electrolito soporte
(tipicamente: NaClO;, BuyNClOs, etc) capaz de interaccionar con el éter ciclico de la
amida. De todas maneras, como puede concluirse de la Figura IV-34, los experimentos
no proporcionan informacion decisiva. La DIBF se oxida a potenciales similares a los
observados para la descarga del solvente (acetonitrilo). ACBF deberia mostrar un
comportamiento similar a DIBF y tras complejacion, su potencial de oxidacion correrse
a valores aun mas anodicos, potencial imposible de medir en el solvente de interés. De
todas maneras, la dificil oxidacion observada para la DIBF explica el pobre cambio
observado en los espectros de absorcion de ACBF tras complejacion. Aparentemente, el
par de electrones de no-unién del N se hallan comprometidos en el enlace amida y
participan escasamente en el proceso de quelacion de los metales. Los resultados
indican claramente que los Unicos cationes que son capaces de producir una

perturbacion importante del croméforo son Ca** y Ba™.
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Figura IV-34: Voltagrama ciclico (CV) para DIBF en acetonitrilo, negro: reduccién de
la DIBF, gris: ventana electroquimica del solvente, MeCN,; : oxidacion de la DIBF.
Electrolito soporte : NaClO,; 1x10° M

IV-2.1.4.1.1 Determinacion de la constante de complejacion de ACBF-iones

metalicos por espectroscopia de absorcion

Se conoce que la unidn entre los iones de metales alcalinos con los éteres corona se
dan por interacciones del tipo no enlazantes [62,63,64,65]. La capacidad de unién
depende del tamaiio de la cavidad de la corona del éter corona, del tamafio del cation y
de la relacion radio/carga del mismo [66,67,68]. Las propiedades del solvente también
pueden jugar un rol fundamental en la complejacion. El proceso de complejacion entre
un i6n metalico (Me ™) y el éter 18-corona-6 en solucién se ilustra en la Figura IV-35.
A fines de simplificar el concepto, el proceso se representa en dos dimensiones, en
ausencia de solvente, omitiéndose los arreglos conformacionales del éter y la esfera de

solvatacion del cation.
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Figura IV-35: Representaciéon esquematica simplificada para la formacién del

complejo entre 18-corona-6 y un ion metalico (Me ™)

Se conoce que el didmetro de la cavidad del 18-corona-6 se encuentra entre 2,6-3,2 A
[69], permitiendo de esta manera formar complejos con iones cuyos radios iOnicos se
encuentren dentro de este rango. Este éter corona ha sido extensamente estudiado y
estructuralmente solo difiere del anillo de la ACBF en que un N sustituye a un O. Esta
similitud estructural resulta de interés para comparacion.

Generalmente la formacion del complejo es detectada por cambios en alguna
propiedad del sistema. Existen diversos métodos para estudiar la interaccion éter
corona/cation y calcular el valor de la constante de complejacion; entre ellos:
calorimetria [70], conductimetria [71], potenciometria [72], RMN [73], espectroscopia
de masa [74], HPLC [75] y espectroscopias de absorcion o fluorescencia [76].

La selectividad de un ligando por un i6n metalico se ve reflejado en el valor de su
constante de asociacidon o complejacion (K) [77].

En esta Tesis, el proceso de complejacion se estudié siguiendo los cambios en el
espectro de absorcion de ACBF en funcion de la concentracion de las sales de los iones
metalicos. Las constantes de formacion de los complejos (Ky) v los coeficientes de
absorcion molar de los mismos fueron estimados empleando el método desarrollado por
Benesi-Hildebrand [78,79,80] como se explica a continuacion.

Si se supone una estequiometria 1:1 para el complejo (ML) y que la relacion de
coeficientes de actividad es ~1 (soluciones muy diluidas) la formacion del complejo
entre un i6n metalico (M) con un ligando (L) para formar el ML se puede definir

mediante el siguiente equilibrio:

M+L = ML (IV-9)
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Donde se han omitido las cargas de los iones por simplicidad. La constante de

formacion del complejo se puede escribir como:

_ My
ML ML) V-19

El balance de masa para [L] y [M] vienen dados por:
C. = [L] + [ML] y Cym=[M]+[ML] (IV-11)

Donde:
« Cwmy Crepresentan las concentraciones analiticas de M y L, respectivamente.
Reemplazando las ecuaciones IV-11 en la ecuacién IV-10 obtenemos:
[ML]

K, = (Cm—[ML]) (CL-[ML)) (IV-12)

Reordenando la ecuacion IV=12 se obtiene:

Cm Kmp (CL—[ML]) +1
= IV-13
ML~ Kw (Co- [MLD (V-13)
Empleando las igualdades de la ecuacién IV-11 y reordenando obtenemos:
[ML] _  Kmy[L]
Cm - KmL [L]+1 (IV-14)

Si consideramos que el complejo ML y L son las especies que absorben y que el M
no acomplejado no absorbe a la longitud de onda seleccionada para el estudio, es

posible expresar la absorcion (A) a la lambda de estudio por:

A = gy b[ML] + g.b[L] (IV-15)
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Donde:

b es el paso optico de la celda.

Teniendo en cuenta el balance de masa para el ligando (IV-11), despejando [L] y

reemplazando en la ecuacion IV-15, se obtiene:

A = ey b [ML] + g, b(CL— [ML]) (IV-16)

Cuando la concentracion de M es cero, [ML] = 0 y la absorbancia A= se calcula
mediante:
AM=0 = £ b CL (IV-I7)

Si se sustituye esta expresion en la ecuacion IV-<16 y se reacomodan los términos se

obtiene la siguiente expresion:

A=A =Ay-o = ey, b [ML] = g, b [ML] = Aeb [ML] (IV-18)

Donde:
AA es la diferencia en absorbancia con y sin el agregado de M

At es la diferencia en los coeficientes de absorcion molares de ML y L.

Si reemplazamos la ecuacion IV-18 en la ecuacion IV-14 y reordenamos los

términos, se obtiene:

% _ AeKMp Cm CL
b 1+ KmL Cm

(IV-19)

Esta ecuacion permite calcular la constante de formacion del complejo y el Ag, a
través de medidas espectroscopicas en funcién de las concentraciones de i6n metalico,
Cywm. Para obtener dichos parametros, se realiza un ajuste de los datos experimentales a la

ecuacion IV-19 mediante una técnica de regresion no-lineal.
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La complejacién entre ACBF (L) y los iones alcalinos y alcalinos térreos (M) fue
estudiada siguiendo los cambios espectrales de la amida a 350 nm. Los resultados
experimentales fueron ajustados con la ecuacion IV-19 dejando la constante de
complejacion Kyg y el Ag (diferencia entre los coeficientes de absorcion molares del
complejo ML y L) como parametros de ajustes. El coeficiente de absorcién molar del
complejo se determina mediante la siguiente relacion: g, = € s Ag, donde g, es 220

' M!' a 350 nm. Para los experimentos se¢ emplearon soluciones de

+ 10 cm’
absorbancias iniciales de ACBF (L) ~1, lo cual corresponde a una concentracion de
ACBEF (Cyp)igual 24,5 10° M.

Se muestran en las Figuras IV-36, IV-37 y IV-38 los resultados obtenidos para Na",
Ca” y Ba™. Como puede concluirse de la Figura IV-36 el ajuste de los AA
experimentales a la ecuacion [V-19 es aceptable. Similares resultados fueron obtenidos
para Li*, K" y Cs*. Los correspondientes valores de Kyg y Ae se resumen en la Tabla
IV-1. En la misma tabla (liitima columna) se informan los valores de &, calculados a
partir de los espectros en la Figuras IV-32 y IV-33. Para dicho célculo se asumié que a
la concentracion de sal utilizada (0,02 M) la ACBF se encuentra completamente
acomplejada; y que por lo tanto, la concentracion del ML es igual alade L (5 x10™ M).
Notar que, dentro del error experimental, los valores de Ae calculados a partir de ambos
métodos son similares.

En contraste a lo observado para los metales monovalentes, el ajuste de los datos
experimentales obtenidos para Ca*? es muy pobre; Figura IV-37. La curva exhibe un
rapido crecimiento a bajas concentraciones, pero no liega al amesetamiento esperado a
altas concentraciones del i6n. Resultados similares fueron encontrados para Mg*>. En el
caso de Ba", los datos simplemente no pueden ser ajustados a la ecuacion 1V-19;
Figura IV-38. Este comportamiento es atribuido a que los cationes divalentes se
disuelven en acetonitrilo formando multiple especies idnicas (en equilibrio) capaces de
mteraccionar con la ACBF; mientras que el modelo de Benesi-Hildebrand asume que la

complejacion ocurre con una unica especie del metal.
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Figura IV-36: Determinacion de la constante de complejacion del complejo ACBF-Na*
en acetonitrilo a 25 °C, observando los cambios de absorcion de la amida a 350 nm.
[ACBF]= 4,5 x10” M. Obtenida por el modelo de Benesi-Hildebrand
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Figura IV-37: Determinacion de la constante de complejacion (Kyg ) de ACBF — Ca*?,
en acetonitrilo a 25 °C, observando los cambios de absorcion de la amida a 350 nm.
[ACBF]= 4,5 x10° M. Obtenida por el modelo de Benesi-Hildebrand
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Figura I'V-38: Cambios en la absorcion de ACBF-Ba™ a 350 nm (AA) en funci6n de la
concentracién de perclorato de Ba™ en acetonitrilo a 25 °C Ags: 350 nm. [ACBF]= 4,5
x10° M

Tabla IV-1: Pardmetros de unién entre ACBF: i6n metalico en acetonitrilo a 25 °C a
350 nm, obtenidos a partir de los datos experimentales y el modelo de Benesi-
Hildebrand

Ae® e
ACBF-Me™ K Log K (em™ M) (em™ M)
(25°C) (ACBF-Me*™) a 350 nm a 350 nm
Li' 1800 + 300 3.3 9(9) 220
Na' 2600 + 100 3.4 7(14) 229
K" 590 + 80 2.8 16 (8) 234
Cs' 210+ 20 2.3 8 (8) 226
Mg™ - - (10) 228
Ca™” - - (38) 258
Ba™ - - (47) 267

(a) Los valores entre paréntesis fueron calculados a partir de los espectros mostrados en las Figuras

IV-32 y IV-33

(b) Valores obtenidos de €y a partir de los espectros mostrados en las Figuras IV-32 y IV-33
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Al respecto, Eberspiachery col. [81] publicaron detallados estudios sobre el
comportamiento de percloratos de cationes monovalentes y divalentes en acetonitrilo.
De acuerdo a estos autores, los percloratos de Li y Na se disuelven formando iones
libres auin a concentraciones > 0,1 M. Por ejemplo, a una concentracion de perclorato de
Na 0,01 M (méxima concentracion de esta sal usada en nuestros estudios) la fraccion de
iones Na" libre es ~0,92. El resto de los iones Na* (0,08) se encuentran formando pares
iénicos de contacto [Na'ClO4] (CIP) o pares idnicos separados por solvente (SIP). En
contraste, para los percloratos de Mg, Ca y Ba existen otras especies ionicas presentes
en solucion, pudiendo estas sales formar: M™ libre, pares i6nicos de contacto [M™CIO4
] (CIP), pares i6nicos separados por solvente (SIP), iones triples cargados: [M*2...C1O4
.M*?] (T.) e iones triples neutros: [C1O;..M*%...Cl057] (T,) [81,82]. Necesariamente, la
distribucion de estas especies depende de la concentracion de la sal. Por ejemplo, a una
concentracion de perclorato de Ca 0,01 M, las fracciones molares de las distintas
especies son: Ca** 0,02; CIP: 0,36; SIP: 0,36; Ty: 0,13 y To: 0,03. Todas estas especies
son capaces de interaccionar con el heterociclo de la amida, formando complejos de
distinta estabilidad y pudiendo perturbar electrostdticamente al croméforo también en
forma distinta. Este hecho complica considerablemente el analisis de los datos
experimentales obtenidos para los iones divalentes, haciendo imposible calcular valores
confiables para Kyg y Ae.

Valores de logKwi para la complejacion de éteres corona similares han sido
reportados en la literatura. Diversos autores estudiaron la complejacion del benzo-18-
corona-6 en acetonitrilo con Na', K™y Cs*. Los valores de logKyg informados son 4,16
[60a), 4,76 y 3,97, respectivamente [75]. Para el mismo heterociclo, el valor de logKy,
medido para el complejo con Li* en soluciones acuosas es del orden de 3 [83]. Por otro
lado, Amini, y col. [73] estudiaron la complejacion del benzo-18-corona-6 con metales
divalentes en acetonitrilo usando la técnica de 'H RMN, reportando valores de logKy
para Mg 2,77, Ca*™: 3,36 y Ba™ >5. Luego, podemos concluir que el orden de
estabilidad de los complejos ACBF-Me" es: Na* > Li * > K" > Cs™. Si bien las Kyq_ para
Mg, Ca™ y Ba™ no pudieron calcularse es posible afirmar que el proceso de

complejacion ciertamente ocurre.
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1V-2.1.4.1.2 Rendimiento cuintico de fotoreaccion de la ACBF en presencia de

iones mono y divalentes

En esta seccién analizamos el efecto de complejacion de la ACBF sobre el
rendimiento cuantico de fotorreaccion (¢) de la amida. A tal fin, suponemos el siguiente

mecanismo simplificado:

K i» K*

* k1

K~ —— Productos
K* _ﬁ. K

Donde:
I, representa la velocidad de absorcion de fotones por unidad de tiempo.
k; es la constante de velocidad para la formacion de productos.

k, la contante asociada a la desactivacion del estado excitado de la amida (K*).

Asumiendo que la I, es constante durante todo el experimento, es posible predecir

que la ACBF desaparecera siguiendo una cinética de orden cero de acuerdo a:

[K] = [K]o — @lat (Iv-20)

Donde:
[K], es la concentracion inicial de la amida

@ = ky/(ky + k3), representa el rendimiento cudntico de desaparicion (o reaccion)
de la amida.

Luego, a partir de la pendiente de un grafico de [K] vs. t, es posible estimar @l,. A
fin de comparar los ¢ de la amida libre (L) y la amida acomplejada (ML), deben
cuidarse diversos aspectos experimentales. En primer lugar, I, debe ser igual para todos
los experimentos y mantenerse constante durante el tiempo de irradiacion. A tal fin, la
concentracion de ACBF se fijo en 4,5 x10° M. A esta concentracion, la absorbancia a
250 nm (transicion n-1*) es >> 2, mientras que a 350 nm (transicion n-n*) es ~1. La
desaparicion de la amida fue monitoreada en la banda de 350 nm; mientras que la

muestra era irradiada a 250 nm, manteniendo el porcentaje de consumo (desaparicion)
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de la amida siempre menor al 15 %. De esta manera, pudo garantizarse que la absorciéon
de la radiacion incidente por parte de la amida (libre o acomplejada) fuera completa y
constante. Por otro lado, la concentracion de las sales metalicas fue en todos los casos
0.02 M. A estas concentraciones puede asumirse que la fraccion de amida acomplejada

() es ~1.

En la Figura IV-39 se muestra un grafico de la absorcion de ACBF en acetonitrilo
monitoreada a 350 nm en funcién del tiempo de irradiacion. La pendiente obtenida es de
~0,031 min”'. En la misma figura se muestran también las cinéticas de desaparicion de
ACBF en presencia de las sales. A fin de comparar los ¢ es preciso transformar las

absorbancias en la Figura IV-39 en concentraciones de acuerdo a:

A A @;
4 _ _o__e_: It (IV-21)

€ €

Donde el subindice 7 hace referencia a la especie observada (complejo o amida libre).

1,15

ACBF
ACBF-Li"
ACBF-Na'
ACBF-Mg"”
ACBF-Ca™
ACBF-Ba”

1,10

1,05

1,00

A350 nm

0,95
0,90

0,85

0 1 2 3 4 5
Tiempo / min

| E—

Figura IV-39: Absorcion de ACBF y ACBF-Me™ a 350 nm en funcién del tiempo de
fotolisis hasta conversion del 15% a 25 °C. [ACBF] =4,5 x10° My [Me™}=2 x10? M



RESULTADOS Y DISCUSION Tesis Doctoral Lic. Cecilia M. Palacios

Asi, usando los coeficientes de absorcion a 350 nm informado en la Tabla IV-1 y las
pendientes de los graficos en la Figura IV-39, se calcularon las eficiencias relativas de

fotorreaccion. Los correspondientes valores son reportados en la Tabla IV-2.

Tabla IV-2: Rendimientos cuanticos de fotoreaccion de los complejos metalicos (@py)

relativas a ACBF (¢,) en acetonitriloa 25°C

ACBF-Me™ oML/ PL
ACBF 1,00
ACBF-Li* 0,91
ACBF-Na" 0,86
ACBF-Mg"™ 0,96
ACBF-Ca™ 0,29
ACBF-Ba™ 0,52

Cuando se comparan los resultados mostrados en la Tabla IV-2 puede concluirse
que, dentro del error experimental, los @, obtenidos para los complejos de Li*, Na*, y
Mg* son ligeramente menores al de la amida libre. Sin embargo, para Ca*> y Ba™, la
disminucion es marcada. En el caso Ca*> el ¢, se reduce tres veces. Esto sugiere que
los metales interfieren en el proceso de formacion del dirradical D. Estos resultados dan
sustento al mecanismo propuesto por Whitten y col. [29], ya que aparentemente la

abstraccion de H es afectada por el campo eléctrico externo ejercido por los cationes.

1V-2.1.4.1.3 Efecto de la complejacién sobre la distribucién de fotoproductos de la
ACBF

Se realizaron estudios sobre la distribucion de fotoproductos tras fotlosis de ACBF
en presencia de Na* y Ca**. El cromatograma para ACBF fotolizada en presencia de

perclorato de Na* 0,02 M se muestra en la Figura IV-40.
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Figura IV-40: Cromatograma de ACBF-Na' tras fotolisis del complejo a 350 nm. La
deteccion cromatografica se realizé a 220 nm, usando MeHO/H,0 50:50 v/v fase movil

en fase reversa a 25 °C

Comparando las Figuras IV-31 y IV-40, puede concluirse que en presencia del Na*
el numero de fotoproductos se incrementa cuando la amida se halla acomplejada. El
pico que aparece a aproximadamente 19 min (4) corresponde a la ACBF sin fotolizar.
Los picos numerados como 1 y 2 corresponden a la 3-lactama (A), mientras que el 3
pertenece a la oxazolidinona (O). Esta asignacion fue confirmada por co-inyeccion de
muestras ACBF fotolizadas en ausencia y presencia de Na'. Cuando la fotélisis es
realizada en acetonitrilo, la relacion oxazolidinona (O) a B-lactama (A) es ~1,5. Sin
embargo, en presencia de Na', esta relacion O(3)/A(1+2) disminuye marcadamente
(~1). Como se discutid en la seccion Antecedentes I-1.2, O se forma exclusivamente a
partir de Z, mientras que 3-lactama (A) puede provenir de Z o D. En general, Z es una
especiec mas estable que D, pero ¢l efecto de complejacién podria afectar las energias
relativas de estos intermediarios y favorecer la via de produccion de B-lactama (A) a
partir del dirradical (D). Como se discute en la siguiente seccion, los experimentos de
LFF parecen confirmar esta hipdtesis.

La Figura IV-41 muestra los resultados obtenidos para la fotdlisis del complejo

ACBF-Ca™ en acetonitrilo (desoxigenado) a 25 °C. Como puede observase, nuevos
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productos son observados; los cuales a excepcion de los numerados como 4y 5 (A) y 6
(0), no pudieron ser identificados. Estos resultados sugieren que la complejacion de la
amida con Ca*? cambia el mecanismo de la fotorreaccion. La relacion O(6)/A(4+5) ~
0,3 disminuye mas aun que en el caso de ACBF-Na"; a punto que O pasa a ser un
producto minoritario. El efecto electrostatico sobre la formacién de Z parece ser

maximo.

180
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Figura IV-41: Cromatograma HPLC obtenido para ACBF-Ca™? fotolizado al ~ 100%.
La deteccién se realizé a 220 nm, usando MeHO/H,0O 50:50 v/v fase mévil en fase

reversa a 25 °C

IV-2.1.5 Estudios de liser flash fotolisis (LFF)

IV-2.1.5.1 Especies transitorias de ACBF en acetonitrilo en ausencia y presencia

de sales metalicas

En la Figura IV-42 se muestra el espectro de especies transitorias obtenido por la
técnica de LFF para ACBF en acetonitrilo. Similarmente a lo observado para DIBF y
DBBF, el espectro esta caracterizado por una importante absorcion alrededor de los 310

nm. En principio, este espectro puede ser atribuido al Z intermediario de reaccion. En el
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inserto de la misma figura se muestra el decaimiento de la sefial medida al maximo de
absorcion (310 nm). El perfil pudo se ajustado a un decaimiento monoexponencial con

un tiempo de vida asociado de ~ 10 ps.
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Figura IV-42: Espectro de absorcidn resuelto en el tiempo del transitorio de la a-
oxoamida ACBF en acetonitrilo a 25 °C. a: (m) 1 ps, () 5 us, (4) 10 ps, (¥) 20 y (¢)
40 ps luego del pulso del laser. /nserto: Evolucion temporal de la absorbancia a 310 nm.

T: 10 ps. Aacer™ ™ 0,8. Aexe: 266 nm. Desoxigenado en atmosfera de argén por 30 min

También se realizaron experiencias de LFF de ACBF en MeCN/H;S0; 5%. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura IV-43. Como puede concluirse, la
especie obtenida en medio dcido muestra una absorcion significativamente corrida al
rojo comparada a la de Z. La absorcién de esta especie se mantiene constante en la
escala de los 10 ps (maxima ventana temporal disponible del instrumental utilizado) por
lo que su tiempo de vida no pudo ser calculado. De todas maneras, puede inferirse que
el T de esta especie debe ser T >> 500 us. Nuevamente, y en comparacion con lo
encontrado para DIBF y DBBF, el espectro mostrado en la Figura IV-43 puede
asignarse al zwitterion protonado de ACBF, ZH". La deteccién de Z y ZH" (Figura IV-
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44), en los experimentos de LFF de la ACBF son consistente con la distribucién de

fotoproductos encontrados para esta amida en acetonitrilo
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Figura IV-43: Espectro de absorcion resuelto en el tiempo del transitorio de la a-
oxoamida ACBF en MeCN/H;SO; 5% a25°C. a:(m) 1 us, ()5 us, (4) 10 ps, (¥) 20

y (¢) 40 us luego del pulso del laser. /nserto: Evolucion temporal de la absorbancia a

340 nm. T>> 500 ps. Aacer ™ 0,8. hexe: 266nm. Desoxigenado en atmoésfera de argén

por 30 min
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Figura 1V-44: Estructura propuestas para ¢l zwitterion (Z) y zwitterion protonado

(ZH") de ACBF
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Luego, se procedi6 a determinar el efecto de complejacion de ACBF con NaClOy y
Ca(ClO,), sobre las especies transitorias de la fotorreaccion. Los experimentos se
realizaron a una concentracion de ACBF ~7 x 10° M y 2 x102 M para ambas sales. A
estas concentraciones puede asumirse que la fraccion de amida acomplejada es

practicamente 1. Las soluciones fueron desoxigenadas por burbujeo con argon.

0,008

0,006

0,004
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Figura IV-45: Espectro de absorcion de especies transitorias del complejo ACBF-Na*
en MeCN a25°C. a: (m) 1 ps, (®) 5 s, (a) 10 us, (V) 20 us luego del pulso del laser.
Inserto: Evolucion temporal de la absorbancia a 320 nm. t ~5,6 ps. [NaClO4] = 2 x 107

M . Aacprna 2™ 0,8, Aexe: 266 nm. Desoxigenado en atmosfera de argén por 30 min

En la Figura VI-45 se muestra el espectro de especies transitorias para el complejo
ACBF-Na" obtenido en la escala de los 40 ps. El espectro observado es muy similar al
mostrado en la Figura IV-42 y corresponde al intermediario zwitterionico, Z. En el
inserto de la misma figura se muestra el perfil de decaimiento de la absorcién
monitoreada en el maximo (320 nm). El decaimiento es monoexponencial y puede
ajustarse con un tiempo de vida de T ~5,6 ps. Este T es mas corto que el observado para
Z en acetonitrilo puro. Para confirmar esta observacion se estudié el decaimiento de la

sefial a 320 nm en funcion de la concentracion de NaClO,. En la Figura IV-46 se
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representan las amplitudes de las seflales extrapoladas a tiempo cero en funciéon del
grado de complejacion de la amida (a) (relativas al valor calculado en ausencia de la
sal) y los correspondientes tiempos de vida a cada a. Los valores de o fueron calculados
a partir de la concentracion analitica de sal y la constante de equilibrio (Kny.) reportada
en la Tabla IV-1.
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Figura IV-46: Panel superior: intensidad de la absorcion de Z monitoreada a 320 nm
en funcidn del grado de complejacion (o) de la amida extrapolada a t=0, normalizada al

valor de o . Panel inferior: tiempo de vida (t) de la sefial in funcién de o

Como puede observarse a medida que se incrementa la concentracién de la sal, la
intensidad a 320 nm decrece hasta alcanzar un valor constante de ~0,6 a o = 1. En esta
comparacion asumimos que los coeficientes de absorcion molar de ambas especies (Z y
Z-Na") son similares. Aceptando lo anterior, estos resultados constituyen una buena
evidencia que la formacion del Z de ACBF es afectada por la presencia del metal. Por
otro lado, €l tiempo de vida de Z decrece con el incremento de o. El hecho que el
decaimiento sea siempre monoexponencial (aun para los valores intermedios de a)
sugiere un equilibrio rapido entre Z y Z-Na®, como se discutié para el caso de las

protonacion de DIBF y DBBF. Estas observaciones estidn en pleno acuerdo con el
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hecho que Z-Na* muestre (cualitativamente) una menor relaciéon oxazolidinona (O) / B-
lactama (A)

En la Figura IV-47, se comparan los espectros de Z obtenidos a 1 us después del
pulso laser para ACBF, ACBF-Na" y ACBF-Ca' en acetonitrilo (desoxigenado). Las
concentraciones de las muestras fueron ajustadas para que la absorcién a 266 nm (lamba
de excitacion) fuera de 0.8 en todos los casos. Como puede observarse, la formacion de
Z se ve afectada en la presencia de Na®, pero casi desaparece en presencia de Ca’>. En
cierta manera, este efecto era esperado; la velocidad de desaparicion de ACBF se reduce
apreciablemente cuando esta presente Ca*’ y la formacion de la oxazolidinona (O),

producto de Z, casi no es observada.
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Figura IV-47: Espectros de absorcion de Z de ACBF, (m), ACBF-Na* () y ACBF-
Ca'? () en acetonitrilo monitoreados a 1 ps luego del pulso del laser. A*™: 0,8, Aexe!

266 nm a 25 °C, desoxigenado por burbujeo Ar por 30 min
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IV-2.2 Resumen y conclusiones

La irradiacion de ACBF en acetonitrilo produce oxazolidinona (O) y B-lactamas
como productos principales. El intermediario zwitterionico (Z) que da origen a la
oxazolidinona (O) pudo ser detectado por la técnica de LFF. El intermediario Z esta
caracterizado por un maximo de absorcion alrededor de los 310 nm y un tiempo de vida
de ~10 ps.

La ACBF es capaz de coordinar cationes metdlicos mono y divalentes. La
complejacién de la amida tiene consecuencias importantes sobre su fotoquimica. El
efecto mas claro y general, se observa en el rendimiento cuantico de formacion de Z
(@z). El complejo ACBF-Na* produce cualitativamente menos Z que la ACBF libre
(~60 %). Para el complejo ACBF-Ca*?, Z préacticamente no se forma (< 10 %). Estos
resultados son coherentes con la marcada disminucién del rendimiento de oxazolidinona
(0); unico fotoproducto que proviene exclusivamente de Z. Otro efecto de la
complejacion es el decrecimiento en el rendimiento cuantico de fotoreaccion (¢). En
todos los casos ¢ disminuye, siendo este efecto particularmente importante para Ca* y
Ba™.

Notar que ambos procesos, la formacion de Z,; a partir de K* y de Z a partir de D,
involucran una transferencia intramolecular de un electron. Necesariamente, la creacion
de una carga positiva en las inmediaciones del metal deberia hallarse desfavorecida, tal

cual lo observado experimentalmente, (Figura IV-48).

~ (—of—\o—> (—O/——\OW
Ne Me™ o OH \N+ Me™ o

O K/O\__/O —E) K/O o)
zZ, z

Figura IV-48: Posibles estructuras de Z, y Z de ACBF-Me™
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Finalmente, cabe comparar cualitativamente el efecto de complejacion sobre @ y @ .
Puede demostrarse facilmente que el rendimiento cuantico de desaparicion de la amida

¢ y el rendimiento cuantico de formacién de Z (¢7), vienen dados por:

@ =0p(8pp + 6pz) = 8p0pp + 0pbp; (IV-22)
¢z = 0pb; = 0p6p; (Iv-23)
Donde:
0p es la eficiencia de formacion de diradical a partir de K*
87 es la eficiencia de formacion de Z a partir de D
6pp y Op; representan las eficiencias de formacion de fotoproductos del diradical

y zwitterion, respectivamente.

En la Gltima igualdad (IV-23) se asume que la formacién de Z es irreversible y que
termina dando fotoproductos. Las ecuaciones (IV-22) y (IV-23) muestran el “doble”
efecto electrostatico ejercido por el metal sobre ¢,; la presencia del metal afecta la
formacion D (desfavoreciendo la formacion de Z,) y posteriormente la formacién de Z
(que proviene de D acomplejado). En cambio, el efecto sobre ¢ es menor; si bien la
formacion de Z; se encuentra parcialmente inhibida, el D acomplejado puede reaccionar
dando A, C+I y otros fotoproductos. La aparicion de nuevos productos durante la

fot6lisis de ACBF-Na* y ACBF-Ca™ parecen confirmar esta interpretacion.



CONCLUSIONES

“El aprendizaje es experiencia; todo lo demds es informacion”

Albert Einstein. Fisico. (1879-1955)
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V-1 CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusiéon general de este estudio puede afirmarse que el mecanismo de
fotoreaccion de las a-oxoamidas es mas complejo ain que lo planteado originalmente
por Aoyama y col. [14] y Whitten y col. [29]. Resumidamente, en el mecanismo de
Aoyama y col. se propone que el zwitterion (Z) es la unica especie que da lugar a todos
los fotoproductos, mientras que Whitten y col. plantean que la p-lactama (A) provendria
del dirradical (D).

Los resultados obtenidos durante el desarrolio de esta Tesis Doctoral demuestran que
efectivamente Z puede ser el precursor de O, A y de los productos de eliminacion:
cetenol (C) e iminas (I). Sin embargo, D también puede producir A y C+I. Que los
fotoproductos provengan de uno u otro intermediario depende de la estructura de la a-
oxoamida y de la polaridad (y viscosidad) del medio. Mas atn, en ciertos casos, Z y D
terminan proveyendo los mismos fotoproductos, aunque lo hacen en escalas de tiempo
considerablemente distintas.

Este estudio provee también una explicacion para la fotoquimica de las a-oxoamidas
en medios restringidos o de alta viscosidad. En estos medios se observa que,
independientemente de los sustituyentes alquilicos, la B-lactama (A) es siempre el
fotoproducto mayoritario. Aparentemente, la reducida polaridad y reducido volumen
libre de reaccion en estos medios desestabilizan a Z, dejando Gnicamente habilitada la
transformacion de D en A.

Finalmente, se aportan nuevos indicios acerca de la etapa inicial de la fotorreaccion.
El hecho que la complejacion de la a-oxoamida ciclica ACBF afecte la eficiencia de
fotoreaccion, el rendimiento de formacion de Z y de oxazolidinona (O), indican
claramente que todos los procesos intramoleculares de transferencia de carga
involucrados en el mecanismo son desfavorecidos por la presencia del metal. Estos
resultados dan sustento al mecanismo propuesto por Whitten y col. [29], que sugiere
que la formacion del diradical (D) ocurre en dos etapas, involucrando la formacion con

especie con significativa separacion de carga (Z,).
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