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Resumo

Este trabalho relata inicialmente o emprego de dois derivados
oxazolonicos, 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona
(AZA2) e 4-(4-nitrobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (AZA8) como
sondas fluorescentes na deteccdo de histamina. Entretanto esses compostos
apresentaram baixa reatividade do nucleo oxazol6nico frente ao analito em
condigbes amenas. Logo, aproveitando-se das propriedades absortivas e
emissivas dos derivados oxazolbnicos, pensou-se na utilizacao destes derivados
como sondas solvatocromicas na investigagao de solventes puros. Assim, além
dos derivados ja mencionados (AZA2 e AZA8), foram testados também mais dois
outros derivados para esta finalidade, o 4- (4-metoxi-benzilideno) -2-fenil-1,3-
oxazol-5 (4H) —ona (AZA10) e 4- (3-clorobenzilideno) -2-fenil-4H-oxazol-5-ona
(AZA13). Utilizando-se das estratégias multiparamétricas de KamletAbboud-Taft
(KAT) e Catalan, verificou-se que o parametro que possui maior influéncia no

comportamento solvatocrémico foi a polarizabilidade
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Abstract

This work reports the use of two oxazolonic derivatives, 4- (4- (N, N) -
dimethylaminobenzylidene) -2-phenyl-1,3-oxazol-5 (4H) -one (AZA2) and 4- (4-
nitrobenzylidene) -2-phenyl-1,3-oxazol-5 (4H) -one (AZA8) as fluorescent probes
in the detection of histamine. However, these compounds showed low reactivity
of the oxazolonic nucleus against the analyte under mild conditions. Therefore,
taking advantage of the absorptive and emissive properties of the oxazolonic
derivatives, it was thought to use these derivatives as solvatochromic probes in
the investigation of pure solvents. Thus, in addition to the aforementioned
derivatives (AZA2 and AZA8), two further derivatives for this purpose were also
tested for 4- (4-methoxy-benzylidene) -2-phenyl-1,3-oxazol-5 (4H) - (AZA10) and
4- (3-chlorobenzylidene) -2-phenyl-4H-oxazol-5-one (AZA13). Using the
multiparametric strategies of KamletAbboud-Taft (KAT) and Catalan, it was
verified that the parameter that has the greatest influence on the solvatocromic

behavior was the polarizability
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INTRODUGAO

Os derivados oxazolénicos sao compostos que tem despertado grande
interesse para a comunidade cientifica, uma vez que eles possuem propriedades
emissivas, sendo essa, uma caracteristica que permite o desenvolvimento de
novos métodos analiticos a fim de quantificar e qualificar uma vasta classe de
substancias quimicas, com uma alta sensibilidade de detecc¢ao.

Esses compostos apresentam grande versatilidade estrutural e uma facil
preparagao sintética, onde varias metodologias ja foram propostas para
obtencao dos mesmos. Porém a metodologia mais citada e estudada € o método
classico de Plochl- Erlemmeyer que consiste na condensagdao de um &cido
carboxilico, geralmente utilizado o acido hipurico e um aldeido, na presenca de
uma base fraca sob aquecimento convencional e refluxo [1].

Uma grande parte dos compostos orgénicos exercem a fungdo de sonda,
que sao espécies capazes de identificar a presenga de algum analito. Assim, os
derivados oxazolOnicos por apresentarem propriedades emissivas podem ser
empregados como sondas fluorescentes. Essa aplicabilidade de sondas
fluorescentes tem se tornado uma metodologia alternativa e atrativa devido a alta
seletividade e sensibilidade.

Logo para que um composto seja aplicado como uma sonda fluorescente,
0 mesmo, além das propriedades emissivas precisa ser sensivel a um analito,
ou seja, ele deve apresentar sitios que permitam essa interagdo analito-
substrato, consequentemente essa interacdo devera modificar as propriedades
espectrais da respectiva sonda e indicar quantitativamente ou qualitativamente
a presencga do analito [2,3].

Outro fenbmeno que também possibilita a utilizacdo de sondas além da
técnica de fluorescéncia é o fendmeno conhecido como solvatocromismo, que
permite uma completa compreensao a respeito das influéncias dos efeitos do
solvente e das interacdes soluto-solvente [4].

E sabido que o solvente pode influenciar de forma significativa a

velocidade e equilibrio de uma reacdo, assim como o0s parametros de

14



temperatura, pressao e tempo de reagéo, nas quais ja sao fatores extremamente
estudados. Desta forma, muitos pesquisadores estdo em busca constante
tentando compreender os efeitos do solvente e procurando determinar a
polaridade dos solventes por meios de escalas empiricas, para isso € necessario
a aplicagcdo das chamadas sondas solvatocrOmicas, que sdo compostos que
devem apresentar sensibilidade ao microambiente [5,6].

Neste sentido, investigou-se a aplicagdo de derivados oxazoldnicos como
sondas fluorescentes e como sondas solvatocrémicas, onde serao apresentados
e discutidos sua interacdo frente a uma amina primaria e frente a ions metalicos.
Além de se investigar o fendmeno de solvatocromismo fornecendo informagdes

importantes a respeito das interagdes soluto-solvente dessa classe de corantes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo a investigacdo de derivados
oxazolbnicos para serem empregados como sondas fluorescentes e como

sondas solvatocrémicas em solventes puros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a interagao dos derivados oxazolénicos frente a uma amina primaria
Estudar uma possivel aplicagdo dos compostos oxazoldénicos como sonda
fluorescente na deteccao de histamina.

Estudar a aplicagado dos compostos na deteccéo de ions metalicos

Realizar estudo de solvatocromismo em solventes puros.

Interpretar o comportamento solvatocrémico dos compostos baseados na escala

E1 (30) e nas estratégias multiparamétricas de KAT e de Catalan.
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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1 - SENSORES FLUORESCENTES

De modo geral, sensores sao dispositivos que sinalizam a presenga de
matéria ou energia na qual ela tenha capacidade de interagir, gerando sinais que
podem ser registrados. Em particular os sensores fluorescentes sdo baseados
em sistemas luminescentes, onde ocorre a emissdao de luz de moléculas
eletronicamente excitadas [2,7].

A teoria que explica esses sensores fluorescentes é fundamentada pelo
fendmeno da fluorescéncia, que é a perda de energia por meio de processos
radiativos, em que n&o ocorre inversdo na multiplicidade dos spins,
diferentemente do que observa-se no fendbmeno da fosforescéncia [7,8]. Esses
fendmenos sao ilustrados no Diagrama de Jablonski (FIG.1), que descreve o

sistema fotoluminescente.
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Figura 1: Representacao do Diagrama de Jablonskiv [9]

Podemos observar na parte inferior do diagrama a representatividade do
estado fundamental da molécula, denominado estado singlete, pelo fato dos
spins estarem emparelhados, sendo este representado pela sigla So. Apds a
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absorcao de um féton a molécula passa para niveis eletrénicos distintos S1, Sz e
a direita do diagrama esta representado o estado triplete T1, onde os spins
encontram-se desemparelhados, ou seja, com inversao da multiplicidade. Essa
absorcao citada é representada pelas setas verticais. Subsequente ao processo
de absorgao, onde as moléculas assumem niveis mais energéticos, as mesmas
retomam ao seu estado fundamental por meio de processos radiativos
(fosforescéncia, fluorescéncia) ou por meio de processos nao radiativos
(relaxacgéao vibracional, conversao interna, e cruzamento intersistema) [7-9].

Logo, durante o processo de absor¢géo e emissao, verifica-se que nem
toda energia absorvida € emitida, devido a perda de energia pelos processos
nao radiativos, portanto a energia da emissdo € menor que a energia de
absorcao [9]. Essa diferenca de energia que consequentemente acarreta
diferengca nos comprimentos de onda de absorcdo e emissao € chamada de
Deslocamento de Stokes [7,9], cujo deslocamento € um parametro preliminar
para analises, pois espécies que apresentam pequenos deslocamentos de
Stokes sao de dificil detecgao, enquanto as moléculas que apresentam grande
deslocamento sao facilmente detectaveis [10].

Cabe ressaltar que o processo de desativacdo € observado pelo
fenbmeno que apresenta menor tempo no estado excitado, ou seja, se a
desativacao por fluorescéncia é rapida em relagdo aos demais processos, sua
emissao é favorecida, sendo assim observada [8]. Entretanto, se os processos
radiativos ndo forem favorecidos ndo havera emissédo de luminescéncia.

Varios estudos e desenvolvimento de métodos analiticos para detecgao
quimica ja foram relatados na literatura, como por exemplo sensores
eletroquimicos, porém um método bastante simples e satisfatério € a geragao de
um sinal optico, onde a presenga de um analito alvo ocasiona mudanga na banda
de absorcéo e de emissao do composto utilizado como sonda, sendo comumente
conhecidos como sensores opticos, quimicos ou fluorescentes [11].

Um sensor quimico detecta qualitativamente e quantitativamente a
presenca de substancias especificas, uma classe de produtos quimicos ou uma
reacao quimica, por meio de um sinal 6ptico [2]. Contudo, para que esse sinal
venha a transcorrer € necessario que a molécula possua um grupo funcional

denominado cromdforo, e no caso de um sensor quimico fluorescente um
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fluoréforo. Esse grupo funcional absorve energia de um comprimento de onda
intrinseco e logo emite luz em um comprimento de onda diferente [12,13].

Assim para que um sistema atue como sensor a molécula deve apresentar
um sitio de interagdo com o analito caracterizado como um hospedeiro, na qual
a molécula receptora modifique suas propriedades espectrais de forma que o
mesmo possa ser detectado. [3].

Se a molécula receptora for um fluoréforo, como € o caso do objeto de
estudo, a sua interagdo com o analito modificara a sua capacidade de fluorescer.
Em contrapartida se o sitio de sinalizagao for um cromaéforo acarretara mudanca
de coloracdo na solugcdo e consequentemente mudangas no espectro de
absorcao[14].

No caso de um sensor fluorescente, além do grupo fluoréforo, a molécula
também deve apresentar caracteristicas peculiares a fotoluminescéncia, quando
se trata de compostos orgénicos, ressaltando: (i) rigidez estrutural, (ii)
planaridade e (Ill) ligagbes conjugadas 11, as quais normalmente sdo formados
por grupos funcionais aromaticos e/ou anéis condensados [15]. Assim
compostos contendo grupos funcionais aromaticos sdo mais favorecidos,
apresentando fluorescéncia mais intensa comparados com compostos alifaticos.

Neste contexto, a rigidez também apresenta grande influéncia na
fluorescéncia do composto, um dos fatos que explica essa interferéncia, € que
provavelmente a auséncia de rigidez em uma molécula ocasiona um aumento
na constante de conversdo interna, aumentando a possibilidade de uma
desativacdo nao-radiativa, desfavorecendo a fluorescéncia [8]. Diante disso,
muitas pesquisas com sondas fluorescentes sdo desenvolvidas em matrizes
solidas, por proporcionarem maior estabilidade na molécula. Ozturk e
colaboradores (2007), por exemplo, detectaram a presenca de Fe®* através da
imobilizagdo do derivado oxazolbnico 4-(2-furil-metileno)-2-fenil-1,3-oxazol-
5(4H)-ona (FIG. 2) em matrizes de cloreto de polivinila, o analito foi detectado

por meio da supressao de fluorescéncia da sonda empregada [16].
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Figura 2: Estrutura do composto 4-(2-furil-metileno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-
ona, utilizado como sonda na deteccao de Fe3*

Um outro trabalho desenvolvido com matrizes soélidas foi apresentado por
Yildirim e colaboradores (2010), na qual, realizaram a preparacdo de um
biossensor para detecgéo de glicose oxidase (GOx), utilizando matrizes sol-gel
para a encapsulagdo do corante oxazolonico 2-(4-tolil)-4-[4-(1,4,7,10-tetraoxa-
13-azaciclopentadecil)-benzilideno]- 1,3-oxazol-5(4H)-ona (FIG.3) [17].

Ambos os exemplos de matrizes (cloreto de polivinila e sol-gel)
mencionados nos respectivos trabalhos apresentaram bons resultados como

agentes encapsulantes proporcionando grande estabilidade as moléculas.
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Figura 3: Estrutura do composto 2-(4-tolil)-4-[4-(1,4,7,10-tetraoxa-13-
azaciclopentadecil)-benzilideno]-1,3-oxazol-5(4H)-ona utilizado como sonda na
deteccgao de glicose oxidase (GOx)
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Um outro fator interessante acerca do fenébmeno da fluorescéncia é a
eficiéncia quantica dos hidrocarbonetos, na qual, hidrocarbonetos aromaticos
nao-substituidos aumenta com o numero de anéis e com seu grau de
condensagao, cujo a maioria fluoresce em solugdo, em contrapartida os
heterociclicos simples ndo apresentam fluorescéncia [8].

Além desse, um outro fator que também influéncia na eficiéncia da
fluorescéncia é a substituigdo no anel benzénico de uma molécula. Logo, a
natureza e a posicdo de um substituinte podem alterar as caracteristicas
fluorescentes de um composto [7].

Portanto, quando um composto possui estrutura que pode sofrer
substituigdo em qualquer uma das posi¢cdes do anel aromatico é de grande valia
o conhecimento das propriedades eletronicas e geométricas desses materiais.

Como, por exemplo, o nucleo do 2,1,3-benzotiadiazola (FIG.4), que
apresenta uma estrutura que possibilita a formagao de diferentes derivados,
esse composto apresenta caracteristicas favoraveis a luminescéncia
dependendo do substituinte, podendo sofrer variagcbes com relacdo a
intensidade de fluorescéncia, de modo a ser favorecida ou nado dependendo da
substituicdo e insercdo de grupos [15]. Neste aspecto, uma caracteristica
importante do efeito de substituicdo do anel na fluorescéncia € que a intensidade
da mesma é favorecida quando o grupo for doador de elétrons, em contraste

com grupos retiradores que afetam a eficacia da fluorescéncia [7]

Figura 4: Estrutura do composto 2,1,3-benzotiadiazola

Além destas peculiaridades outros fatores também podem influenciar na
emissao de fluorescéncia como: polaridade, ligagao de hidrogénio, pH, pressao,

viscosidade, temperatura, supressao, potencial elétrico e presenca de ions [7].
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Todavia, apesar desses inumeros fatores influentes que foram
mencionados, devido ao fato de ser um método bastante seletivo, simples e
principalmente por sua sensibilidade, varios estudos estdo sendo desenvolvidos
utilizando sensores oOpticos, na qual, estdo apresentando grande potencial de
aplicagao nas areas de quimica, biologia, analises clinicas, a fim de analisar e
classificar uma série de compostos [18,19].

Pesquisadores como Wang e colaboradores (2017), ja estao
desenvolvendo sensores fluorescentes empregando nanoparticulas como
sondas fluorescentes, fazendo aplicacdo na deteccao da dopamina, obtendo
resultados satisfatorios, além de apresentarem melhores desempenhos
comparados com métodos tradicionais [20].

Ja Li e colaboradores (2009), desenvolveram um quimiossensor utilizando
a cumarina como sonda fluorescente para detecgao de ions de Zn?* logo para
garantir que a cumarina poderia realmente atuar como sonda colorimétrica deste
ion, o grupo realizou o experimento com outros ions metalicos, cujos resultados
mostraram-se pouco eficientes, pois demonstraram pouca sensibilidade,
resultando em um quimiossesnor seletivo para Zn?* [2].

Dentre esses compostos estudados e aplicados como sondas, a
oxazolona conhecida também como azalactona € uma classe de heterociclicos

(FIG. 5) [21], que vem sendo bastante explorados na aplicagdo como sensores.
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Figura 5: Estrutura do composto oxazolénico
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Sua sintese é conhecida desde o século XIX ,quando foram obtidas pela
primeira vez através de uma variagdo da reagao de Perkin, que consiste na
condensacao de um acido carboxilico e um aldeido na presenga de uma base
fraca, geralmente acetato de sddio, acetato de potassio ou trietilamina [1,22].

A partir dai varias metodologias foram sendo propostas para a preparagao
dos derivados oxazolbnicos, porém o método mais conhecido é o método de
Plochl-Erlenmeyer, que baseia-se na reagao de um N-derivado de glicina e um
aldeido, utilizando anidrido acético como solvente e como catalisador o acetato

de sddio, conforme apresentado na (FIG. 6) [23].
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Figura 6: Sintese do composto azalactdnico pelo método de Ploch-Erlenmeyer

A oxazolona é uma classe de corante que devido suas propriedades
fluorescentes apresenta uma ampla gama de aplicagbes, como no
desenvolvimento de sensores fluorescentes de glicose [24], sensores
fluorescentes de ion de Fe3*[16], indicadores fluorescentes de pH em filmes
poliméricos e em matrizes sol-gel[25], nas quais veremos detalhadamente
adiante. Além de diversas outras aplicagdes como intermediarios em sintese de
a- aminoacidos e a- cetoacidos [1], inibidores de corrosao [21], imobilizacdo de
enzimas [26], entre outras.

Para empregarem esses compostos organicos no desenvolvimento de
sensores fluorescentes € necessario determinar os parametros de fluorescéncia
e para isso € de grande valia conhecer as caracteristicas fotofisicas e
fotoquimicas do composto. Neste contexto, uma série de estudos estdo sendo

desenvolvidos para determinar propriedades fotofisicas e fotoquimicas da
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oxazolona em matrizes solidas de sol-gel, em filmes poliméricos e em solugao
por meio de técnicas espectroscopicas[27].

Ozturk e colaboradores (2007) basearam seus estudos no composto 4-(2-
furil-metileno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (FIG. 2), na qual, analisaram suas
caracteristicas em solventes organicos e em matriz sélida de cloreto de polivinila,
apresentando boa fotoestabilidade do derivado oxazolbnico em ambos os
estudos. Assim o grupo empregou o derivado como sonda fluorescente na
detecgdo de ions de Fe®*, uma vez que as analises de metais pesados sdo de
grande interesse para areas ambientais, 0 sensor desenvolvido apresentou
grande potencial na determinagéo do ion [16].

Em contraste, Ertekin e colegas de trabalho (2003) relataram as
caracteristicas fotofisicas e fotoquimicas do 4-(4-N,N-dimetilaminofenilmetileno)-
2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (FIG. 7) em uma matriz sol-gel comparando-as com
medi¢cdes em solugdes de acetonitrila (MeCN) e tetrahidrofurano (THF). Logo, a
fotoestabilidade da oxazolona ficou mais evidente em matrizes solidas,
apresentando valores de rendimento quanticos 100 vezes maiores do que em
solventes organicos, podendo ser atribuido pela mobilidade do corante nas
matrizes. O baixo rendimento quantico de fluorescéncia e fotoestabilidade da
oxazolona em solugéo sao evidentemente efeitos de solvatagao, resultante da
vibragao molecular. Contudo o derivado oxazolbnico foi tido como um indicador
de pH, apresentando respostas reprodutiveis na gama de pH 3,0-7,0 [25]. Os
resultados obtidos neste trabalho reforgam o que ja foi mencionado a respeito da
mobilidade apresentada nas matrizes sdlidas.
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Figura 7: Estrutura do composto 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-
1,3-oxazol-5(4H)-ona utilizado como indicador de pH (2005), na detecg&o de
glicose oxidase (2005) e no monitoramento de diéxido de carbono (2006)
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De acordo com Ozturk; Alp; Timur (2008), a oxazolona também apresenta
aplicabilidade como biossensores na deteccdo de enzimas do tipo
acetilcolinesterase (AChE) e acetilcolina (ACh), as mesmas foram acopladas em
matrizes de PVC, inibidas com donepezil, a fim de inibir atividades bioldgicas das
enzimas, resultando em indicadores alternativos de neurotransmisor e do agente
inibidor. Os autores otimizaram o biossensor aplicando trés diferentes derivados
oxazolbnicos apresentados na FIG. 8 [28].

.............................................
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Figura 8: Estruturas dos derivados oxazolonicos aplicados na otimizagdo do
biossensor para detecgao de enzimas

Um outro derivado oxazoldnico também aplicado na detecg¢ao de glicose
oxidase (GOx) € o 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-
ona (FIG.7) devido a excelente fotoestabilidade e alta absorgdo molar da
oxazolona.

Um fato caracteristico na construcdo de sensores enzimaticos é que o
processo requer a imobilizacdo das enzimas em matrizes apropriadas, pois elas
retém as atividades bioldgicas das enzimas proporcionando um microambiente
rigido, favorecendo assim a fluorescéncia. O sensor desenvolvido para detec¢éo
de glicose baseia-se na fluorescéncia do corante derivado da oxazolona, cujo o
corante é encapsulado em uma matriz juntamente com a enzima, utilizando
métodos espectrofotometricos para quantificar. Ertekin e colaboradores
realizaram o estudo variando a concentragdo de glicose nas matrizes

preparadas. A partir dos resultados apresentados, dentre os parametros
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considerados, o corante oxazolénico, demonstrou que pode ser um indicador
alternativo na deteccdo da glicose, pois apresentaram sinais analiticos
satisfatorios[24].

Outra aplicabilidade dos derivados oxazolbnicos foi apresentada por
Ertekin e Alp (2006), na busca de monitorar niveis de dioxido de carbono, eles
propuseram a utilizacdo do 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-1,3-
oxazol-5(4H)-ona (FIG. 7) em matrizes de etilcelulose, obtendo éxito nos
resultados obtidos [29].

Assim concluimos o quéo vasta é a area do desenvolvimento de sensores

fluorescentes, sobretudo utilizando essa classe de corantes.

1.2 - HISTAMINA

A histamina [2-(4-imidazoil) etilamina] (FIG.9) é uma classe das aminas
biogénicas, caracterizada como amina primaria, sintetizada pela
descarboxilagdo do aminoacido L-histidina pela enzima histidina-descarboxilase
[30,31], tendo como cofator o fosfato de piridoxal [32]. Além do seu poder de
sintese do organismo, ela pode estar presente pela absorgéo intestinal da amina,
contidas principalmente em alimentos, ou até mesmo por meio de metabolismo

bacteriano originada no trato intestinal [32].

Figura 9: Estrutura do composto [2-(4-imidazoil) etilamina]

As aminas em alimentos sao resultantes de alguns fatores responsaveis
pelo seu desenvolvimento nessas matrizes, como por exemplo a preparagao de
alimentos fermentados, onde se pode esperar a presenga de muitos tipos de
microrganismos, sendo alguns capazes de produzir aminas biogénicas, sobre

tudo a histamina [33].
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De acordo com Gomes e colaboradores, esses microrganismos presentes
podem ser inseridos intencionalmente no alimento como cultura starter
(processo onde s&o adicionados microrganismo visando o melhoramento das
propriedades de alguns produtos industrializados sobre tudo os embutidos) ou
ser contaminante no processo de producao [34].

Neste contexto, a formagdo de histamina também aumenta devido as
condigbes de manuseios e estocagens inadequadas, uma vez que ocorre a
multiplicacdo de bactérias que produzem a enzima histidina descarboxilase
(HDC). Todavia, sua formagao € um fator muito variavel dependente do tempo,
temperatura, tipo e quantidade dos microrganismos presentes [35].

Alguns alimentos sdo mais suscetiveis de conter aminas biogénicas
incluindo principalmente a histamina, dentre esses alimentos podemos citar os
peixes, produtos a base de carne, ovos, queijos, vegetais, produtos de soja,
cerveja, vinhos, uma vez que sao produtos mais suscetiveis a agdo microbiana
durante o armazenamento e envelhecimento [35,36].

A intoxicacdo histaminica € conhecida como escombrotoxicose, sendo
manifestada apds alguns minutos ou algumas horas depois da ingestdo da
amina. A doenca geralmente tem curta duragéo, porém ha casos nas quais se
estendem a alguns dias[30].

Os histéricos de casos de intoxicacao por histamina na maioria das vezes
€ proveniente ao consumo de peixe ou queijo [33,35]. Sua intoxicagcdo é
geralmente manifestada por sintomas como diarréia, céaibras abdominais,
inflamacao localizada, nauseas, dor de cabecga, palpitagdo e desconforto
respiratorio [37].

Neste contexto, varios paises estabeleceram limites de tolerancia para a
presenca de aminas, sobre tudo da histamina. No Brasil ha apenas uma
legislagcdo que trata a respeito, determinando concentragées maximas de 100
ppm de histamina em pescados frescos e em seus derivados, estabelecido na
Portaria de n°® 185 de 1997 [38].

Na literatura encontramos inumeros métodos de deteccao e quantificagcao
desta classe de aminas, principalmente métodos cromatograficos e métodos
enzimaticos, porém a busca por métodos cada vez mais simples, rapidos e de

menor custo, ainda chama a atencao dos pesquisadores [30].
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1.3 - SOLVATOCROMISMO

O solvatocromismo, como o proprio nome ja diz, estd diretamente
relacionado com o efeito de solvatagdo. Tal efeito é observado quando as
moléculas do solvente sdo capazes de interagir com elas mesmas ou com o
soluto por meio de interagcdes intermoleculares [5,6].

Essas interagcbes podem ser especificas, que incluem as ligagdes de
hidrogénio e aquelas que envolvem grupos doadores e aceitadores de pares de
elétrons, como também podem ser interagdes ndo especificas que envolvem
forgas direcionais de indugéo e de dispersao, na qual engloba as forgas de van
de Walls, ion/dipolo, dipolo/dipolo e dipolo/dipolo induzido [5,6].

Neste contexto, a necessidade de se investigar o meio em que ocorre as
reacdes quimicas esta cada vez mais fundamental para o entendimento das
mesmas, uma vez, que o solvente pode influenciar de forma significativa a
velocidade e equilibrio de uma reacdo, assim como os parametros de
temperatura, pressdo e tempo de reagdo, nas quais ja sao extremamente
estudados.

Muitos pesquisadores entdo concentraram seus estudos na tentativa de
compreender melhor a interagcdo soluto-solvente em nivel microscopico-
molecular, a fim de se obter respostas que podem contribuir no ambito cientifico.

Como mencionado, o solvente exerce grande influéncia no meio
reacional, porém a classificagdo de solventes € um pouco mais trabalhosa do
que se imagina, visto que a definicdo de polaridade do solvente ndo pode ser
descrita apenas por parametros fisicos, ou seja, em muitos estudos néo se pode
utilizar apenas as propriedades fisicas, como indice de refragdo, constante
dielétrica ou momento dipolo é necessario que se faca um estudo mais
aprofundado, em que se pode levar em consideragao as interacdes especificas
e n&o especifica soluto-solvente. Logo para isso o método mais empregado nos
estudos das propriedades dos solventes é a utilizacdo de compostos
solvatocrémicos [5].

Os compostos solvatocrdmicos conhecidos também como sondas
solvatocrédmicas, possuem geralmente grupos doadores e grupos aceitadores de

elétrons ligados por meio de ligagdes insaturadas. Esses compostos podem ser
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descritos na forma quinoidal e zwitteribnica, na quais geralmente sdo estruturas
nao polarizada e polarizada, respectivamente[39].

Assim o solvatocromismo é um termo usado para descrever as mudancas
na posi¢ao dos maximos de absorg¢ao das bandas (Amax) em fungéo da polaridade
do meio. Essas mudangas podem ocorrer tanto na posi¢cao quanto na forma e
intensidade das bandas. Desta forma, compostos solvatocrdmicos sé&o
substéncias capazes de interagir com o solvente e promover essas mudangas
espectrais, atuando assim como sondas [4,39].

Esse termo foi introduzido na década de 90 por Arthur Rudolf Hantzsh
para relatar mudangas de cor em algumas substancias dependendo do meio em
que se encontravam sem que houvesse quebra ou formagédo de ligagdes
quimicas, de acordo com Reichardt [4].

Um parametro muito importante para o estudo e aplicagdo das sondas
solvatocrdmicas € a energia de transicdo molar (E1), que se baseia na energia
de transicao eletrénica do estado fundamental para o estado excitado da sonda.

A partir dessa energia de transicdo molar é possivel construir escalas
empirica de polaridade Er, na qual pode ser calculada por meio da equacao (1),

proposta por Reichardt [6].

h-c-Ny _ 28591
Améx  Amax

Er(kcal -mol™1) = (1)

Nesta equacgdo, h € a constante de Planck (1,58367x1034cal s), c é a
velocidade da luz no vacuo (2,99792x10% m s™'), Na é a constante de Avogadro
(6,02 x 10 mol') e 0 Amax representa o comprimento de onda maximo de
absorcdo da banda da transicdo envolvida na excitacdo eletrbnica, dada
geralmente em nm. Assim o valor de Et é calculada em kcal mol-' [4].

Deste modo, varios compostos foram sendo estudados em fungdo da
dependéncia do solvente, consequentemente fazendo com que inumeras
escalas de polaridade de solvente fossem publicadas.

Uma das primeiras e mais estudada até os dias atuais € a escala elaborada
por Reichardt, baseada em uma sonda denominada 2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-
1piridino), comumente conhecida como betaina 30, apresentada na FIG.10.

A sonda empregada por Reichardt foi responsavel pela elaboragado de uma

escala uniparamétrica na qual recebeu o nome de ET1(30), onde foram

29



determinados valores para mais de 360 solventes puros além de misturas
binarias, este composto apresentou um pronunciado solvatocromismo negativo
[4-6].

Figura 10: Estrutura molecular do composto betaina 30 conhecida como corante
de Reichardt

Assim, com base nesses valores obtidos pela escala de Reichardt, os
solventes foram ordenados por ordem de polaridade, onde pequenos valores de
E7(30) e valores grandes indicam que a energia de transicdo da betaina foi
medida em um solvente de baixa polaridade e em solvente de alta polaridade
respectivamente [40].

Um exemplo de valores obtidos nesta escala ¢ E1(30) = 30,9 kcal mol’
referente ao solvente ciclohexano, esse valor indica um solvente menos polar, ja
para agua foi obtido um valor maior que o duplicado de Et(30) = 63,1 kcal mol,
tratando-se de um solvente extremamente polar [40].

Ainda neste contexto, para entender melhor esse efeito de
solvatocromismo € necessario que se compreendam algumas designagoes:

- Um deslocamento do maximo de absorgao para menores comprimentos
de onda (ou maiores energias) com o aumento da polaridade do solvente
caracteriza um solvatocromismo negativo (deslocamento hipsocrémico), este,
geralmente ocorre quando o aumento da polaridade do meio resulta em um
estado fundamental mais estabilizado do que o estado excitado. Em
contrapartida, um deslocamento para maiores comprimentos de onda (menores

energia) comumente conhecido como deslocamento batocrémico caracteriza o
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efeito de solvatocromismo positivo, que ocorre quando se observa uma melhor
estabilizacdo do estado excitado do soluto em comparagdo com o estado
fundamental [41,42]. A FIG.11 ilustra o solvatocromismo negativo e

positivo que pode ocorrer em um composto solvatocromico.

Solvatocromismo Solvatocromismo
Negativo Positivo
Estado
1 excitado
Estado e
excitado
Estado
excitado
hv
E hv
hv
Estado
fundamental Estado
fundamental
Estado
fundamental
Aumento da Aumento da
polaridade do polaridade do
solvente solvente

Figura 11: Representagdo do solvatocromismo negativo e positivo (Marcus,
1998).

Esses tipos de solvatocromismo podem ser observados, por exemplo, nos
trabalhos de Ishchenko e colaboradores [43], que mostraram que algumas
merocianinas apresentavam solvatocromismo positivo, onde as energias de
transicdo dos compostos diminuiam com o aumento da polaridade do solvente.
Este comportamento pode ser observado no grafico da FIG. 12, no qual os
valores de Er (corante) obtidos experimentalmente confrontam-se com os
valores de Et(30).
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Figura 12: Solvatocromismo positivo apresentado pela merocianina. O grafico
foi montado pelo autor a partir dos dados obtidos por Ischchenko e colaboradores
(2008).

O comportamento do solvatocromismo negativo pode ser observado no
trabalho de Cha e colaboradores [44] (FIG. 13), no qual verifica-se um aumento
no valor da energia de transigdo molar com o aumento da polaridade do meio,
sendo que esse comportamento também é evidenciado pelo grafico de Er
(corante) em funcdo de ET1(30), empregaram-se também corante de
merocianinas derivadas da 7-hidroxicumarina. Vale ressaltar que os autores ndo
apresentaram a ocorréncia do comportamento solvatocrémico na forma de
grafico, no entanto, a partir dos dados experimentais obtidos pelos mesmos, é
possivel construir os grafico de Et(corante) versus Et(30) com o intuito de
verificar por meio de graficos os respectivos comportamentos exibidos pela

sonda.
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Figura 13: Solvatocromismo negativo exibido pela merocianina derivada
da 7-hidroxicumarina. O grafico foi montado pelo autor a partir dos dados obtidos
por Cha e colaboradores (2011).

Existe ainda um fendbmeno conhecido como solvatocromismo reverso,
onde primeiramente observa-se um deslocamento batocrémico na banda de
absorgao caracteristico do solvatocromismo positivo e posteriormente observa-
se um solvatocromismo negativo (descolamento hipsocrémico), na medida que
aumenta a polaridade do solvente, ou seja, uma mesma sonda apresenta
solvatocromismo positivo e negativo [45]. Este comportamento pode ser
verificado pelo grafico da FIG. 14 proposto por Stock e colaborados (2015), no
seu estudo utilizando o composto 4-nitroestiril fenéis como sonda, onde é

ilustrado claramente os dois fendmenos exibidos pelo composto [46].
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Figura 14: Solvatocromismo reverso exibido pelo 4-nitroestiril fendis. Grafico
obtido por Stock e colaboradores (2015)

Neste ambito o solvatocromismo resulta da solvatacdo diferencial do
estado fundamental e do primeiro estado excitado do composto solvatocrémico
[4].

1.3.1 - EQUAGOES MULTIPARAMETRICAS DE KAMLET-ABBOUD-TAFT E
DE CATALAN

Entretanto, como quase tudo, existem limitacdes, a escala de polaridade
de Reichardt se tratava de uma escala uniparamétrica que englobava todas as
possiveis interagdes soluto-solvente. Logo, com o passar do tempo, houve a
necessidade de uma escala mais detalhada, que trouxesse consigo mais
informacgdes, além da energia de transigdo molar. Assim foram introduzidas
equagdes multiparamétricas, a fim de abranger uma maior elucidagdo das
interacdes soluto-solvente [47].

Foi desenvolvida entdo a equacdo multiparamétrica Kamlet-Abboud-Talf
(KAT) (Equacao 2), onde é possivel avaliar quais parametros tem maior

influéncia no efeito de solvatacao do soluto.

Er(corante) = Er(corante), + aa + b + s(m* + d ) (2)
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Nesta equagao é possivel avaliar parametros como acidez (0), que esta
relacionada com a capacidade do solvente em doar prétons para o soluto para
formar ligagdes de hidrogénio, basicidade () relacionada a capacidade do
solvente em receber prétons do soluto, além de um parametro extremamente
significativo de polaridade/polarizabilidade (n*), que € a capacidade do solvente
de estabilizar uma carga do soluto. Ainda na equacéo, 4 representa a corregao
de polarizabilidade do solvente, sendo designados O para solventes alifaticos
nao clorados, 0,5 para solventes alifaticos policlorados e 1,0 para solventes
aromaticos. Os termos a, b, s sao coeficientes caracteristicos do processo e
indicativo da sensibilidade do sistema frente as propriedades do solvente e por
fim Et(corante)o representa o valor de Et(corante) em um solvente inerte [47].

Uma outra escala multiparamétrica de polaridade foi desenvolvida por

Catalan e colaboradores, representada pela Equacéao 3 [48].

Er(corante) = E(corante), + aSA + bSB + sSPP (3)

Sendo SPP, termo utilizado para descrever polaridade/polarizabilidade,
SA acidez e SB paradmetro usado para descrever basicidade [48]. No entanto,
Catalan e colaboradores com novos estudos separaram os termos de polaridade

e polarizabilidade, propondo assim uma nova equagéao (4).

Er(corante) = Er(corante), + aSA + bSB + cSP + dSdP (4)

Onde os parametros consistem em polarizabilidade (SP) e SdP em polaridade.
Essas equagdes apresentadas s&o as mais utilizadas nos estudos de interagéo
soluto-solvente, proporcionando grande embasamento para os estudos atuais.
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CAPITULO 2 - METODOLOGIA
2.1 - MATERIAIS E METODOS

Todos os solventes utilizados neste trabalho foram obtidos de fontes
comerciais (Sigma-Aldrich, Merck, Vetec , Synth, Neon) e os compostos
utilizados como sondas foram obtidos de forma sintética.

As anadlises espectrofotométricas foram realizadas utilizando um
espectrofotbmetro de UV-Vis modelo Shimadzu-1800 e software UVProbe,
sendo analisadas na faixa de 250-650 nm, em cubeta de quartzo de campinho
optico de 10mm. Os espectros de emissao de fluorescéncia, por sua vez, foram
obtidos em um espectrofluorimetro SPF-500C da Aminco e software 500,

equipado com uma lampada de descarga Xenon de 300 kW.

2.1.1- PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DOS COMPOSTO
OXAZOLONICOS

Para obtencdo dos derivados oxazoldnicos, foi empregado o método
classico de Plochl-Erlenmeyer[23]. Dessa forma, em um bal&o reacional de 100
mL adicionou-se acido hipurico e os respectivos aldeidos na proporgao
esquetiométrica de 1:1. Adicionaram -se 10 mL de anidrido acético, juntamente
com acetato de sddio. A reacao foi mantida a agitagao e temperatura constante
de aproximadamente 80 °C. Apds a solucéo se liquefazer, deixou-se durante
duas horas, nas mesma condigdes reacionais. Quando cessada a reacao,
esperou-se esfriar a solugdo e mergulhou-se a mesma num banho de gelo,
adicionou-se aproximadamente 20 mL de alcool etilico. Esperou-se algum tempo
e guardou-se na geladeira por 24 horas. O produto reacional foi purificado por

recristalizagao e por cromatografia em coluna.

2.1.2- TESTE DE SOLUBILIDADE

Inicialmente foi realizado testes de solubilidade em temperatura ambiente
com os seguintes solventes: Dimetilformamida, Dimetilsulféxido, Isopropanol,

Alcool etilico, Alcool metilico, Acetona, Acetonitrila e Tetrahidrofurano.

36



Pesou-se uma pequena quantidade dos compostos oxazolonicos
macerados em tubos de ensaio, e posteriormente adicionou-se 10 mL dos
respectivos solventes. As amostras foram submetidas a técnica de agitagéo por
ultrassonicacgéo (Frequéncia de 60 Hz) por 60 segundos.

O mesmo teste foi aplicado para o analito em estudo (histamina).

21.3- PREPARO DE SOLUGAO PADRAO OXAZOLONICA PARA
CONSTRUGAO DO SENSOR FLUORESCENTE

Foi preparada uma solug&o padr&o na concentragédo de 1.103mol L' para
ambos os derivados 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-
5(4H)-ona (AZA 2) e 4-(4-nitrobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (AZA 8)
em baldes volumétricos de 25 mL. O volume foi completado com DMSO.

2.1.4 - PREPARO DE SOLUGAO PADRAO DE HISTAMINA

Primeiramente pesou-se 0,0278 g de histamina, que foi solubilizada em 25
mL de DMSO, obtendo-se uma solugdo na concentragdo de 1.103 mol L-'. Apds
este procedimento, retirou-se dessa solugdo uma aliquota de 0,25 mL para
preparagdo de uma solugéo estoque em DMSO de concentragao de 1.10° mol
L-" em um bal&o volumétrico de 25 mL. Esta solucao foi utilizada como solugéo

estoque para posteriores testes.

2.1.5 - ESTUDO FOTOFISICO

A avaliacdo da fotofisica dos corantes oxazol6nicos e do analito (histamina)
foi realizada mediante a analise de absorcdo UV-Vis e espectrofluorimetria,

utilizando as respectivas solugdes padrao, em temperatura ambiente.

2.1.6 - CONSTRUGCAO DO SENSOR FLUORESCENTE A BASE DE REAGAO
PARA DETECGAO DE HISTAMINA

A partir da solugéo estoque do corante AZA2 na ordem de 1.103mol.L",
foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e transferidas para cinco baldes volumétricos
de 10 mL, a fim de se obter uma concentragao fixa de 1.10° mol. L-' da sonda

fluorescente em cada uma das amostras. Posteriormente foram adicionados nas
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amostras diferentes volumes de solugdo de histamina, obtendo assim
concentracdes variaveis do analito como mostrado na TAB.1

Tabela 1: Obtencdo de amostras com volumes variaveis de histamina e suas
respectivas concentragdes finais (mol. L")

Amostra Volume Histamina Concentragao final Concentragao da
(mL) de histamina sonda AZA2 (x 10°
(x10¢ mol.L") mol. L)
1 2 2,0 1,0
2 4 4,0 1,0
3 6 6,0 1,0
4 8 8,0 1,0
5 9 9,0 1,0

Apos preparadas as amostras, as mesmas foram submetidas a duas
condigdes reacionais diferentes, empregando-se aquecimento convencional a 65
°C sob agitacdo magnética por 3 horas conforme a metodologia proposta por
Deng e colaboradores (2017) e com o objetivo de reduzir o tempo reacional foi
empregado o uso de irradiagdo por microondas em um minuto e meio.
Posteriormente foi realizada as analises no espectrofluorimetro, onde se
observou a necessidade de melhorar as condi¢cdes reacionais. Diante disso,
estabeleceu-se um estudo sistematico das condi¢gdes reacionais, além da
substituicdo do derivado AZA2 pelo AZA8 para obtencao de melhores respostas

do sensor. Sendo a otimizagao apresentada na (TAB. 2).

Tabela 2: Otimizacdo da condicdo reacional do desenvolvimento do sensor

fluorescente
Reacao Técnica Tempo Concentragao de histamina Concentragao da
maximo (x 105 mol L) sonda AZA8 (x 10
(min) mol. L)
1 Irradiacéo luz 120 1,0 1,0
ultravioleta
2 - 120 1,0 1,0
3 - 20 2,0-9,0 1,0
4 - 120 20-9,0 1,0
5 - 20 20,0 -60,0 1,0
6 - 20 2,0-9,0 10,0
7 - 20 20-9,0 5,0
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2.1.7 - CONSTRUGAO DO SENSOR FLUORESCENTE PARA DETEGAO DE
iONS

Para a realizacdo das analises de deteccao de ions, foram preparadas
solucdes aquosas de diferentes ions de concentragdo na ordem de 1.103mol. L-
. Os ions explorados foram: Cu(ll), Mn(ll), Co(ll), Ni(ll), Fe(ll), Zn(Il) e Pb(ll).
Posteriormente adicionou-se 100 uL destas respectivas solugcbes em balbdes
volumétricos de 10 mL juntamente com 100 pL da solugdo padrdo oxazolbénica
utilizada como sonda. Completou-se com agua até a marca de afericdo e

realizaram-se as analises de espectrometria de UV-Vis.

2.1.8- MEDIDAS DE POLARIDADE DE SOLVENTES PUROS

Foram preparadas solugdes estoques dos derivados AZA2, AZA8, AZA10
e AZA13 em diclorometano na concentracdo de 1.102 mol.L-'. Adicionaram-se
aliquotas de 10 uL dessas solugdes em 17 baldes volumétricos de 10 mL, para
cada sonda empregada, deixando-se evaporar o solvente. Apds a evaporagéo
do diclorometano, cada sonda foi dissolvida nos 17 solventes puros selecionados
(alcool etilico, alcool isopropilico, alcool metilico, acetonitrila, DMSO, DMF, n-
hexano, acetato de etila, cicloexano, THF, acetona, dioxano, cicloexanona,
cloroférmio, diclometano, tetraclorometano e tolueno), resultando em
concentragbes finais de 1.10°° mol.L-" Realizaram-se entdo as leituras no
espectrofotbmetro de UV-Vis e a partir dos espectros foram obtidos os
comprimentos de onda de absor¢do maxima, cujo valores permitiu calcular as
energias de transicdo molar dos compostos em cada solvente, usando a

Equacéo 1.

2.1.8.1 - ESTUDOS DE FOTOISOMERIZAGAO DOS CORANTES

Foram preparadas solugdes do composto AZA2 em n-hexano e metanol
ambos nas mesmas concentragdes (1.10-°mol L"), submetendo-as a irradiagéo
ultravioleta gerando espectros de absorgéo no UV-Vis a cada 10 minutos durante

1 hora em temperatura ambiente.
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2.1.8.2 - ESTUDOS DE AUTOAGREGAGAO DOS CORANTES

Para o estudo de autoagregacgao foram preparadas solug¢des estoque do
corante AZA2 na concentracéo de 1.10°° mol L' em dois solventes diferentes, n-
hexano e metanol. Posteriormente foram realizadas diversas diluicoes fazendo-
se a leitura espectrofotométrica a cada diluicdo. Os valores de absorbancia
correspondentes aos maximos nos comprimentos de onda em cada solvente
foram coletados e utilizados para a realizacdo de uma curva analitica, a fim de

verificar a linearidade do sistema através de uma regresséo linear.

2.1.8.3 - APLICAGAO DAS ESTRATEGIAS MULTIPARAMETRICAS

As estratégias multiparamétricas foram calculadas a partir dos valores de
Er (corante), previamente calculados, utilizando as equacdes de KAT e Catalan
com o auxilio do software Origin 8.5, obtendo-se os parametros de acidez,

basicidade, polaridade e polarizabilidade
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente, serdo apresentados os resultados referentes aos estudos
fotofisicos de dois candidatos a sonda fluorescente AZA2 e AZAS,
posteriormente sera discutida a aplicagdo das mesmas na deteccao de
histamina. A seguir seréao apresentados os resultados do estudo da aplicagao
das sondas como sensores de ions e na terceira parte, serdo discutidos os

resultados do estudo de solvatag&o dos corantes em solventes puros.

3.1 - ESTUDOS FOTOFISICOS

Inicialmente, foram realizadas avaliagdes fotofisicas de dois derivados
oxazolonicos AZA 2 e AZA 8, sendo que o substituinte na porgcao benzilidénica
€ a principal diferenga existente entre eles, conforme as estruturas apresentadas
na FIG. 15, onde os mesmos apresentam grupos doadores e retiradores de
elétrons respectivamente. Avaliou-se também a fotofisica da histamina

empregada como analito no estudo.

ON AZA 8 Me, N AZA 2
N / N /
/
rL =0 r L =0
4-(4-nitrobenzilideno)-2-fenil-1,3- 4-(4-(N,N)-dimetilaminobenzilideno)
oxazol-5(4H)-ona -2-fenil-1,300xazol-5(4H)-ona

Figura 15: Estrutura molecular dos derivados oxazoldénicos AZA8 e AZA2

A avaliagao foi realizada mediante as analises de absor¢ao e emissao de
fluorescéncia, utilizando DMSO como solvente.

Nesta etapa do estudo fotofisico tanto os derivados oxazoldnicos quanto
a histamina foram analisados em solugdo com concentragédo na ordem de 1.10-°

mol L.
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O Amax de absorc¢ao na regido do UV-Vis foi utilizado como comprimento
de onda de excitagdo (Lexc) para obtencdo dos espectros de emissdo de
fluorescéncia. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente.

Cabe ressaltar que foi realizado um teste de solubilidade, a fim de verificar
a solubilidade dos reagentes em diferentes solventes, com o intuito de escolher
um solvente que fosse favoravel para o analito e para sonda empregada, tendo
em vista que os mesmos serdo submetidos a uma reacdo quimica, conforme

apresentada na FIG.16.

NH, R4
Ry
—— |
(0]
HN
HN\%N : J§6|N
N~ H
— N
@\% ]
o DMSO N

Figura 16: Construgdo do sensor fluorescente a base de reagado quimica entre
derivados oxazolénicos e histamina em DMSO

No entanto, dentre os solventes analisados, a histamina apresentou-se
soluvel apenas em DMSO, logo os demais solventes testados foram descartados
para o estudo fotofisico.

Nas FIG. 17 e 18 sao apresentados os espectros de absor¢ao e emissao

dos derivados oxazolénicos e do analito em estudo (histamina).
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Figura 17: Espectro de absor¢cdo e de emissdo do composto oxazolbénico (4-
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Figura 18: Espectro de absorgao e de emissdo do composto oxazoldnico 4- (4-
nitrobenzilideno) -2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (AZA 8) [1.10° mol.L-'] em DMSO
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Realizou-se uma varredura nos comprimentos de onda de 250 a 650 nm,
onde observou-se um maximo de absorgao (Aabs), localizado entre 478-480 nm
para o derivado AZA 2 e entre 383-384 nm para o AZA 8.

A variacido do deslocamento entre os maximos de absorgao entre os dois
compostos foi de aproximadamente 100 nm, indicando que o efeito do
substituinte acarreta em uma mudanga espectral significativa.

Considerando que os comprimentos de onda do espectro eletromagnético
estdo associados a uma certa quantidade de energia, quando inserimos um
grupo retirador de elétrons a uma molécula a energia necessaria para que um
elétron seja promovido para um nivel mais energético € maior, sendo assim é
observado menores comprimentos de onda, comportamento este observado no
derivado AZA 8, que contém como substituinte um grupamento nitro. Em
contrapartida, se uma molécula contiver grupamentos doadores de elétrons,
como é o caso do derivado AZA 2, a energia necessaria para que ocorra essa
transicdo € menor, acarretando assim em maiores comprimentos de onda. Esses
efeitos justificam a significativa mudanga espectral observada entre os dois
derivados oxazolonicos.

De modo geral, quando se tem um substituinte doador de elétrons o grupo
croméforo € estabilizado com mais elétrons &, acarretando em uma maior
conjugacao na estrutura, deslocando os maximos de absorgdo para maiores
comprimentos de onda (efeito batocrémico) ao contrario do que ocorre quando
se tém um grupamento retirador de elétrons que diminui o efeito de conjugacéao
e ocorre o deslocamento hipsocrémico para menores comprimentos de onda.

Analisando ainda os estudos fotofisicos, conforme a FIG. 17, a histamina,
analito de estudo, ndo apresenta absorcdo nesta faixa que foi realizado a
varredura (250 a 650 nm), o que demonstra que o analito ndo absorve no mesmo
comprimento de onda dos compostos candidatos a sondas fluorescentes, sendo
assim possivel a aplicacdo dos mesmos como sensores e da histamina como
substéncia a ser detectada.

O estudo das propriedades fotofisicas dos compostos oxazolbnicos foi
realizado também mediante a técnica de espectrofluorimetria, apresentados nas
FIG. 17 e 18.

No espectro de emissao de fluorescéncia da AZA 2, pode—se observar

uma banda principal de emissao localizada entre 554-558 nm (FIG. 17). Para
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esse composto obteve-se um valor de deslocamento de Stokes na ordem de 78
nm.

Por outro lado, o composto AZA 8 apresenta seu maximo de emissao
localizado entre 436 e 438 nm (FIG. 18), apresentando um deslocamento de
Stokes de 52nm.

Sabe-se que baixos valores observados para o deslocamento de Stokes
indicam que as moléculas no estado excitado apresentam estruturas eletronicas
muito similares as encontradas no estado fundamental, ndo sofrendo
modificagdes significativas em sua estrutura quimica e eletronica.

Quanto a intensidade de emissédo de fluorescéncia verificou-se que o
derivado AZA8, apresentou baixa intensidade comparado com o AZA2, fato esse
que corrobora com a literatura, uma vez que o derivado AZA8 apresenta
substituinte retiradores de elétrons, o que provavelmente proporciona outros
meios de desativagao, como aquelas expostas no diagrama de Jabloski (FIG.1),
diminuindo assim a constante de decaimento envolvida no processo de emissao

de fluorescéncia.

3.1.2 - ESTUDO DA INTERAGAO DOS DERIVADOS OXAZOLONICOS COM
A HISTAMINA

3.1.2.1- APLICAGAO AZA 2

A interacdo do composto oxazolénico com a histamina visando o
desenvolvimento de um método quantitativo foi investigado pela técnica de
espectroscopia de fluorescéncia, empregando o derivado AZA2 como sonda
fluorescente, submetendo-o em diferentes condi¢gdes reacionais com o analito.

A histamina foi escolhida dentre as aminas como objeto de detecc¢do para
a realizacado deste trabalho, pela sua caracteristica de amina primaria, o que
consequentemente favorece a sua reagao com o composto oxazolbnico, devido
ao seu menor efeito estérico comparado com aminas secundarias e terciarias e
também por ndo serem encontrados artigos na literatura sobre métodos de
deteccao de histamina com sistemas fotoluminescentes.

Neste ambito, visamos monitorar quantidades de histamina por meio do
mecanismo de supressao de fluorescéncia, que ocorre quando € adicionado uma

molécula que desativa o fluoréforo, esse efeito observado esta relacionado com
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o0 mecanismo de supressado de fluorescéncia de Stern- Volmer, dada pela
equacao 5 no caso de supressao colisional, onde um fluoréforo excitado interage
(curto alcance) com atomo ou uma molécula supressora fazendo com que

aumente as taxas de transicoes nao radiativas para o estado fundamental.

2 =1+Kq [Q] =1+Kp D] (%)

Nesta expresséao, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia

e presenga do supressor, respectivamente, k, € a constante bimolecular de

supressao; t, € tempo de vida do fluoréforo na auséncia do supressor, Ky é
constante de supressao de Stern- Volmer e [Q] € a concentragdo de supressor.
As medidas de supressdo sao geralmente representadas em um grafico Fo /F
versus [Q]. Logo, espera-se que Fo /F seja linearmente dependente da
concentracao do supressor. [9]

Deng e colaboradores (2017) reportaram um efeito de supressao de
fluorescéncia empregando o derivado oxazolbnico 4-[(Z)-2,5-metoxibenzilideno]-
2-metiloxazol-5(4H)—ona como sonda na deteccdo de dopamina (FIG.19). Foi
observado uma reducao de aproximadamente 16 e 18% na absorcao e emissao
da sonda na medida em que se aumentava a concentragao da amina, em uma
reacdo de aproximadante 3 horas. No entanto, com o objetivo de aumentar a
reatividade entre a oxazolona e a amina, Deng e colaboradores empregaram
aquecimento a reacao, realizando-a em 65 °C , verificando agora a reducgao da

absorcao e emissao para 27 e 28% respectivamente.
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Figura 19: Mecanismo proposto por Deng e colaboradores do sensor
fluorescente baseado em reagao para deteccdo de dopamina.

Diante disso, no estudo da interacdo do composto oxazoldénico com a
histamina, espera-se que o analito (histamina) atue como uma molécula
supressora, na qual, a medida que aumente concentragdo de histamina a
intensidade de fluorescéncia da sonda AZA2 diminua proporcionalmente.

A FIG. 20 mostra os espectros de fluorescéncia do sensor excitados em
480 nm, ap6s o emprego de condi¢des reacionais de 3 horas em aquecimento
convencional a 65 °C sob agitagdo magnética e com o uso da irradiacdo por

micro-ondas em um minuto e meio.
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Figura 20: Espectro de fluorescéncia da reagdo AZA2 [1.10-5 mol.L"] e histamina
em DMSO (a) 3 horas aquecimento convencional a 65 °C em agitagdo magnética
(b) uso do micro-ondas em um minuto e meio

Os resultados obtidos para a construgdo do sensor fluorescente
apresentados acima, permitem afirmar que nao houve interagdo do derivado
oxazolbnico com a histamina, uma vez que, as bandas de fluorescéncia da sonda
permaneceram quase inalteradas apds a adicdo de diferentes equivalentes do

analito. A justificativa se da pela estabilidade do nucleo oxazolénico do derivado
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AZA2, proporcionada principalmente pelo substituinte doador de elétrons contido
na porgao benzilidénica.

Procurou-se entdo explorar a potencialidade do composto AZA 8, por
apresentarem algumas caracteristicas que, de certo modo, favorece a interagéo

da sonda com o analito.

3.1.2.2- APLICACAO AZA 8

O derivado 4-(4-nitrobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (AZAS8)
diferente do AZA 2 apresenta na porcao benzilidénica substituinte retirador de
elétrons como ja foi mencionado anteriormente, tal caracteristica favorece a
desestabilizagdo do nucleo oxazolbnico por efeito de indugdo, tornando a
carbonila mais sucetivel ao ataque nucleofilico da amina, como exemplificado

pelo mecanismo de reagao proposto na FIG.21.
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Figura 21: Proposta mecanistica para reagao do derivado AZA e a histamina
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Neste contexto, a reagao procederia com o ataque nucleofilico da amina
(NH2) na carbonila do nucleo oxazol6nico, acarretando na clivagem da ligacéo
causando a ruptura do anel fluoréforo e instantaneamente desfavorecendo a
fluorescéncia, devido a perca da rigidez estrutural.

Nesta etapa do estudo, para avaliar a aplicabilidade do derivado AZAS8 foi
utilizada apenas analises de absor¢dao. Foram avaliadas diferentes condigdes
reacionais para a interagdo da sonda com o analito, que sera discutido

posteriormente.

Influéncia da irradiagdo com luz ultravioleta

A principio o estudo foi realizado utilizando uma proporgédo molar de 1:1
da respectiva sonda e do analito.

A reacao foi processada mediante a irradiagdo com luz ultravioleta com o
auxilio de um fotoreator em diferentes tempos, avaliou-se também como a
reacao se procederia nos mesmos tempos sem o uso de irradiagdo, conforme
apresentada na tabela de otimizagao (TAB. 2), nas reagdes 1 e 2.

As FIG. 22 e 23 apresentam os espectros de absorcao para o referido

estudo. O espectro na auséncia de histamina é apresentado para comparacao.
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Figura 22: Espectro de absor¢do na regiao no UV-Vis em DMSO para o
composto AZA8 [1.10° mol.L"] apds a adigdo de 1 equivalente de histamina em
diferentes tempos com o uso de irradiagao ultravioleta
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Figura 23: Espectro de absor¢do na regidao no UV-Vis em DMSO para o
composto AZA8 [1.10-° mol.L-'] apds a adicdo de 1 equivalente de histamina em
diferentes tempos sem o uso de irradiag&o ultravioleta
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Avaliando o curso da reacdo nas diferentes condigdes reacionais
(com/sem irradiagéao) observa-se que houve interagcdo do composto oxazoldnico
com a histamina desde os primeiros 30 minutos de reacdo, em que, é
observando uma diminuicdo da absorbancia de aproximadamente 14%, no
entanto, é verificado um comportamento similar para ambas condicoes.

E interessante notar, que no tempo determinado em 120 minutos nas duas
analises apresentadas, a banda de absorcdo sofre além da diminuicido da
absorbancia, um deslocamento hipsocromico e uma mudanca no formato da
banda. Essas variagdes observadas confirmam a interagdo da sonda com o
analito. Logo com base nestes dados, visando o desenvolvimento de um método
analitico pratico, eficaz e barato determinou-se que os estudos posteriores
realizariam sem a utilizag&o da irradiagdo com luz ultravioleta.

Ainda pensando na otimizacdo da reagdo como mostrada na TAB.2,
realizou-se um estudo variando a concentragcdo de histamina utilizando dois

tempos distintos 20 e 120 minutos.

Influéncia do tempo

O objetivo desta analise é estimar o melhor tempo de reacao, através da
diminuicao da absorbancia da sonda quando inserimos concentragdes variadas

do analito. Os espectros estao apresentados nas FIG. 24 e 25.
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Figura 24: Espectro de absor¢do na regiao no UV-Vis em DMSO para o
composto AZA8 [1.10°° mol.L"'] apés a adicdo de 2,4,6,9 equivalente de
histamina em 20 minutos
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Figura 25: Espectro de absor¢do na regiao no UV-Vis em DMSO para o
composto AZA8 [1.10°° mol.L-'] apés a adigcdo de 2,4,6,9 equivalente de
histamina em 120 minutos

E possivel observar na reagédo de 20 minutos (FIG.24) uma tendéncia
decrescente na intensidade de absorbancia da sonda com o aumento da

concentracao de histamina. Além disso, € observado também um deslocamento
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hipsocrémico consideravel, em que, a banda desloca seu maximo de 384 nm
para aproximadamente 340 nm quando adicionado 9 equivalentes de histamina,
provavelmente atribuido a formagéo de um produto da reacéo.

Por meio da analise do espectro da FIG.25 referente a reagcdo de 120
minutos, observou-se que os deslocamentos das bandas para o azul ficaram
mais destacados, confirmando assim a formag¢ao de um produto na faixa de 329
a 336 nm.

Logo, os resultados mostram o consumo da sonda AZAS8 indicado pela
seta vertical vermelha e a formagao de um produto indicado pela seta vertical
preta, que supostamente varia de acordo com a concentracédo de histamina.

Desta forma, ao plotar uma curva analitica da absorbancia da sonda em
funcdo da concentracdo do analito, com o intuito de verificar a linearidade,
obteve-se um valor de coeficiente de determinagao extremamente baixo para o
desenvolvimento de um método analitico.

Assim como conclusédo parcial, podemos apontar que nao € possivel ter
como resposta analitica a absorbancia da sonda em funcao da concentracéo do
analito.

No entanto, como a reagao acarretou na formacao de um produto, visou-
se estudar o comportamento desse produto em funcdo da concentracdo de
histamina, intencionando-se obter um comportamento proporcional. Logo com
base nesses resultados, objetivou-se desenvolver o sensor com respostas

baseadas na banda de absorgao do produto.

Efeito da concentragédo de Histamina sob a formacgéao do produto “C”

Para avaliar a correlacdo da concentragdo de histamina e o produto
formado “C” realizou-se um teste aumentando a concentracdo de histamina de
2.10°, 4.10°%, 6.105, 8.10°%, 9.10° mol.L-! para 2.104, 4.104, 6.10* mol. L,
permanecendo fixa a concentragao inicial da AZA8, na ordem de 1.10° mol.L"".

Os resultados estao apresentados na FIG. 26.
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Figura 26: Espectro de absor¢ao na regiao no UV-Vis para o composto AZA 8
[1.10-°mol.L-"] apos a adigéo de 8,9,20,40,60 equivalentes de histamina em 120
minutos sob luz UV em DMSO

Com o aumento na concentragao de histamina verificou-se uma tendéncia
crescente na absorbadncia do produto, apresentando indicios de um
comportamento proporcional, conforme apresentado no espectro da FIG. 26. A
formacédo do produto C é indicado pela seta preta e o consumo da sonda é
indicado pela seta vermelha.

Um outro fator importante observado que confirma a formagao do produto
C é a presenca do ponto isosbéstico, que indica a presenca de duas espécies
absorvedoras no curso da reacao.

A linearidade foi avaliada pelo grafico da absorbancia do produto C em
funcdo da concentragdo de histamina sendo verificada a partir da equacéo da
regressao linear FIG.27. O valor do coeficiente de determinacao obtido foi 0,84,
na qual indica, que dentro da faixa de concentragcao avaliada, as concentracdes

de histamina n&o foram proporcionais as respostas do método.
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Figura 27: Grafico da concentragao de histamina em fung&o da absorbancia do
produto formado na reacao entre a histamina e a AZA 8

Porém, apesar de ser resultados nédo esperados estimulou a realizagao
de um novo planejamento para experimentos posteriores mais abrangentes, com
um intuito de melhorar a linearidade do sistema dentro da faixa de concentracao
que apresenta a formacao do produto C.

No entanto, antes de realizarmos este novo planejamento, foi realizado a
reproducdo do meétodo, a fim de confirmar este comportamento da reacao,
representado na FIG. 26. Foi observado entdo que a reagdo apresentava
comportamento variado, em que o produto C comecgou a ser formado somente a

partir das concentragdes de 4.10* e 6.10“*mol.L ' (FIG.28).

56



0,30

Aza auséncia de histamina
1—— 8.10° mol.L”
9.10° mol.L"
0259 5 10*molL" l
] ——4.10" mol.L™
——6.10" mol.L"
0,20
.©
(&)
c
‘[ 0,15
—
o
7]
o)
< 0,10
0,05 \_/
0,00

T 7 T 7 T 7
300 350 400 450

Comprimento de onda (hm)

Figura 28: Repeticdo da analise de absorgdo na regidao no UV-Vis para o
composto AZA8 [1.10° mol.L"'] em DMSO apés a adigdo de 8,9,20,40,60
equivalentes de histamina em 120 minutos

Outro fator que confirma a variacdo do comportamento da reacdo é o
desaparecimento do ponto isosbéstico, que indica agora a existéncia de apenas
uma espécie absorvedora. Esses comportamentos discrepantes podem estar
associados ao efeito de temperatura.

Logo, os resultados evidenciam que a reagdo nao atingio equilibrio
quimico, na qual consequentemente necessitara de um sistema controlado, que
possibilita controlar principalmente a temperatura.

Diante do exposto, o sensor demonstrou-se altamente instavel para a

deteccao de histamina.

3.2 - ESTUDO DA APLICAGAO DE DERIVADOS OXAZOLONICOS PARA
DETECCAO DE iONS

Investigando ainda a aplicagdo dos derivados oxazol6nicos como sondas

no desenvolvimento de sensores, realizou-se a projecdo de um novo objetivo
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para deteccdo de ions, sendo uma area de grande interesse na quimica
ambiental, uma vez que, nos ultimos anos com a expansao urbana houve o
acumulo significativo de residuos industriais, resultante das atividades humanas,
além de outras praticas inadequadas ao meio ambiente, que acarreta diferentes
tipos de contaminacgao, sobretudo de metais pesados.

Apesar de inumeras técnicas analiticas existentes, com bons limites de
deteccao utilizadas para a deteccédo de metais pesados como espectrometria de
absorcdo atbmica, espectrometria de emissdo de plasma acoplada
indutivamente, voltametria de decapagem anddica, sédo técnicas que apresentam
alto custo o que as tornam inviaveis.

Assim, um dos sensores Opticos desenvolvidos para detecgao de ions foi
proposto por Ozturk e colaboradores [16], utilizando o derivado oxazol6nico 4-
(2-furilmetileno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona, onde o mesmo responde ao ferro
por um aumento na intensidade da fluorescéncia. O sensor apresentou-se
satisfatério, por fornecer respostas reprodutiveis e um limite de deteccdo de
3,8.10% mol L', além de ser um método barato e rapido e que nio requerer
condigdes reacionais, como meio acido, o que os torna com grande potencial de
aplicagdo em amostras reais.

Neste contexto, a fim de explorar os derivados oxazoldnicos, aplicou-se o
derivado AZA8 como sonda na deteccdo de metais pesados. Tal composto
despertou interesse devido a presenca de dois sitios ativos para a formacao do
complexo, uma vez que, o derivado apresenta substituintes nitrogenado e as
espécies ibnicas estudadas exibem carater catibnicas. Assim o composto
apresenta duas propostas de formagao de complexo, conforme apresentada na
FIG. 29

58



&)

o o Fe
@/ VAN

\N/ elll \\\

o\ﬁ//o
=T

/4

(:) \,0 @N =

| 4 ¢

y o)

Fe o

Figura 29: Exemplos de propostas da formagao de complexo do composto AZA
8 com metais (Fe)

Na investigagdo do desenvolvimento desse sensor a intensidade do sinal
esta associada com a formagao de complexo, sendo que essa formagao pode
interferir no sinal de modo que diminua ou aumente a intensidade dos sinais de
fluorescéncia da sonda empregada.

Assim foram preparadas diferentes solugdes de diferentes sais, tais como
nitrato de cobre, sulfato de mangéanes, nitrato de cobalto, sulfato de niquel,
sulfato de ferro, nitrato de zinco e nitrato de chumbo todos na concentragcao de
1.10-3mol.L" a fim de testar qual ion responderia melhor para o desenvolvimento
do sensor.

Nas solugdes idnicas foram adicionadas a sonda fluorescente investigada,
sendo verificada instantaneamente uma coloragao amarela na solucéo de ferro
(FIG. 30).
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Figura 30: Solugdes aquosas dos ions metalicos (Cu(ll), Co(ll), Mn(ll), Fe(ll),
Ni(ll), Zn(Il), Pb(Il)) adicionadas a sondas (AZA 8)

A seguir as amostras foram analisadas por meio da técnica de
espectroscopia de UV-Vis, na qual o ion de ferro apresentou melhor
sensibilidade, podendo ser observada por meio da diminuicdo da absorbancia
da sonda. Tal comportamento era esperado, visto que, pelas analises
preliminares foi verificado uma mudanga na coloracdo da solugcdo apenas
quando se empregou os ions de ferro.

Porém quando realizado o ensaio quantitativo do sensor para a deteccao
de ferro o mesmo nao apresentou resultados satisfatorios por ndo apresentar
linearidade na faixa de trabalho do estudo de 2.10°° mol L' a 9.10® mol L.

Isso pode ser justificado pela quantidade estequiométrica que

possivelmente ndo foi favoravel para formagao do complexo.

3.3 - ESTUDOS SOLVATOCROMICOS DOS CORANTES OXAZOLONICOS
EM SOLVENTES PUROS

Neste estudo foram investigados quatro derivados oxazolénicos, o0 4- (4-
(N,N)-dimetilaminobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona  (AZA2), 4-(4-
nitrobenzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5(4H)-ona (AZA8) cuja as estruturas ja foram
apresentadas na FIG.15 Além desses foram utilizados o 4- (4-metoxi-
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benzilideno)-2-fenil-1,3-oxazol-5 (4H)-ona (AZA10) e 4-(3-clorobenzilideno)-2-
fenil-4H-oxazol-5-ona (AZA13) apresentadas na FIG. 31.

OCH, AZA13
Cl
<7 O~
Z %
© O © O
4- (4-metoxi-benzilideno) -2-fenil- 4- (3-clorobenzilideno) -2-fenil-4H-
1,3-oxazol-5 (4H) -ona oxazol-5-ona

Figura 31: Estrutura molecular dos derivados oxazol6onicos AZA 10 e AZA13

De forma a obter o comportamento solvatocrémico desses derivados
oxazolénicos em diferentes solventes, determinou-se a energia de transigéo
molar Er com auxilio da técnica de espectrofotometria no UV-Vis, para isso foi
necessario determinar o comprimento de onda relativo aos maximos de
absorgao das sondas empregadas.

Assim aplicou-se a equacao 1 e através desta foram obtidos os respectivos
valores de ET(AZA) em kcal mol' que se encontram apresentados da TAB. 3,
juntamente com os valores de E1 (30).

Os ensaios foram realizados em 17 solventes organicos determinados a
temperatura ambiente, incluindo 12 solventes apraéticos, 3 proéticos e 2 clorados.

Como podemos observar na FIG. 32, o composto AZA2 apresenta coloragao
amarela quando em solugao independente do microambiente, assim como para
os demais derivados, diferente do comportamento de algumas sondas
solvatocrdmicas, que exibem uma grande variedade de cores em solugao

dependendo do meio em que se encontram, como 0os compostos merocianinicos.
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Figura 32: Solu¢des do corante AZA2 em diferentes solventes

Tabela 3: Valores de E1(30) e Et(corante) para o composto AZA2, AZA8, AZA10,
AZA13 em 17 solventes puros.

Solvente Er(30) 2 ET(AZA2)® ET(AZA8)® ET(AZA10)® ET(AZA13)P
Ciclohexano 30,9 62,42 76,03 74,84 78,98
n-Hexano 31,0 62,83 76,44 75,23 79,41
Tolueno 33,9 61,08 74,65 73,87 78,11
Dioxano 36,0 62,15 75,43 74,06 78,98
THF 37,4 61,35 75,04 74,06 78,98
Acetato de etila 38,1 62,01 75,83 75,04 79,41
Cicloexanona 39,8 60,31 75,04 73,68 78,98
Tretracloreto de 39,1 61,35 75,43 73,87 78,54

Carbono

Cloroférmio 39,1 60,44 75,04 73,49 78,33
Diclorometano 40,7 60,57 75,05 73,68 78,54
Acetona 42,2 61,22 75,83 74,45 79,41
DMF 43,2 60,31 75,43 73,68 78,54
DMSO 451 59,56 74,45 73,31 78,11
Acetonitrila 45,6 61,35 76,03 74,84 79,41
Isopropanol 48,4 61,22 76,03 74,26 79,41
Etanol 51,9 60,95 76,03 74,06 79,19
Metanol 55,4 61,08 89,90 74,26 79,41

@ Valores obtidos de Reichardt, 1994 [4]
®em kcal mol’
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Correlacionando assim os valores de ET(AZA) e Et(30) é possivel

evidenciar o comportamento exibido pelas sondas nos solventes investigados,

como apresentados nos graficos das FIG. 33 e 34.
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As FIG. 35 e 36 mostram os espectros de UV-Vis para os corantes AZA,
em solventes selecionados com caracteristica apolar, polar e polar proticos,
reforcando o comportamento solvatocromico das espécies estudada
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Figura 35: Espectros de UV-Vis para o composto AZA2 (A) e AZA10 (B) em
metanol (—), hexano () e DMSO (—)
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Assim, por meio das analises dos dados, verifica- se que o composto
AZA2 apresenta uma banda solvatocrOmica Amax em 455 nm em n-hexano
(FIG.35-A) e valor de ET(AZA 2) = 62,83 kcal.mol". Em DMSO a banda se
desloca para 480 nm e apresenta ET(AZA2) = 59,56 kcal.mol"', enquanto que em
metanol a banda sofre um deslocamento hipsocrémico comparado com o
DMSO, apresentando Amaxem 468 nm e ET(AZA2) = 61,08 kcal mol"-

Desta maneira, verifica-se que as bandas solvatocromicas do derivado
AZA2 apresentam um breve, porém consideravel deslocamento dependendo da
polaridade do solvente.

No grafico da FIG 33-A, onde os valores de ET(AZA2) confronta-se com o
valores de Et(30), revela que o corante apresenta um comportamento de
solvatocromismo reverso, isto €, a medida que a polaridade do solvente aumenta
de n-hexano para DMSO a energia de transigdo molar diminui e os espectros de
absorcdo exibem um descolamento batocrédmico, tal comportamento é
caracteristico do solvatocromismo positivo. Porém, observa-se que esse
comportamento se limita até o DMSO, onde € evidenciada a regidao que
apresenta reversao do solvatocromismo. A partir dessa regido, o aumento da
polaridade do meio faz com que ocorra também um aumento da energia de
transicdo molar, consequentemente deslocando a banda solvatocrémica para
menores comprimentos de onda (deslocamento para o azul ou deslocamento
hispsocrémico), apresentando assim um solvatocromismo negativo.

Neste caso, ndo se pode afirmar que o estado fundamental € mais
estabilizado por solvatacdo do que o estado excitado ou que o estado excitado
€ mais estabilizado pelo solvente do que o estado fundamental, como
aconteceria se a sonda tivesse comportamento solvatocrémico negativo ou
positivo, respectivamente.

Um ponto importante a ser ressaltado é que o aumento da energia de
transicdo molar, ocorreu quando foi empregado solventes hidroxilicos. Este
comportamento sugere que esteja ocorrendo a formagado de ligacdo de
hidrogénio do soluto com o solvente.

O derivado AZA10 apresenta um comportamento similar ao encontrado
no AZA2, conforme apresentado no grafico da FIG.33-B, no entanto, esse

derivado apresenta um deslocamento de banda menos acentuado, em que, a
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banda apresenta Amaxem 380 nm em n-hexano, 390 nm em DMSO, deslocando
para 385 nm em metanol (FIG.35-B).

Verificando ainda o grafico da FIG. 33-B, observa-se que a energia de
transicdo molar do AZA10 em n-hexano € de aproximadamente 75,23 kcal.mol
', com o aumento da polaridade do solvente a energia de transigdo molar diminui
para 73,31 kcal mol'" em DMSO e empregando um solvente polar prético como
o metanol a energia de transigdo volta a aumentar para 74,26 kcal mol”,
caracteristicas essas que confirmam o solvatocromismo reverso exibido também
pela sonda AZA10.

Esse comportamento semelhante entre esses dois derivados estudados,
€ resultado da caracteristica dos substituintes, na qual, ambos apresentam
substituintes doadores de elétrons, proporcionando a presenca de sistemas
aceitadores e doadores, fazendo com que a transferéncia de carga fique
altamente sensiveis aos solventes, apresentando assim variacbes nos
comprimentos de onda maximo.

No entanto, o composto AZA2 apresenta dois grupos metilas como
substituinte, isso resulta em um deslocamento mais evidenciado em comparagao
com o derivado AZA10 que apresenta apenas um grupamento metila, isso ocorre
pelo aumento na transferéncia de cargas entre o grupo elétron-doador e o grupo
aceitador de elétrons. Outro fator responsavel pelo deslocamento menos
acentuado do AZA10 em relagao ao AZA2, é a presenga do atomo de oxigénio
também presente no substituinte do AZA10, uma vez que, esse atomo apresenta
maior eletronegatividade comparado com o atomo de nitrogénio presente na
estrutura do AZA2, desfavorecendo assim a transferéncia de cargas.

Analisando o comportamento dos derivados AZA8 e AZA13 os dados
mostram que o0 emprego de derivados oxazolénicos como sondas
solvatocrémicas apresentam limitagées. Usando o composto AZA13 como
exemplo, € possivel observar que a banda solvatocrbmica nao sofreu
deslocamento quando empregado solventes com polaridades distintas (FIG. 36-
B), observa-se 0 Amax= 360 nm em n-hexano e em metanol. Ja a composto AZA8
apresenta um deslocamento consideravel (FIG.36-A), no entanto ndo apresenta
comportamento evidenciado (FIG.34-A) como os exibidos pelos compostos
AZA2 e AZA10,
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Desta forma, torna-se inaplicavel o emprego desses derivados como
sondas solvatocrémicas.

Esse fato ocorre, pois, o0 grupo nitro contido na molécula da AZA8 e o cloro
na estrutura da AZA13, sao poderosos aceitadores de elétrons, afetando
diretamente a transferéncia de carga intramolecular, devido a isso esses
compostos ndo apresentaram comportamento (FIG.34) como os exibidos pelos
outros derivados.

No caso do solvatocromismo reverso exibido pelos derivados AZA2 e
AZA10, existem trés possiveis explicagdes que a literatura aborda, dentre elas
esta a autoagregacéo dos corantes dependendo do meio que se encontra, onde
os diferentes valores de Amax estdo associados com a formacédo de dimeros ou
até agregados maiores, como observado no trabalho de Niebdalska e Gruda [49],
na qual estudaram os efeitos do substituintes no solvatocromismo de
merocianinas e verificaram um deslocamento hipsocrémico do composto em
solventes de menor polaridade, que estda associada com a formacdo de
agregados, e o surgimento de uma banda batocrémica do mesmo composto em
solventes de maior polaridade, tal banda é pertencentes aos monémeros .

Outra explicacao trazida na literatura para esse tipo de comportamento é
que o composto sofreu termo ou fotoisomerizacao cis/trans, sendo que a forma
cis € mais bem estabilizada em solventes apolares e a forma frans em solventes
polares [4,39,50,51].

E por fim a explicagdo mais aceita, baseadas em compostos derivados de
merocianinas, diz respeito a capacidade do solvente para estabilizar
diferentemente as formas de ressonéncia, a quinonoide (menos polar) e a
benzenoide (mais polar). Onde, solventes menos polares sdo capazes de
estabilizar as formas quinonoide, sendo que esta forma contribui mais para a
estabilizacdo do estado fundamental. Em contrapartida, com o aumento da
polaridade do meio, o estado fundamental deixa de ser estabilizado e os
solventes polares sdo capazes de estabilizar melhor a forma benzenoide, fato
esse que acarreta a reversao do solvatocromismo.[4,39,50]. A FIG. 37 apresenta
as estruturas de ressonancia para uma das merocianinas utilizadas no

respectivo estudo.
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Benzenoide Quinonoide

Figura 37: Forma benzenoide e quinonoide do composto merocianinico

Porém a polaridade nas estruturas de ressonancia sao particularidades,
uma vez que, a forma benzenoide dos composto oxazolénicos € menos polar e
a forma quinonoide € mais polar, conforme apresentadas nas estruturas

propostas na FIG.38.
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(menos dipolar) (mais dipolar)

Figura 38: Estruturas de ressonancia benzenoide e quinonoide para o corante
AZA 2

Neste contexto, para verificar qual desses fatores mencionados é
responsavel pelo comportamento reverso exibido pelos compostos sao
necessarios experimentos que analisem a possibilidade de ocorréncia de
autoagregacgao dos corantes e de ensaios que verifiquem a possibilidade de

isomerizagao. Estes estudos s&o relatados a seguir.

3.3.1 - ESTUDOS DE FOTOISOMERIZAGCAO DOS CORANTES AZA

A isomerizacdo cis/trans foi descartada pelo fato de que durante o
experimento utilizando a irradiagdo com luz ultravioleta, ndo houve mudangas
significativas no formato da banda de absor¢ao, absorbancia e no comprimento

de onda maximo, o que evidencia que a fotoisomerizagado nao foi induzida. A
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FIG. 39 apresenta espectros de UV-Vis para o corante em n-hexano e metanol,

em diferentes tempos de irradiagdo, confirmando a inexisténcia de

fotoisomerizacgao.
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Figura 39: Investigacdo da possivel fotoisomerizagdo do
corante AZA2 [1.10° mo.L-'] em metanol (A) e n-hexano (B)
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3.3.2 - ESTUDOS DE AUTOAGREGAGAO DOS CORANTES AZA

Dentre a classe organica, os corantes sdo compostos que apresentam
tendéncias para auto associagao, que consequentemente conduz a formacgao de
agregados e um dos fortes influentes neste fendbmeno é o solvente utilizado na
solucdo [52]. A espectroscopia de absorcdo UV-Vis € um dos métodos
quantitativos mais adequados para o estudo do fenbmeno de agregagao de
corantes em fungdo da concentragdo, uma vez que, 0 aumento na agregagao
pode ocorrer com o aumento da concentragdo do corante na solugdo. Desta
forma, a agregagao molecular foi sugerida pela primeira vez para explicar os
desvios da Lei de Lambert- Beer, isto porque, quando se tem mais de uma
substancia absorvedora geralmente a absorbéancia total apresenta um desvio da
linearidade [53-55].

Desta forma, para analisar o estudo da autoagregacédo dos compostos
AZA, foram obtidos os espectros eletrénicos de absorcao do derivado AZA2 em
funcdo da concentracdo em dois solventes com polaridades bem distintas (n-
hexano e metanol) (FIG. 40), onde verificou-se que a banda solvatocromica n&o
sofreu alteragbes na forma e no comprimento de onda maximo. Logo, se
observou que em ambos 0s casos a curva apresentou comportamento linear
(FIG.41), apresentando valores de R? satisfatorio, descartando assim a
possibilidade de autoagregacgéo na faixa de concentragéo estudada.
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Além disso, a fim de confirmar a auséncia de agregados foi realizado
também uma analise utilizando a técnica de espectrometria de fluorescéncia, por
apresentar maior sensibilidade. O resultado esta apresentado na FIG.42, que
apesar de um pequeno deslocamento da banda de emissdo demonstra que nao

ocorreu a formagéao de agregados.
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Figura 42: Espectro de fluorescéncia do composto AZA2 em DMSO em
diferentes concentracdes

Logo, o comportamento solvatocromico reverso ndo pode ser atribuido a
fendmenos de agregacdo, mas sim a capacidade do solvente para estabilizar
diferentemente as formas de ressonancia benzonoide e quinonoide do corante,

que sera abordada no proximo tépico.

3.3.3 - INTERPRETAGOES DO SOLVATOCROMISMO REVERSO DOS
COMPOSTOS AZA BASEADA NA ESTABILIZACAO DIFERENCIAL DAS
FORMAS DE RESSONANCIA

Descartada as possibilidades de autoagregacédo e fotoisomerizagdo o
comportamento solvatocromico reverso exibido pelos compostos pode ser

explicado pela hipétese da estabilizacio diferencial das formas de ressonancia,

75



ou seja, na habilidade dos solventes menos polares e mais polares para
estabilizarem o estado fundamental e o estado excitado dos corantes.

Em solventes menos polares como n-hexano e ciclohexano por exemplo, a
forma benzenoide traz uma contribuicdo maior para o estado fundamental,
porém com o aumento gradativo da polaridade do solvente, a diferencga entre o
estado fundamental e o estado excitado diminui, fazendo com que o solvente
seja menos capaz de solvatar o estado fundamental do composto ocorrendo
consequentemente uma melhor estabilizacdo do estado excitado. Esse fato
explica o solvatocromismo positivo entre o n-hexano e o DMSO. Em solventes
mais polares, como o metanol, a forma quinonoide é melhor estabilizada por ser
mais polar, logo nesta regido de maior polaridade a diferenga entre o estado
fundamental e o estado excitado € maior, ocorrendo maior estabilizagdo do
estado fundamental, sendo assim observado o solvatocromismo negativo
(F1G.43)
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Figura 43: Solvatocromismo reverso exibido pelo composto AZA 2
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3.4 - APLICAGAO DAS EQUAGOES MULTIPARAMETRICAS DE KAMLET-
ABBOUD-TAFT E DE CATALAN

Com o objetivo de avaliar qual ou quais parametros do solvente afetam
diretamente a solvatacdo do corante AZA2 e AZA10 comprometendo assim a
banda de absorgéo, empregou-se as equagdes multiparamétricas que levam em
consideracao os parametros de acidez, basicidade, polaridade e polarizabilidade
dos solventes. Os resultados sédo analisados por meio dos valores obtidos na
regressao linear multipla.

A escala de polaridade de Reichardt E1(30), leva em consideragao apenas
um parametro (energia de transicdo molar) para evidenciar o comportamento
solvatécromico exibido pelo corante. Logo, se faz necessario a aplicagdo de
estratégias que consigam elucidar as interagdes soluto-solvente. Para isso,
neste trabalho, foram aplicadas as equag¢des multiparamétricas de KAT
(Equacéao 2) e de Catalan (Equacao 4). Os valores dos coeficientes a,b, d e s
responsaveis por caracterizar a sensibilidade do soluto frente ao solvente estao
apresentado nas Tabelas 4 e 5, tais valores foram obtidos por meio de regresséo
linear multipla, onde Et(corante) é uma variavel dependente e os parametros
propostos por Catalan e KAT sdo variaveis independentes. O valor de
Er(corante)o que corresponde a energia de transicdo do sistema em solvente
inerte € o ponto intercepto também obtido estatisticamente.

Os parametros dos solventes das equacdes multiparamétricas de KAT e
Catalan, utilizados para obtengao dos dados das Tabelas 4 e 5, foram coletados

a partir de trabalhos da literatura e encontram-se no anexo [47,56].

Tabela 4: Coeficientes de correlacdo, a, b, ¢, d e s obtidos nas analises
multiparamétricas de Catalan através dos valores experimentais de Et do
corante AZA 2 e AZA10 em 17 solventes puros.

Corante Er (corante)o a b c d R?
AZA2 68,45 -1,56 0,32 -8,91  -1,54 0,90
AZA10 80,38 -1,50 -0,18 -8,32  -0,20 0,88
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Tabela 5: Coeficientes de correlacdo, a, b, e s obtidos nas analises
multiparamétricas de KAT através dos valores experimentais de Er do corante
AZA2 e AZA10 em 17 solventes puros.

Corante Er(corante)o a B s R?
AZA2 62,61 -0,46 0,36 -2,64 0,64
AZA10 74,86 -0,21 0,44 -1,41 0,29

A partir desses dados é possivel comparar os valores de energia de
transicado molar calculados, por meio das equagdes multipamétricas de KAT e
Cataldan com os valores de energia de transicdo molar obtidos
experimentalmente para os compostos oxazolénicos e verificar a relacdo entre
eles, assim as FIG. 44 e 45 mostram os graficos da relagdo de Er calculado pelas
equacoes de Catalan e KAT em fungao de Er mensurado.
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Figura 44: Relacéo entre Et calculado e mensurado para o composto AZA10,

considerando as estratégias de Catalan e KAT.
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considerando as estratégias de Catalan e KAT.
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Assim, as informacbes da Tabela 4 mostram que os parametros de
Catalan oferecem um melhor ajuste para os dados, cujo valor de R? foi mais
elevado para ambos os corantes, esse fato é confirmado nos graficos da FIG. 40
e 41, onde os valores do coeficiente de determinacdo também apresentam-se
mais elevados, quando comparados com os ajustes obtidos pela equagao de
KAT, na qual apresentou o valor de R?=0,69 para AZA2 e R2=0,38 para AZA10,
deste modo, a equacéao de Catalan revela que os valores de energia de transigao
molar obtidos experimentalmente foram bastante proximos aos que se esperaria
teoricamente, descrevendo assim melhor o sistema.

Outra observacao feita, diz respeito as interagdes soluto solvente, que é
o grande objetivo das equacgdes, verifica-se que o coeficiente ¢ nas analises de
Catalan e o coeficiente s na analise de KAT apresentaram os valores mais
baixos, em ambas as equacgdes. Tais coeficientes estdo relacionado com o
parametro polaridade e polarizabilidade, indiciando que sao os parametros mais
prepotentes nas interagdes soluto solvente.

Entretanto, os dados sugerem pela equagao de Catalan que o parametro
polarizabilidade é ainda o mais influente na solvatagao do composto, uma vez
que os valores de c relativo ao parametro SP, ficou estimado em -8,91 para AZA2
e -8,32 para AZA10. Logo, com a finalidade de confirmar qual parametro é mais
atuante na solvatacdo, aplicou-se a equagcao multiparamétrica de Catalan,
excluindo cada parametro de uma vez, acompanhando o coeficiente de

determinagédo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Influéncia dos parédmetros a, b, c, d (acidez, basicidade,
polarizabilidade e polaridade) do solvente usando a estratégia multiparamétrica
de Catalan para o composto AZA2

Er (corante)o a b c D R?
68,45 -1,56 0,32 -8,91 -1,54 0,90
67,28 - 0,11 -7,19 -1,72 0,83
68,58 -1,49 - -9,05 -1,39 0,90
69,11 0,35 0,78 - -2,08 0,41
69,24 -2,13 -1,08 -10,50 - 0,65
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Tabela 7: Influéncia dos pardmetros a, b, c, d (acidez, basicidade,
polarizabilidade e polaridade) do solvente usando a estratégia multiparamétrica
de Catalan para o composto AZA10

Er (corante)o a b c D R?
80,38 -1,50 -0,18 -8,32 -0,20 0,88
79,25 - -0,38 -6,66 -0,36 0,73
80,30 -1,55 - -8,24 -0,28 0,88
74,46 0,28 0,25 - -0,70 -0,07
80,30 -1,58 -0,36 -8,53 - 0,88

Verifica-se que o parametro polarizabilidade, c, apresenta grande influéncia
na solvatacdo dos dois corantes estudados, uma vez que, quando se faz a
exclusdo deste parametro do sistema, os valores de R2 declinam. O paradmetro
polaridade, d, apresenta comportamento parecido no derivado AZA2, porém nao
tdo expressivo quanto a polarizabilidade.

E notavel por meio dos resultados obtidos para o coeficiente de
determinacdo que o efeito da polarizabilidade foi mais expressivo para o
composto AZA10, esse fato pode ser justificado pelo momento dipolo
apresentado pelos compostos, uma vez que, o parametro polarizabilidade esta
relacionado com a capacidade do solvente em estabilizar uma carga do soluto.

Por meio de dados experimentais o AZA10 apresentou o momento dipolo
igual a 9,37y Debye, em contraste o AZA2 resultou em 7,21y Debye, logo o
composto AZA2 é mais facilmente estabilizado comparado com o AZA10,
acarretando em um menor efeito da polarizabilidade sobre o soluto.

Outra observacao feita € que em ambos os derivados o parametro
basicidade referente a capacidade do solvente em receber préotons do soluto ndo
influéncia na solvatagdo, visto que, os valores de R? permaneceram-se
inalterados. Esses resultados corroboram com as estruturas dos compostos,
pois 0s mesmos nao apresentam sitios acidos para doarem prétons para o
solvente.

A influéncia do parametro polarizabilidade na solvatagdo do AZA2 e AZA10
também pode ser observado nos graficos das FIG.46 e 47 por meio da regressao
linear quando aplicado a estratégia multiparamétrica de Catalan com todos os

parametros analisados e com a exclusdo do parametro SP.
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Figura 46: Relacdo entre os valores de Et mensurado e calculado para o
composto AZA2 considerando as estratégias de Catalan (Equacéo 4) usando
todos os parametros (A) e sem o parametro SP (polarizabilidade) (B)

83



75,5

75,0

~

»

3]
1

Et (AZA10) [kcal.mol™ ]

73,0

75,5 5

75,0 1

74,5 1

74,0

73,5+

Et (AZA10) [kcal.mol™ ]

73,0

T T T T T T T T
73,5 74,0 74,5 75,0 75,5

ET (AZA10) calculado [keal.mol™ ']

ET (AZA10) calculado [kcal.mol™ ]

Figura 47: Relacdo entre os valores de Et mensurado e calculado para o
composto AZA10 considerando as estratégias de Catalan (Equacgéo 4) usando
todos os parametros (A) e sem o parédmetro SP (polarizabilidade) (B)
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Assim, os valores confirmam que a solvatacao ocorre principalmente por
meio de interagdes ndo especificas, enquanto que as interagdes especificas
como ligagbes de hidrogénio ndo apresentam influéncias na solvatagdo do

corante.
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CAPITULO 4 - CONSIDERAGOES FINAIS

Com a realizacao deste trabalho conclui-se que os resultados obtidos
foram satisfatérios, apesar das dificuldades de resposta dos sensores
fluorescente propostos.

Constatou-se que os compostos oxazolénicos estudados, possuem
grande estabilizacdo frente a uma amina primaria nas condi¢gdes reacionais
estudadas, assim néo foi possivel obter uma resposta favoravel e reprodutiva do
sensor, logo para reverter esse quadro sdo necessarios estudos mais
sistematicos das condi¢des de reacdo, no intuito de aumentar a reatividade dos
compostos, ficando como ideia para posteriores trabalhos.

No estudo solvatocromico proposto com esses compostos, constatou-se
que os derivados AZA2 e AZA10 apresentam comportamento solvatocrémico,
logo eles podem ser utilizados para o estudo da polaridade do meio. Na
investigacao de polaridade de solventes puros verificou-se que esses corantes
apresentam solvatocromismo reverso, onde observou-se que na faixa de
concentragbes das solugbes estudadas ndo ocorreu agregagao do soluto.
Verificou-se também que os compostos nio sofrem fotoisomerizacdo, uma vez
que nao houve modificacbes espectrais da banda solvatocrémica, quando
submetidos a irradiagdo com luz ultravioleta. Assim o solvatocromismo reverso
exibido pelo composto, pode ser atribuido a diferentes estabiliza¢cées das formas
de ressonancia (benzenoide e quinonoide).

Conclui-se também, que os derivados AZA8 e AZA13 apresentaram
inaplicabilidade como sondas devido a caracteristica aceitador de elétrons dos
substituintes, diminuindo a possibilidade de transferéncia de cargas entres os
grupos.

E através dos estudos das estratégias multiparamétricas, foi constatado
que a estratégia de Catalan revelou-se mais adequada para descrever 0s
sistemas estudados e que o parametro de polarizabilidade representa uma
parcela significativa de contribuicdo para a interagdo soluto-solvente dos dois

derivados analisados.

86



ANEXOS

Tabela A1 : Valores dos parametros das estratégias multiparamétricas de KAT

e Catalan
SOLVENTE SA? SB? SdpP? SpPa b BP a?

Acetona 0 0,475 0,907 0,651 0,651 0,651 0,651
Alcool etilico 04 0,658 0,783 0,633 0,633 0,633 0,633
Cichohexano 0 0,073 0 0,683 0,683 0,683 0,683
Cloroférmio 0,047 0,071 0,614 0,783 0,783 0,783 0,783
Diclorometano 0,04 0,178 0,769 0,769 0,769 0,769 0,769
Dioxano 0 0,444 0,312 0,737 0,737 0,737 0,737
Triclorometano 0 0,044 0 0,768 0,768 0,768 0,768
THF 0 0,591 0,634 0,714 0,714 0,714 0,714
Tolueno 0 0,128 0,284 0,782 0,782 0,782 0,782
Metanol 0,605 0,545 0,904 0,608 0,608 0,608 0,608
2-isopropanol 0,283 0,83 0,808 0,633 0,633 0,633 0,633
Acetonitrila 0,044 0,286 0,974 0,645 0,645 0,645 0,645
DMSO 0,072 0,647 1 0,83 0,83 0,83 0,83
DMF 0,031 0,613 0,977 0,759 0,759 0,759 0,759
Acetato de 0 0,542 0,603 0,656 0,656 0,656 0,656
etila

n- hexano 0 0,056 0 0,616 0,616 0,616 0,616
Ciclohexanona 0 0,482 0,745 0,766 0,766 0,766 0,766
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