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RESUMO

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de sensores cromogénicos para
espécies neutras e anibnicas, através da interagdo uma merocianina solvatocrémica
(merocianina de Brooker, MB) com diferentes receptores (o-, f-, -, hidroxipropil-5,
metil-f-ciclodextrina e acido fenil borénico). A interagdo n&o covalente de
ciclodextrinas (CDs) com a MB permite o desenvolvimento de sensores
cromogénicos fundamentados na competicdo da MB e do analito pelo sitio receptor
da CD. Uma outra estratégia estudada faz uso do fato de que acidos borbnicos
podem interagir covalentemente com diferentes nucledfilos para a montagem de um
sensor cromogénico anidnico. A pesquisa foi desenvolvida em trés etapas, sendo
que na primeira etapa foi realizado um estudo sobre a interacdo de diferentes CDs
em solugdo tamponada (pH 10,55) com a MB, onde foi possivel observar
deslocamento batocrémico da banda solvatocrémica e formacdo de complexos de
associagao entre a MB e as CDs testadas, com exce¢ao da »~CD. Na segunda etapa
do trabalho estudou-se o sistema CD:MB para o desenvolvimento de um sensor
cromogénico para analitos neutros em S- e metil-4-CD, verificando-se que em meio
tamponado (pH 10,55) a associagado entre as espécies nao apresentou resultados
satisfatérios, pela alta polaridade do meio, o que dificulta a substituicdo da MB, no
interior lipofilico da CD, pelos substratos neutros. No entanto, em solugdo nao
tamponada os resultados obtidos apresentam nas constantes de associagao valores
satisfatérios, o que implica na substituicdo do indicador pelos substratos testados:
fenol, tolueno, benzeno e alcool benzilico. Por fim, na ultima etapa deste trabalho, foi
estudada a interagdo de um acido borénico com a MB em solugéo, e 0 seu uso no
desenvolvimento de sensor cromogénico anidnico. Os resultados demonstraram que
o0 método € seletivo e sensivel para fluoreto. Todos os resultados foram obtidos
através do método analitico espectrofotométrico e tratados matematicamente por
meio de ajuste nao linear.

Palavras-chave:

merocianina de Brooker, complexo de associacdo, ciclodextrinas, acidos
borénicos, sensores cromogénicos, detec¢ao visual.



ABSTRACT

This work presents the development of chromogenic sensors for neutral and
anionic species, which through of the interaction of a solvatochromic merocyanine
(Brooker’s merocyanine, MB) with different receptors (a—, f—, », hydroxypropyl-/-,
methyl-g-cyclodextrins and phenylboronic acid). The non-covalent interaction of
cyclodextrins (CDs) with MB allows the development of chromogenic sensors based
on the competition of MB and the analyte by the receptor site of the CD. Another
strategy studied makes use of the fact that boronic acids can covalently interact with
different nucleophiles for the assembly of an anion chromogenic sensor. The
research was developed in three stages, and in the first stage a study was
accomplished about the interaction among different CDs in buffered solution (pH
10.55) with MB, where bathochromic shifts of the solvatochromic band of MB and
formation of association complexes between MB and the CDs were verified, except
for the »~CD. In the second stage of the work the system CD:MB was studied for the
development of a chromogenic sensor for neutral analytes in f- and methyl-4-CD,
being verified that in buffered solution (pH 10.55) the association among the species
didn't present satisfactory results, because of the high polarity of the medium, that
hinders the substitution of MB, in the hydrophobic cavity of the CD, for the neutral
species. However, in unbuffered solution the replacement of MB by the other
substrate in the cavity of the CD has occurred and constants of association were
obtained with satisfactory values, implicating in the substitution of the indicator for the
analytes tested: phenol, toluene, benzene and benzyl alcohol. Finally, in the last
stage of this work, the interaction of a boronic acid with MB in solution, was studied,
as well as its use in the development of an anion chromogenic sensor. The results
demonstrated that the method is selective and sensitive for fluoride. All data were
obtained through the spectrophotometric analytical method and fitted by means of
nonlinear regression.

Key-words:

Brooker’s merocyanine, association complexes, cyclodextrins, boronic acids,
solvatochromic probes, chromogenic sensors, naked eye detection.
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1 INTRODUCAO

Com o avango da quimica supramolecular, o reconhecimento de espécies
quimicas e o estudo de certos grupos que séo capazes de permitir a detec¢do visual
de anions e de espécies neutras em diferentes processos tornaram-se de grande
interesse. Neste caso, o processo de ligagao € sinalizado por uma resposta 6ptica,
isto é, por uma mudanga de coloragdo do meio. Os receptores planejados
especificamente com a fungcdo de fornecer uma resposta visual sdo geralmente
chamados de quimiossensores, ou sensores quimicos (MARTiNEZ-MANEZ, 2003;
SUKSAI, 2003; MOHR, 2004). Os receptores quimicos sdo desenvolvidos para
reconhecer e identificar através de liga¢des de hidrogénio, intera¢des ion-ion, efeitos
hidrofobicos, interagbes entre metal e ligante, ligagcbes covalentes ou ainda
combinagdes entre estes tipos de interagbes (PLANTE, 2006).

Os anions representam um papel fundamental na grande cadeia de
processos quimicos e bioldgicos. Assim, numerosos esforgos tém sido dedicados
para o desenvolvimento de receptores e sensores para espécies anidnicas
(MARTINEZ-MANEZ, 2003; SUKSAI, 2003), bem como para espécies catidnicas
(ATAMAN, 2002; KAUR, 2006), neutras (MOHR, 2004; BUDAG, 2006; WHITE,
2006) e solventes misturados (BASTOS, 2006; CAVALLI, 2006).

Muitos sensores quimicos apresentam mudangas de coloragdo (sensores
cromogénicos) ou de fluorescéncia (sensores fluorogénicos) (LEE, 2006). Os
sensores cromogénicos geralmente consistem de duas partes: um grupo receptor e
um grupo croméforo. O grupo receptor consiste na unidade de reconhecimento
molecular. O grupo croméforo € o responsavel pelo fenébmeno do reconhecimento
por meio de sinal 6ptico (SUKSAI, 2003).

Com isso, mudancas nas propriedades Opticas devidas a deslocalizacao

eletrbnica no interior da molécula do corante ou a transferéncia eletrbnica podem
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levar a deteccao de diferentes substratos. A partir disso, reagbes quimicas
reversiveis, como método de detecgdo de analitos, vém sendo investigadas e
também desenvolvidas, e os resultados destas investigagdes ajustam-se as praticas
de sensibilidade e seletividade requeridas (SUKSAI, 2003; MOHR, 2004).

Neste trabalho, serdo abordadas duas estratégias de reconhecimento e
monitoramento de espécies quimicas (analitos neutros e aniénicos), que envolvem
(1) o uso de ciclodextrinas (CDs) como receptores versateis capazes de identificar
espécies eletricamente neutras em solugcdo aquosa em meio tamponado € sem o
controle de pH e (2) o uso de um acido bordénico como espécie capaz de realizar
ligacdo covalente reversivel, permitindo assim a detecg¢do visual de anions, bem
como a identificagdo seletiva de fluoreto. A fim de que se possam compreender
melhor estes processos de reconhecimento dos analitos, faz-se conveniente uma
breve visita as subsegbes que vém a seguir, tratando do fendbmeno de
solvatocromismo, da formagao de complexos de inclusdo com o uso de CDs como
moléculas receptoras e de complexos de associacéo entre acido bordnico e anions e

de metodologias para a determinagéo das constantes de equilibrio obtidas.

1.1 SENSORES SOLVATOCROMICOS

Um dos métodos mais extensivamente utilizados na quimica de solugdes
consiste na utilizacdo de compostos ou sensores solvatocrédmicos para o estudo do
efeito do solvente em nivel microscopico-molecular. Estes compostos apresentam
mudangas pronunciadas na posigao (e algumas vezes na intensidade) de uma
banda de absor¢do no UV-vis quando a polaridade do meio é alterada e este
fendbmeno recebe a denominacédo de solvatocromismo (MACHADO, 1996, SILVA,
2002).

As mudancgas na posi¢ao da banda de absorgao podem ser classificadas em
dois tipos: mudanca hipsocrdmica, que ocorre com a diminuicdo da polaridade do
solvente, sendo relacionada ao solvatocromismo negativo, e a mudanca
batocrémica, que ocorre com o aumento da polaridade do solvente e recebe a
denominagédo de solvatocromismo positivo (REICHARDT, 1988; RUNSER, 1995;
MACHADO, 1996; MACHADO, 2001).
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Assim, o solvatocromismo é causado por diferencas de solvatagao dos
estados fundamental e excitado da luz absorvida pela molécula (isto é, pela
presenca de um grupo cromoforo): se, com o aumento da polaridade do solvente, a
molécula apresentar maior estabilidade pela solvatacdo do estado fundamental do
que pela solvatacdo do estado excitado, é observado o solvatocromismo negativo
(Figura 1). No caso da melhor estabilizacdo da molécula ocorrer no estado excitado
do que no estado fundamental, devido ao aumento da polaridade do solvente,

ocorrera o chamado solvatocromismo positivo (REICHARDT, 1994).
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Figura 1: Influéncia do aumento da polaridade do meio sobre a excitagdo eletrbnica em uma
molécula apresentando solvatocromismo negativo

Os efeitos observados nas bandas de absorcdo sao dependentes
primeiramente dos grupos cromdéforos e da natureza da transigdo (absorgao de
transferéncia de carga, c — o*, n = o*, w— 7, n — 7*), 0 que pode ser
representado pela Figura 2. Os grupos cromdéforos sao grupos insaturados
covalentemente, sendo responsaveis pela absorgédo eletrénica (por exemplo, C=C,
C=0 ou NO,) (REICHARDT, 1988; SILVERSTEIN, 1997).
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Figura 2: Resumo dos niveis eletrénicos de energia

Os corantes cianinicos apresentam grande interesse e na sua maioria
apresentam dois atomos de nitrogénio, sendo um deles carregado positivamente e
se encontrando ligado a uma cadeia conjugada. Geralmente estes corantes
apresentam geometria trans na sua forma mais estavel e ocasionalmente podem
sofrer fotoisomerizagao (MISHRA, 2000).

As cianinas sao substancias com uma grande variedade de cores
dependendo do meio em que se encontram, sendo descoloridas pelo efeito da luz
(fotdlise) ou em meio acido. Estes corantes apresentam uma grande mudanga no
momento dipolar devido a excitacdo eletrénica tanto nas formas zwiteribnica quanto
quinoidal (MISHRA, 2000).

O comportamento solvatocromico das merocianinas foi observado em
pesquisas independentes por Brooker (BROOKER, 1951) e Kiprianov (KIPRIANOV,
1947). Entre as merocianinas, a betaina 4-[(1-metil-4(1H)-piridinilideno)etilideno]-2,5-
cicloexadien-1-ona, conhecida como merocianina de Brooker, apresenta (a) grande
solvatocromismo negativo com mudangas maiores de 6500 cm™ (Amax = 620 NmM em
cloroférmio, 442 nm em agua e 605 nm em piridina); (b) grande hiperpolarizabilidade
de segunda ordem, que é util em propriedades nao lineares; (c) reagcao fotoquimica
e/ou fotolitica ciclica, que pode ser usada como um modelo quimico para
armazenamento e consequente regeneracgao de informagdes presentes em sistemas
biolégicos e sua conseqlente caracterizagao; (d) uso em diagndsticos e em agentes
terapéuticos (MISHRA, 2000).

As investigagbes fisico-quimicas da polaridade do meio podem ser

realizadas com o uso de sondas solvatocrémicas (REICHARDT, 1994). Como
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exemplo de sondas solvatocromicas relevantes merecem ser citadas o corante de
Reichardt (2,6-difenil-4-(2,4,6-trifenil-1-piridinio)fenolato), a merocianina de Brooker e
o corante de Kosower (iodeto de 1-metil-etoxicarbonilpiridinio). A Figura 3 apresenta
a estrutura destes corantes apontando os grupos doadores e aceitadores de elétrons

em cada um deles.

& Grupo aceitador O\\C,OCHZCH?,
HC N \ | < > o Z |
< ' 1" |Grupo doador

Grupo aceitador rl\l
o Grupo doador CH;3
Grupo doador Grupo aceitador
(a) (b) (c)

Figura 3: (a) Corante de Reichardt; (b) Merocianina de Brooker; (c) Corante de Kosower

Assim, os corantes sdo caracterizados pela presenga de um grupo doador
de elétrons que se liga a um grupo aceitador de elétrons, separados por uma ponte
que pode ou nao ser conjugada, como apresentado na Figura 4.

elétrons

A&7 =D
O

Doador Aceitador

Figura 4: Forma genérica de um corante solvatocrémico

Estudos recentes tém sugerido fortemente que um dos principais fatores
que contribuem para a grande mudanga solvatocrémica observada com os corantes

citados acima séo as interagcdes do tipo ligagdes de hidrogénio entre o atomo de
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oxigénio da merocianina e o solvente, que estabilizam a forma zwiteridnica.
(MORLEY, 1997, LEVINE, 1978).

As merocianinas podem ser usadas como unidades cromofdricas para o
reconhecimento cromogénico e fluorogénico de espécies quimicas, bem como para
a identificacdo de espécies catibnicas (AMENDOLA, 2001; MALVAL, 2001),
aniénicas (GOKEL, 2004) e neutras (MOHR, 2004). As merocianinas tém sido
usadas no estudo de solugdes salinas (MACHADO, 1999), misturas de solventes
(SILVA, 2002; BUDAG, 2006; CAVALLI, 2006) e solugbes contendo CDs
(VENTURINI, 2005).

A construgdo de sensores e receptores moleculares seletivos tem atraido
cada vez mais atencdo devido as inumeras possibilidades de aplicagdo, dentre as

quais se encontra a identificacdo de espécies quimicas (ATAMAN, 2002).

1.2 RECEPTORES QUIMICOS

A quimica presente nos sistemas vivos ocorre principalmente em meio
aquoso, desde espécies simples e pequenas como alguns sais inorganicos até
moléculas complexas e com alta massa molecular. A quimica supramolecular, que
surgiu em 1967 com os trabalhos pioneiros de Pedersen envolvendo os éteres-
coroa, permite atualmente uma porcdo de explicagdes para os fendbmenos que
ocorrem na natureza, sendo que um dos aspectos centrais de sua investigagdo tem
sido o desenvolvimento de novos compostos para inclusao e a sintese de receptores
(KUBIK, 2005).

Os poliéteres obtidos por Pedersen, na década de 1960, representaram uma
nova classe de agentes complexantes capazes de ligar-se a cations de metais
alcalinos. O desafio era o desenvolvimento de um agente complexante neutro, e
compostos semelhantes eram altamente desejaveis (GOKEL, 2004). Nascia assim a
quimica supramolecular, um termo cunhado por Lehn para inicialmente descrever a
quimica das interagdes do tipo receptor-substrato por meio de ligagdes nao
covalentes (LEHN, 1988).

Pouco depois, ainda na década de 1960, Simmons nos Estados Unidos e

Lehn na Franga reconheceram a capacidade complexante dos heteromacrociclos.



23

Simmons usou dois atomos de nitrogénio como pontos de ligagao para trés cadeias
carbdnicas. Ja os compostos planejados por Lehn e Sauvage usavam dois atomos
de nitrogénio como ancora ou atomos pivés, mas a conexdo era atraveés de unidades
de 6xidos de etileno (LEHN, 1988; GOKEL, 2004). Esta nova abordagem levou ao
desenvolvimento da quimica dos agentes criptantes, os quais apresentam habilidade
complexante muito superior a dos éteres-coroa (LEHN, 1995).

A formacgao de complexos de inclusao entre pequenos compostos organicos
e CDs tem provado ser um excelente modelo para o estudo da natureza das
ligagcdes nao covalentes em solugcédo aquosa (EFTINK, 1989). Estas macromoléculas
podem encapsular uma grande variedade de compostos devido ao efeito hidrofobico
proporcionado por sua cavidade interna (SZEJTLI, 1998; PONCHEL, 2004). Esta
excelente propriedade tem sido utilizada na industria farmacéutica (TAKAHASHI,
1998), alimenticia, cosmética e téxtii (HASHIMOTO, 2002) e tem encontrado
aplicagdes nos campos da catalise (PONCHEL, 2004), da quimica ambiental
(VILLAVERDE, 2004), dos sensores quimicos e da separagao enantiomérica (ALI,
2006).

A construcdo de sensores moleculares seletivos tem atraido cada vez mais
atencdo dos grupos de pesquisa no desenvolvimento de sensores cromogénicos
e/ou fluorogénicos nos ultimos tempos. As moléculas de interesse, tais como CDs e
éteres-coroa, geralmente possuem a caracteristica de formar complexos com
substratos carregados ou eletricamente neutros (ATAMAN, 2002). As
macromoléculas organicas normalmente apresentam capacidade de realizar fortes
ligagcdes com espécies quimicas através de ligagdes de hidrogénio (JI, 2005).

A fim de se ter uma visao geral sobre os receptores quimicos, merecem ser
listadas algumas espécies, tais como o poliéter ciclico 18-coroa-6, que foi obtido por
Pedersen em 1967 (GOKEL, 2004), o agente criptante poliamina macrotriciclo
esférico, conhecido como ligante “bola de futebol” (LEHN, 1988), as CDs naturais
(-, p~, -CD), descobertas por Villiers em 1891 (LI, 1992), os quais podem ser

observados na Figura 5.
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Figura 5: Alguns receptores quimicos

1.2.1 Ciclodextrinas

As CDs séo oligossacarideos ciclicos, que consistem de unidades de «a-D-
glicopiranose ligadas nas posigbdes (a-1,4), com uma regido interna que apresenta
um microambiente lipofilico e uma regido externa que apresenta hidroxilas
ligadas, caracterizando uma superficie hidrofilica (CONNORS, 1997; LOFTSSON,
2001), formando uma espécie de cadeira (MARCH, 1992; LOFTSSON, 2001) e esta
representagdo pode ser vista na Figura 6. As CDs podem formar complexos de
inclusdo em solugdo aquosa com uma grande variedade de compostos, sendo
conhecidas pela capacidade em aumentar a solubilidade de farmacos lipofilicos em
solugao, sua estabilidade e sua biodisponibilidade (EL-BARGHOUTHI, 2005).
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Figura 6: Ligacao glicosidica a-1,4 em CDs.

As hidroxilas orientadas no exterior do cone das CDs representam hidroxilas
primarias dos residuos de glicose, sendo que na extremidade menor encontram-se
hidroxilas primarias, enquanto na extremidade maior encontram-se hidroxilas
secundarias. A cavidade central possui esqueleto de carbonos e oxigénios etéreos
que dao um carater lipofilico interno (LOFTSSON, 2001).

As CDs foram descobertas por Villiers em 1891, a partir da digestdo do
amido com Bacillus amylobacter, o qual denominou “celulosina”, por suas
caracteristicas semelhantes a celulose no que diz respeito a resisténcia a hidrélise
acida e porque nao apresentavam propriedades de reducdo. Villiers determinou que
a composicao desta substancia devesse ser (Ce¢H1905)2.3H,0O e na forma cristalina
ainda pOde observar que havia duas “celulosinas” distintas formadas provavelmente
de a e -CDs. Apesar do trabalho pioneiro de Villiers, as CDs foram primeiramente
detalhadas por Schardinger em 1903, que descreveu o processo de preparagao e

isolamento das mesmas (LI, 1992).

1.2.2.1 Propriedades das CDs

As CDs de ocorréncia natural o-, - € »CDs e seus homodlogos séao
moléculas semelhantes a um cone truncado com uma cavidade de
aproximadamente 7,9 A de profundidade. Os didmetros das cavidades das CDs
naturais mais comumente usadas s&o de 4,7 a 5,3 A paraa o-CD; 6,0 a 6,5 A para a
S-CD e 7,5a8,3 A para a »~CD, respectivamente (MARCH, 1992; CONNORS, 1997;
HEDGES, 1998; REKHARSKY, 1998; LOFTSSON, 2001). A Figura 7 representa o

didmetro das cavidades das CDs naturais.
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Figura 7: Formato e dimensdes das CDs

As CDs naturais, em particular a f-CD, tém limitada solubilidade em agua, e
seus complexos com compostos lipofilicos frequentemente resultam em
precipitados. Além disso, a f-CD realiza ligagdo de hidrogénio intramolecular entre
0s grupos hidroxila secundarios, reduzindo assim o numero de grupos hidroxilados
capazes de formar ligacao de hidrogénio com as moléculas de agua vizinhas
(SZEJTLI, 1998, LOFTSSON, 2001). A partir da tentativa de alterar ou melhorar a
estrutura das CDs para a obtencdo de complexos de inclusdo com aplicacbes em
diferentes areas, tais como industrial, alimenticia e farmacéutica, surgiram as CDs
modificadas.

As substituicdes das ligagbes de hidrogénio em funcdo da posigédo e do
ligante permitem ao produto obtido apresentar a caracteristica de uma estrutura
amorfa, o que contribui para o aumento da solubilidade em agua quando comparada
as CDs originais, isso devido a modificagbes nas propriedades fisico-quimicas
(REKHARSKY, 1998). A solubilidade em agua das CDs modificadas é aumentada
pelas interagdes por ligagbes de hidrogénio que sao realizadas com as moléculas
vizinhas, podendo ser citadas as /-CDs metilada denominada metil-5~CD (Me-4-CD),
e hidroxipropilada, denominada hidroxipropil-5-CD (HP-p-CD) (SZEJTLI, 1998,
LOFTSSON, 2001).

As CDs naturais ou modificadas sao quimicamente estaveis em solugdes

alcalinas aquosas, mas suscetiveis a hidrélise em acidos fortes. No entanto, as CDs
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sdo mais resistentes a hidrolise catalisada por acidos em comparagdo com as
dextrinas lineares e a hidrolise diminui com o decréscimo do tamanho da cavidade.
(IRIE, 1997).

A complexacao de moléculas incluidas por CDs, em solugcdo aquosa, resulta
em um rearranjo e remocgao das moléculas de agua originalmente solvatadas na CD
e nos substratos incluidos. Este processo inclui a liberagdo de moléculas de agua da
cavidade da CD a solugdo. Os principais tipos de ligagbes intermoleculares
envolvidas sao interagbes de van der Waals, efeito hidrofdbico e efeitos estéreos
(REKHARSKY, 1998).

A contribuicdo mais importante para a termodindmica da complexacdo das
CDs é para originar: (a) a inclusao da parte lipofilica da molécula incluida a cavidade
da CD e (b) a desidratacdo destas moléculas (HALLEN, 1992; ROSS, 1996;
REKHARSKY, 1997). Isto implica que a CD possui uma cavidade altamente
lipofilica, e a interacdo entre a parte lipofilica da molécula inclusa e a cavidade
interna da CD em meio aquoso pode ser comparada a um efeito hidrofébico tipico
(REKHARSKY, 1998).

Verifica-se entdo, que as CDs apresentam capacidade em formar complexos
relativamente n&o especificos com uma grande variedade de substratos e a unica
condicdo fundamental é de que o substrato possa adaptar-se a cavidade da CD
ainda que parcialmente. Devido a esta habilidade, estas macromoléculas vém sendo
utilizadas para investigagdo de interacbes nao covalentes envolvendo diferentes
compostos (TAKAHASHI, 1998).

De forma geral, o didametro das CDs, o qual prediz a alta estabilidade do
complexo para o melhor ajuste geométrico e estéreo do substrato e do receptor,
pode explicar a tendéncia geral da termodindmica da complexacdo das CDs
naturais. Devido aos fatos do didmetro da cavidade da «-CD ser muito menor que o
da f-CD e das forcas de van der Waals serem criticamente dependentes da
distdncia entre as moléculas, pode-se esperar que as forcas induzidas pela
complexagao da cadeia estendida seja maior (-AH) para a «-CD do que para a f-CD.
Certamente, as interagdes de van der Waals sdo dependentes tanto do tamanho
quanto da forma do substrato incluso (REKHARSKY, 1998).

As contribuicdes mais relevantes para a termodindmica da complexacao

séo originarias da entrada da parte hidrofébica do substrato na cavidade da CD e da
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quebra da estrutura da agua em torno do substrato organico. Uma vez que a
cavidade da CD é pronunciadamente lipofilica, a transferéncia da parte hidrofobica
do substrato, da agua para a cavidade da CD, pode ser considerada como um
processo tipico de efeito hidrofébico (REKHARSKY, 1997).

1.2.2.2 Detecgdo de Compostos Orgéanicos Neutros Utilizando CDs Como Unidade

Receptora

O interesse e o desenvolvimento de técnicas que utilizam CDs vem
aumentando nos ultimos anos. As razdes para esse grande interesse em relagdo as
CDs estéo relacionadas com suas propriedades fisico-quimicas por serem moléculas
organicas simples, capazes de formar complexos de inclusdo com outras moléculas,
servindo como excelentes modelos enzimaticos e por serem de facil obtengao (LI,
1992).

O reconhecimento de espécies quimicas envolvendo CDs naturais e/ou
modificadas € de grande interesse na quimica supramolecular. A formagado de
complexos de inclusao é geralmente capaz de promover variagdes nas propriedades
fotofisicas e fotoquimicas das moléculas inclusas. Varias forgas intermoleculares
fracas que ocorrem entre o receptor e o substrato, tais como dipolo-dipolo, van der
Waals, efeito hidrofébico, eletrostatico e ligagdes de hidrogénio contribuem para o
processo de reconhecimento molecular (FAN, 2005).

No campo da quimica ambiental, o desenvolvimento de técnicas envolvendo
o uso de CDs tém atraido a atengdo dos pesquisadores pela capacidade que
apresentam em estabilizar e aumentar a solubilidade de diferentes analitos, que
muitas vezes sao os responsaveis por problemas ambientais graves (DUPUY, 2005).

Desde 1970, quando as propriedades e as caracteristicas das CDs
comegaram a ser estudadas, varios métodos eletroanaliticos e sensores baseados
na diferenca de seletividade das CDs por substratos foram desenvolvidos, como, por
exemplo, o mecanismo de transferéncia eletrbnica e decomposi¢cdo quimica dos
intermediarios redox a partir da voltametria ciclica e da eletroquimica
(HROMADOVA, 2002).
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A interpretagdo do mecanismo de decomposicdo dos pesticidas € um dos
problemas ambientais mais importantes que buscam ser resolvidos. A interacao de
pesticidas com moléculas que apresentam nanocavidades pode contribuir para
diminuir a contaminacao do meio ambiente, sendo que o receptor pode assemelhar-
se a moléculas bioativas, podendo modificar assim, o caminho da reagao. Estudos
eletroquimicos, espectrofotométricos e cromatograficos sdo capazes de interpretar
os resultados obtidos (POSPISIL, 2002).

As CDs naturais (a-, - e CDs) sao capazes de promover a inclusao
catalitica que tem efeito sobre a degradacdo em pesticidas organofosforados
soluveis em meio neutro. Dependendo do tamanho do sitio lipofilico das CDs a
degradacédo dos pesticidas pode acontecer de forma mais ou menos acelerada
(ISHIWATA, 1999).

Os pesticidas organofosforados quando langados ao meio ambiente ficam
expostos a luz solar. Essa exposicao leva a fotdlise, clivando a molécula do
agroquimico, que em seguida libera os produtos da reagdo no ambiente. Os
métodos espectroscépicos de dicroismo circular, UV-vis e de cromatografia, como a
cromatografia gasosa de massa (CG-MS) sédo capazes de identificar as substancias
resultantes da fotdlise (KAMIYA, 1995).

Os compostos fendlicos sdo importantes poluentes das aguas, merecendo
atencao dos 6rgaos responsaveis pelo monitoramento e da legislagao, devido a sua
toxicidade mesmo a baixas concentragdes. Estes compostos sdo geralmente
determinados através de técnicas analiticas que identificam tragcos fendlicos por
meio de cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) ou cromatografia gasosa
(CG). Dessa maneira, as CDs podem ser usadas como fase estacionaria junto a

silica identificando os tragos fendlicos da matriz aquosa utilizada (FARAJI, 2005).

1.2.2 Acidos Borénicos

Compostos que apresentam o grupo funcional acido borénico (-B(OH),) séo
conhecidos por formarem complexos com compostos que contenham dois grupos
nucleofilicos adjacentes, sendo assim largamente usados no reconhecimento

molecular de agucares. Os &acidos borbénicos tém sido explorados ainda no
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desenvolvimento de sensores quimicos por interagirem fortemente com os anions
fluoreto e cianeto. No desenvolvimento de sensores para varios analitos, o alvo de
interesse encontra-se na disponibilidade em identificar espécies quimicas,
especialmente quando soluveis em agua, capazes de alterar suas propriedades
espectroscopicas dependendo do analito presente (WANG, 2005).

No desenvolvimento de compostos para o reconhecimento de carboidratos,
os acidos borbnicos alcangam um lugar especial pela sua habilidade em formar
complexos reversiveis com didis, que geralmente sdo encontrados em carboidratos.
Muitos pesquisadores tém desenvolvido técnicas na identificagdo por fluorescéncia
de carboidratos com o uso destas espécies quimicas (YANG, 2005).

Podemos citar como exemplo, a utilizagdo dos acidos borénicos baseados
no sensor antracenofenilborato que foram sintetizados e imobilizados em fase sdlida,
permitindo o desenvolvimento de um sensor para glicose. O planejamento do sensor
deve permitir o monitoramento da taxa de agucar no sangue, auxiliando

principalmente aquelas pessoas que apresentam diabetes (KAWANISHI, 2004).

1.3 SENSORES CROMOGENICOS E FLUOROGENICOS

A deteccdo de analitos eletricamente neutros através de sensores quimicos
e bioquimicos (MOHR, 2004), bem como a de espécies idnicas (SUKSAI, 2003)
pode ser obtida pela associacdo de uma subunidade receptora, com funcido de
reconhecer de forma seletiva o analito, a uma subunidade de sinalizagao que leva a
deteccao das espécies quimicas reconhecidas devido a mudanga de coloragéo do
meio. Serdo consideradas aqui subunidades capazes de causar variagbes
espectroscoépicas, o que traduz a coordenagao ocorrida em nivel molecular, por meio

de mudangas ou na coloragéo ou na fluorescéncia (HE, 2005).

1.3.1 Sensores Fluorogénicos e Fluorescentes
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A luminescéncia pode ser definida como uma emissao espontanea de
radiacdo do estado excitado. Este fendmeno pode ser classificado como
fluorescéncia quando a multiplicidade de spins é conservada e fosforescéncia
quando envolve luminescéncia com mudanca na multiplicidade dos spins. O que é
observado em uma molécula fluorescente € que a absorg¢do da luz em um dado
comprimento de onda resulta em uma emissao de luz quase instantdnea em um
comprimento de onda maior (KUKHTA, 2006).

Sensores luminescentes e eletroluminescentes tém sido empregados no
desenvolvimento de diodos organicos emissores de luz (OLEDs), que sao
dispositivos utilizados em multiplas aplicacdes pela sua rapida resposta, alto brilho e
eficiéncia. Assim, corantes luminescentes sdo usados como aditivos em matrizes
poliméricas utilizadas para aumentar a condutividade e causar mudangas espectrais.
A matriz polimérica permite, assim, aumento na fluorescéncia do material (KUKHTA,
2006).

A deteccao visual da fluorescéncia, bem como sua extincdo, pode ser
explicada a partir dos conceitos da transferéncia de elétrons fotoinduzida (TEF) e da
transferéncia eletronica de energia (TEE). (MARTINEZ-MANEZ, 2003). Na TEF, a
espécie quimica a ser detectada pode induzir a extingdo ou o aumento da emissao
de fluorescéncia. O interesse sobre a TEF tem promovido o desenvolvimento de
maneira a sintetizar sistemas doadores e aceitadores eletrébnicos onde os centros
redox sao principalmente moléculas orgéanicas ligadas a um suporte de polimetileno
flexivel ou suportes rigidos/semi-rigidos, baixando o custo de produgdo e
aumentando a durabilidade (PAL, 2005).

A TEE pode ser observada quando um grupo molecular externo tem algum
nivel de energia vazio ou semi-preenchido, com possibilidade de ocorréncia de troca
simultdnea de um par eletrdnico nos orbitais HOMO e LUMO do fluoréforo
(MARTINEZ-MANEZ, 2003). A TEE como técnica da fluorescéncia atua como uma
ferramenta poderosa para investigar a interacao do receptor com o substrato
apresentando alta sensibilidade e seletividade, que dependem das mudancas
eletrbnicas e estéreas do cromoforo e sdo responsaveis pela propriedade
fluorescente (SCHONEFELD, 2006).

As diferentes interacdes moleculares podem resultar na extincdo da

fluorescéncia, incluindo reagdes no estado excitado, rearranjo molecular,
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transferéncia de energia e formagédo de complexos no estado fundamental (ZHANG,
2006).

Também se verifica que uma grande quantidade de espécies cromoforicas e
luminescentes derivadas do acido borbnico tém sido descritas para a deteccao de
didis. Esta interacdo do acido borénico com diferentes analitos pode ser utilizada
para o desenvolvimento da TEF em sistemas sensoriais, ocorrendo entre o acido
borbnico (acido de Lewis) e o grupamento vizinho que atua como base de Lewis,
fortalecendo a ligacdo com o analito. Observa-se que a molécula do indicador
apresenta aumento da fluorescéncia através da supressao da TEF, do grupo ligante
doador de elétrons para o fluoréforo ligado ao analito (MOHR, 2004).

A partir disso, observa-se um enorme interesse no desenvolvimento de um
sensor para glicose, especialmente para o controle da diabete, baseado no uso do
acido borbnico como unidade receptora. Kawanishi et al. tém desenvolvido
pesquisas baseadas no monitoramento continuo da taxa de glicose no sangue,
usando um acido borénico ligado a um corante fluorescente, sendo o sensor
baseado no principio da TEF (KAWANISHI, 2004).

Estudos acerca da fluorescéncia tém revelado a importancia da deteccao
seletiva para céations importantes em processos biologicos, tais como Na®, K, Mgz",
Ca**, principalmente em sistemas que contenham além de Na* e K* também o ion
Ca?*, que é capaz de regular, ativar ou influenciar processos biologicos
(ARUNKUMAR, 2005).

A pesquisa de anions que apresentam papel relevante em sistemas
quimicos e biologicos € uma area de grande interesse. Muitos quimiossensores
sintéticos envolvem a ligacdo covalente entre um fragmento cromofdrico,
responsavel pelo sinal dptico, € um receptor aniénico neutro contendo subunidades
de uréia, tio-uréia, amida, fenol ou pirrol, que séo capazes de estabelecer um ou
mais sitios de ligacdo de hidrogénio. Essa associagédo implica no desenvolvimento
de sensores seletivos e especificos (HE, 2005).

A partir do desenvolvimento de quimiossensores, a discriminacdo de
diferentes tipos de biomoléculas através do simples monitoramento molecular,
permite a distingdo entre grupos tais como aminas, aminoacidos, ou proteinas,
sendo que esta identificacdo pode ser utii no monitoramento ambiental. Merece
destaque a discriminagao entre aminas primarias, secundarias e terciarias, através

de um receptor altamente seletivo. Um exemplo de receptor que merece ser citado é
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uma a-CD-azo-coroada, seletiva na complexagéao e identificagdo de aminas (JUNG,
2006).

1.3.2 Sensores Cromogénicos

A mudanga de coloragdo como forma de sinalizagao para a identificagcao de
espécies quimicas tem sido muito utilizada pelo fato de elas poderem ser detectadas
visualmente. Os reagentes cromogénicos tém o mesmo principio de detecgcédo dos
reagentes fluorogénicos (KOCA, 2000, KAUR, 2006).

Os sensores colorimétricos mais comuns sdo baseados na ligagdo do grupo
cromoéforo com uma unidade receptora a partir de uma ligagdo covalente. Como
alternativas para esses quimiossensores, duas idéias tém sido utilizadas. Uma é
baseada na competicdo entre o corante ligado ao receptor com diferentes analitos
(ANSLYN, 1999; MARTINEZ-MANEZ, 2003). A outra é o uso de um novo sistema
molecular que faga com que o substrato ligue-se, por ligagdo quimica induzida, ao
sensor colorimétrico de maneira adequada (ROS-LIS, 2006).

Os compostos organicos tornam-se coloridos pela absor¢ao da radiagao
eletromagnética na regiao visivel (aproximadamente entre 400 e 800 nm). Observa-
se que muitos sistemas conjugados tém diferentes energias de HOMO e LUMO, as
quais correspondem a luz visivel. Quanto maior a estabilidade do sistema conjugado
menor sera a diferenca entre os estados fundamental e excitado, resultando em uma
maior mudanga batocrémica na banda de absorgao.

E importante mencionar que a interagéo da espécie a ser reconhecida com
o grupo doador ou aceitador de elétrons em determinado sistema pode resultar em
mudancga de cor. Assim, as interagdes do analito com o grupo doador de elétrons
fardo deste um doador com eficiéncia alterada, levando a incidéncia de maior ou
menor densidade eletrénica sobre o sistema conjugado, aumentando a conjugagéao e
a indugdo a mudanga batocrédmica ou hipsocromica (REICHARDT, 1988). Dessa
forma, os corantes solvatocrébmicos podem ser usados, por exemplo, como sonda na
determinagdo qualitativa e quantitativa de aditivos ndo desejaveis na gasolina ou
alcool. Qualitativamente, a presenca de um aditivo em particular pode ser detectada

pela mudanga de coloragdao da sonda em solugao, devido a alteragao da polaridade
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do meio, e quantitativamente, mudangas solvatocromicas podem ser observadas e
identificadas através de analises de amostras de combustiveis (BUDAG, 2006).

O desenvolvimento de sensores Opticos para analitos eletricamente neutros,
como as aminas, tais como 1-butilamina (BA), 1,4-diaminobutano (DB) e tris-(-2-
aminoetil)amina (TA), geralmente ocorre por meio de interagdes néo especificas com
o indicador, gerando sinal optico. A formagao de ligagdo covalente leva a mudanga
no maximo de absorbancia do corante e permite a quantificagcdo do analito
eletricamente neutro, tanto em solucido quanto em membrana polimérica. Para a
imobilizacdo do corante geralmente metacrilatos sdo usados como matriz
monomeérica por serem comercialmente viaveis, de facil obtencdo e baixo custo.
Sensores Opticos desse tipo sao de grande interesse pelo fato de aminas serem
empregadas na preparagcao de fertilizantes, na industria farmacéutica, em
surfactantes e em tampdes biologicos, podendo também ser encontrados como
poluentes em areas industriais (MOHR, 2006). Enfim, apresentamos, a seguir,
alguns exemplos de aplicagdes recentes de sensores cromogénicos.

Sensores Opticos seletivos estdo atraindo grande interesse no que se refere
ao uso da técnica analitica de espectroscopia, a fim de detectar espécies em
processos bioldgicos e ambientais. No que se refere ao meio ambiente, o
monitoramento para a deteccao dos niveis de metais pesados em solucédo aquosa, é
alvo de grande interesse. E o caso do mercurio, em particular, pela sua alta
toxicidade. A contaminacao por mercurio em sistemas ambientais se deve ao uso
em agroquimicos € em minas de ouro. Assim, recentemente, varias pesquisas
baseadas na identificacdo de tragos de mercurio através da detecgao visual tém sido
realizadas, tais como a sintese de uma sonda organica molecular, como a
hemicianina tio-azo-benzolina, apresentando caracteristicas croméforas e
fluorescentes (TATAY, 2006).

Observa-se que o desenvolvimento de sensores e receptores alcanga
interesse em varias areas. Um exemplo de anion, que participa de uma grande
variedade de processos metabdlitos e bioenergéticos, € o pirofostato (PPi). O
desenvolvimento de um novo sensor para o pirofosfato, baseado no azofenol-Dpa
(bis(2-piridilmetil)amina), tem apresentando alta seletividade e sensibilidade em
sistema aquoso (LEE, 2006).
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1.3.3 Sensores Fundamentados em Ensaios de Competicao

As tentativas em alcangar um sensor seletivo para alguma espécie quimica
tém levado pesquisadores a estabelecer ndo um, mas dois sitios no sensor
montado, que competem entre si, um como doador e outro como aceitador
eletrénico (ATAMAN, 2002).

O desenvolvimento de sensores baseados na formacdo de complexos de
associagao entre receptor.corante e receptor:analito pode ser observado na Figura
8.

Ki K,
Receptor + corante o receptor.corante <«— receptor:analito + corante
analito

Figura 8: Representagao de sensor colorimétrico baseado na competicdo de um corante e um analito
por um receptor

Com isso, observa-se a existéncia da formacdo de duas constantes de
ligacdo, uma do corante com o receptor (K4), e outra do analito substituindo o
corante no sitio do receptor (K;), sendo que o valor de K, obtido deve ser muito
maior que K4 Assim, as técnicas de deteccdo de analitos, baseadas em ensaios de
competicdo, normalmente envolvem a existéncia de mais de uma constante de
associagdo, 0 que remete ao conceito de espectrofotometria competitiva (EL-
BARGAHOUTHI, 2005).

De acordo com Esteban-Gémez (2005), receptores que apresentam em sua
estrutura uréia sao capazes de doar para 0 anion uma ou mais ligagcbes de
hidrogénio, em muitos casos usando os fragmentos NH. Se o grupo NH é integrado
junto a unidade cromogénica, é possivel que a carga negativa trazida modifique o
dipolo associado a transferéncia de carga, isto €, estabilize o estado excitado do
cromoforo. Contudo, a desprotonagdo sugere a formagdo de uma constante de
associagao (K4). Se a molécula apresentar dois hidrogénios ionizaveis, entédo, a
remogao do segundo hidrogénio sugere a formagdo de uma segunda constante de
associagao (Ky). Isso pode ser observado através da técnica de UV-vis, causando

intensas alteracdes na coloracdo das solugdes. Ha dupla desprotonagao observada
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na presenca de hidréxido e fluoreto, enquanto que a adicdo de anions menos
basicos, como o acetato e hidrogenossulfato, induzem a desprotonagao de apenas
um grupo NH (ESTEBAN-GOMEZ, 2005).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo Geral

= Desenvolver sensores cromogénicos para espécies neutras e anidnicas,
através da competicdo entre uma merocianina solvatocrdmica (merocianina

de Brooker) e o analito por diferentes receptores (CDs e acido fenil bordnico).

1.4.2 Objetivos Especificos

» Estudar a interagdo de CDs com a merocianina de Brooker em meio aquoso;

= Desenvolver uma metodologia para a obtengédo de constantes de incluséo de
CDs com substratos neutros fundamentada em ensaios de competicdo entre
o corante e o analito neutro pela cavidade da CD;

= Elaborar um sensor colorimétrico para moléculas neutras através do uso de
ensaios de competicdo entre um corante solvatocrdmico e o analito pelo sitio
receptor de CDs;

» Estudar a interagdo de um acido borénico com a merocianina de Brooker em
solucao;

= Desenvolver um sensor cromogénico seletivo para fluoreto baseado na
interacao entre um acido borénico e a merocianina de Brooker;

= Utilizar tratamentos matematicos adequados para a obtengao de constantes

de associagao dos receptores com os analitos.
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1.5 JUSTIFICATIVA

As CDs tém sido alvo de inumeros estudos, sendo utilizadas com sucesso
como moléculas receptoras eficientes na remogao de poluentes langados ao solo.
Elas podem transferir continuamente os contaminantes insoluveis da superficie do
solo para a fase aquosa pela formacao de complexos soluveis em agua. O
monitoramento de ambientes que apresentam contaminacao por moléculas como
indol, tolueno, benzeno, xileno e etilbenzeno, é alvo de grande interesse para a
comunidade cientifica, por serem compostos que geram a necessidade de
biorremediac&o por serem agentes toxicos e carcinogénicos (SZANISZLO, 2005). As
aplicagdes potenciais das CDs nesta area atendem ainda a outras questbes
importantes, tais como a liberagdo controlada dos substratos, biodegradabilidade da
molécula receptora, possibilidade de efeitos cataliticos sobre a degradagdo de
pesticidas e mesmo a solubilidade dos complexos formados em agua, o que deve
permitir a facil remogéo dos agroquimicos.

Estudos sistematicos tém conduzido a conclusdo de que as CDs sao
capazes de imobilizar os contaminantes. Na literatura, as constantes de associagcao
normalmente sdo determinadas através de técnicas como cromatografia gasosa,
dicroismo circular e estudos de RMN. No entanto, quando se utilizam como corantes
o alaranjado de metila e a fenolftaleina o0 método utilizado é a espectrofotometria
competitiva (ANSLYN, 1999; MEIER, 2001). Neste trabalho sera utilizado um
corante solvatocrébmico como sonda para a deteccdo da presenga de analitos
neutros volateis, como fenol, tolueno, benzeno e alcool benzilico em solugao
aquosa, e consequente determinagao das constantes de inclusdo através de método
espectrofotométrico. Cabe ressaltar que a literatura ndo descreve trabalhos que
utilizem corantes solvatocromicos como técnica de monitoramento na determinagao
e caracterizagdo desse tipo de espécies quimicas por meio de ensaios de
competicdo do corante e do segundo substrato com o sitio receptor da CD. Quando
se fala em determinacéo de constantes de inclusdo por UV-vis em solucdo aquosa,
usam-se os métodos da competicdo das CDs por dois indicadores de pH, -CD com
alaranjado de metila e f-CD com fenolftaleina (ANSLYN, 1999; MEIER, 2001;
TUTAJ, 2003). E de interesse, portanto, o estudo de outros sistemas conjugados

como unidades sinalizadoras, tais como o uso de corantes como a merocianina de
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Brooker, corante de Kosower, piridiniofenolato de Reichardt (corante de Reichardt),
corantes derivados do acido barbiturico, enfim, sistemas conjugados, capazes de
estabelecer ligagbes efetivas entre o receptor e o substrato, gerando sinal dptico.

Assim, em principio, uma diferenga de coloragdo envolvendo a MB incluida
na CD e livre em solugao poderia ser empregada no desenvolvimento de um sensor
colorimétrico para moléculas neutras em agua. Este sensor se basearia em um
meétodo de substituicdo do indicador, que envolveria a troca do corante na cavidade
da CD por um substrato que tenha uma maior afinidade por ela. Esta substituicao
levaria a mudanga da cor da solug¢do, a qual poderia ser detectada.

Os anions, como qualquer outra espécie quimica, apresentam forcas
atrativas com as especies presentes no meio em que se encontram solvatadas.
Assim, a associacdo dos anions com outra espécie estruturalmente definida na
chamada relagcdo receptor:substrato, aparece como uma conseqiéncia natural
(CALLAN, 2005).

Em relacao as forcas de interacido das espécies envolvidas, a intensidade da
interacdo de um par de ligantes deve ser considerada, isto é, a constante de
associacado K, reflete e inclui todas as interagcdes mutuas diretas, bem como as
mudangas do meio, como o solvente. De maneira geral, todos os compostos
capazes de se ligar a outra espécie molecular com a qual apresentem maior
afinidade sao caracterizados como receptores.

Na quimica presente nos seres vivos os processos de ligagédo anidnica
representam papel central, como evidencia o fato de que os substratos em sua
maioria nos sistemas bioldgicos sdo anidnicos. A produgao e a sintese de receptores
anibnicos tem tido um desenvolvimento relativamente lento, ao contrario dos
analogos quimicos catidnicos. Esta diferenca se deve as dificuldades relacionadas
com a complexidade das espécies aniénicas. De acordo com Bianchi (1997), merece
ser destacado que:

a) Espécies anibnicas tém um raio idnico relativamente grande, requerendo
receptores com tamanho consideravelmente maior do que os requeridos por cations.
Por exemplo, o raio iénico do F~ = 1,36A, enquanto que o raio iénico do K* = 1,33A;

b) Todos os anions inorganicos simples apresentam grande didmetro, como
€ o caso dos haletos, que se apresentam em formato esférico, enquanto o fosfato e

sulfato (PO4>, SO4*) sdo tetraédricos;
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c) Em comparagéao a cations de raio idnico similar, anions tém altas energias
de solvatagao, e consequientemente, receptores catidbnicos devem competir mais
efetivamente com a solugao que se encontram. Por exemplo: AGg.= -434,3 kJ.mol" e
AGk+= -337,2 kJ.mol™;

d) Muitos anions somente existem em uma estreita faixa de pH, o que pode
causar problemas, especialmente no caso de receptores baseados em sais de
polihidroxiamonio, onde o receptor pode ndo ser completamente protonado naquela
faixa de pH necessdaria;

e) Finalmente, os anions sao geralmente coordenantes saturados que se
ligam somente por forgas intermoleculares fracas, tais como ligacdo de hidrogénio e
interagcdes de van der Waals, sendo que outros coordenantes, que apresentam
intensidade das forgas eletrostaticas intensificadas por receptores carregados
positivamente sdo capazes de realizar a interacdo de maneira mais efetiva.

Estas dificuldades tém remetido ao desenvolvimento de um grande numero
de técnicas que tém permitindo o progresso na complexagéo de anions de maneira
rapida e eficiente nos ultimos anos.

Dessa forma, algumas técnicas analiticas para a detecgdo de anions que
merecem destaque sao baseadas em métodos eletroquimicos, sendo estes
relatados, por exemplo, no desenvolvimento de sensores quimicos. Também as
técnicas de raios X apresentam grande destaque na detecgcédo e determinagédo de
espécies anidnicas (MARTINEZ-MANEZ, 2003).

Através da deteccdo eletroquimica uma grande variedade de amostras tém
sido analisadas, o que pode ser observado na determinacdo de anions em matrizes
ambientais, bebidas, banhos para eletrodeposicdo e sistemas biologicos (SILVA,
2003).

Os anions apresentam um importante papel em vaérias areas incluindo
fendbmenos que ocorrem na natureza, industria e medicina. Dessa forma, as
interagbes dos anions com proteinas sdo de grande relevancia. Além disso, os
anions apresentam papel fundamental na atividade enzimatica, transporte de
hormdnios, sintese de proteinas e regulagdo do DNA (BIANCHI, 1997).

O desenvolvimento da quimica de coordenagdo dos anions e moléculas
receptoras anidnicas tem permitido o desenvolvimento de catalise molecular em
substratos anidnicos de interesse bioquimico, podendo ser citada a molécula de

trifosfato de adenosina (ATP), responsavel por uma gama de processos bioldgicos.
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Basicamente, um sensor cromogénico para anions consiste de duas partes:
um receptor e uma unidade sinalizadora, funcionando basicamente por interacdo do
tipo ligagao de hidrogénio (SUKSAI, 2003).

Assim, torna-se importante o desenvolvimento de sensores cromogénicos
para a detecgdo visual e quantitativa destas espécies quimicas.

A literatura descreve técnicas como difracdo de raios X, fluorescéncia (TEF
e TEE) e espectroscopia de UV-vis para a identificagcdo de &anions. Os acidos
borénicos sdo pecas receptoras muito importantes para o desenvolvimento de
sensores para carboidratos e fluoreto/cianeto. Embora muitos tipos de sensores
venham sendo desenvolvidos, e que muitos utilizem acidos borbénicos como
sensores fluorescentes e eletroquimicos, a literatura ndo indica reagéo reversivel
com acidos bordnicos e que utilize corantes solvatocrémicos para montar sensores
fluorescentes ou cromogénicos, objetivo este desta pesquisa.

Dessa forma, a proposta fundamenta-se na seletividade do corante
associando ao acido fenil borbnico, e pela capacidade do anion em formar
complexos por meio de ligagdes de hidrogénio como o acido fenil borénico, liberando

o corante a solugdo gerando uma solugao colorida.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados apresentaram alto grau de pureza e foram
usados sem purificacdo prévia. Os solventes metanol e acetonitrila (Vetec, grau
HPLC) foram purificados seguindo a metodologia descrita por Furniss (1989). Foi
utilizada agua deionizada no preparo de todas as solu¢gdes aquosas. Este solvente
foi fervido e borbulhado com nitrogénio e mantido em atmosfera de nitrogénio para
evitar a presenga de dioxido de carbono. As CDs «-CD [Cavitron 80000, lote G8071,
contendo 8,6% de agua], p-CD [Cavitron® 82000 lote 1Q0011: contendo 10,7% de
agua] e hidroxipropil-4-CD (Pharma) [Cavitron® 82005 lote H3M288P: grau de
substituicdo por unidade de glicose anidra igual a 5,4 (RMN), 0,03% de CD nao
substituida, contendo 0,3% propilenoglicol e 3,0% de agua (titulagcédo por Karl-
Fischer)] foram gentilmente cedidas pela Cerestar/Cargill e utilizadas conforme
recebidas. A metil-5-CD [Cavasol® W7M lote 71T023: grau de substituicdo por
unidade de glicose anidra igual a 1,8 (RMN), 0,20% de CD nao substituida,
organicos volateis < 0,20% (GC), contendo cloreto (0,60% por titulagado) e 10% (em
massa) de agua (titulagdo por Karl-Fischer)] e a »CD (Pharma) [Cavamax® W8
PHARMA lote 80P200, organicos volateis < 0,20% (GC) e 5,1% (em massa) de agua
(titulagdo por Karl-Fischer)] foram gentilmente cedidas pela Wacker Chemie
GesmbH (Germany) e utilizadas conforme recebidas. Foram utilizados ainda os
seguintes compostos: fenol, tolueno, benzeno, alcool benzilico (Aldrich), fluoreto de
tetrabutilamoénio trildratado (FLUKA: >99%), cloreto de tetrabutilaménio hidratado
(FLUKA: >99%), dihidrogenofosfato de tetrabutilaménio (FLUKA: >99%), nitrato de
tetrabultilaménio (FLUKA: >99%), iodeto de tetrabutilaménio (VETEC, >99%),
hidrogenossulfato de tetrabutilaménio (VETEC, >99%), brometo de tetrabutilaménio
(C16H36BrN) (VETEC, >99%) e o acido fenil borénico (Aldrich). O corante
solvatocrémico merocianina de Brooker (MB) foi sintetizado de acordo com o método
descrito por MINCH (1977), recristalizado trés vezes em agua quente e seco em

sistema a vacuo. O rendimento apresentado foi de 89,6% (86,3% na descrigao feita



43

por Minch em 1977); p.f. 220 °C. "H-NMR (200 MHz, DMSO-dg): 3,90 (3H, s), 6,08
(2H, d, J=8,7 Hz), 6,45 (1H, d, J=15,1 Hz), 7,29 (2H, d, J=8,7 Hz), 7,49 (2H, d, J=6,7
Hz), 7,65 (1H, d, J=15,1 Hz), 8,11 (2H, d, J=6,9 Hz). Foi utilizada nos experimentos
solugéo tampao pH 10,55 (Na,CO3/HCI; forga ibénica, 1=0,216 mol dm'3) para evitar a

protonagao do corante, a qual foi preparada de acordo com o MORITA (1972).

2.2 METODOS

Todas as medidas de UV-vis foram obtidas em um espectrofotébmetro Varian
Cary Bio 50, termostatizado em 25 °C e com uso de cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho dptico.

A parte experimental desenvolveu-se em trés etapas distintas:

1) determinag@o das constantes de inclusdo da MB em diferentes CDs em
meio tamponado;

2) desenvolvimento de sensor colorimétrico para analitos neutros utilizando
[~ e metil-f~-CDs em meio aquoso e uma merocianina solvatocrébmica como unidade
sinalizadora;

3) desenvolvimento de um sensor cromogénico aniénico seletivo através de
ensaios de competicao da MB e do anion pelo receptor acido fenil bordnico.

Na Figura 9 encontra-se esquematizado o procedimento para o estudo da

interagcdo da MB com as CDs e com AB.
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Figura 9. Procedimento dos testes experimentais envolvendo a interagdo da MB com as CDs ou com
AB
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- N\

MB + CD (ou AB)

Os procedimentos dos testes realizados para os ensaios de competigao

encontram-se também representados na Figura 10.

Pl

MB + CD (ou AB)

MB  MB +CD (ou AB) -~

i

MB + CD (ou AB} + analito

Figura 10. Procedimento dos testes experimentais envolvendo os estudos dos ensaios de

competicao
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2.2.1 Estudo da interagdo da MB com diferentes CDs em solugdo aquosa

Foram preparados 50 cm?® de solucdo contendo MB em concentrago igual a
1%x10° mol.dm™ em agua deionizada, em sistema tamponado para evitar a
protonagdo do corante, sendo o pH final igual a 10,55. Desta solugdo foram
separados 25 cm?® para o preparo das solugbes de a-, -, -, metil-f- e HP-4-CD em
concentragdes iguais a 1,14x102 mol.dm=, 7,05x10° mol.dm™, 3,98x10 mol.dm™,
3,00x102 mol.dm™® e 2,00x102 mol.dm™ respectivamente, a fim de que a
concentracdo do corante permanecesse constante. A seguir, foi adicionada a
cubeta, hermeticamente fechada com septo de borracha, solucdo de MB. Em
seguida, pequenas adicbes de CD foram feitas com uma microsseringa e leituras

espectrais foram entao realizadas.

2.2.2 Determinacgao de sensor colorimétrico para analitos neutros utilizando S

e metil-5-CDs em solugdo aquosa

Foram preparados 25 cm?® de solucdo contendo MB em concentraco igual a
1%x107° mol.dm™ em agua deionizada. Parte desta solugao foi utilizada para o preparo
de 10 cm?® de solugéo de A-CD com concentragdo de 7,05x10 mol.dm™ e 10 cm? de
solugdo contendo metil-ACD em concentragdo igual a 3,00x102 mol.dm™. Foi
adicionada a cubeta, hermeticamente fechada com rolha de borracha, solugao
contendo MB, onde titularam-se diferentes analitos, com o uso de uma
microsseringa, sendo realizadas, entdo, leituras espectrais até ndo haver mais
deslocamento da banda solvatocromica. Os substratos neutros testados foram fenol,
tolueno, benzeno e alcool benzilico, sob concentracdo de 1x10° mol.dm™, com
excegao do fenol, que por ser bastante solivel em agua, foi preparada solugao
aquosa em concentracdo igual a 0,95 mol.dm™. Sendo os substratos apolares,
utilizou-se metanol para preparar estas solugdes. Nas condi¢cdes experimentais, 0

metanol adicionado nao traz mudangas espectrais ao complexo CD:MB. Os
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espectros foram coletados a fim de se determinar as suas constantes de inclusao a
partir do método espectrofotométrico.

Das solucdes de CDs preparadas, ambas foram divididas para o preparo de
5cm® de solugdo contendo fenol em concentracéo igual a 0,54 mol.dm™ em /CD e
em metil-p-CD e 5 cm® de solugdo contendo fenol em concentragdo igual 0,25
mol.dm™, para evitar diluicdo tanto do corante quanto das CDs utilizadas. Foi entdo
adicionada a cubeta hermeticamente fechada com septo de borracha, a solugao da
CD com a MB, a qual foram feitas adi¢cdes da solucao estoque do fenol com o auxilio

de uma microsseringa. Apos cada adi¢ao foram realizadas as leituras espectrais.

2.2.3 Desenvolvimento de sensor cromogénico anionico através de ensaios de

competicdao da MB e do anion pelo receptor acido fenil borénico

Foram preparados 25 cm® de solugcdo contendo MB em acetonitrila, com
concentragdo igual a 2x10° mol.dm™. Parte desta solugdo foi utilizada para o
preparo de 2 cm?® de cada solucao de diferentes sais de tetrabutilamdnio, sendo sais
de fluoreto, cloreto, brometo, iodeto, dihidrogenofosfato e hidrogenossulfato, sob
concentragao igual a 7,9x10° mol.dm™. Também foi preparada, a partir da solucdo
de MB em acetonitrila, 5 cm® de solucdo contendo acido fenil borbénico sob
concentracao de 5x10° mol.dm™. Foi adicionada a cubeta, hermeticamente fechada
com septo de borracha, solucdo de MB em acetonitrila. Com o auxilio de uma
microsseringa foram feitas adigbes da solugdo contendo acido fenil borénico. A
associacao covalente entre o AB e a MB provoca a descoloracédo da solucdo. Apds a
adicdo de AB suficiente para descolorir completamente a solugédo foram adicionadas,
com o auxilio de microsseringa, quantidades crescentes das solugbes de cada

anion, sendo feitas leituras espectrais durante as titulacoes.

2.3 MEDIDAS DAS CONSTANTES DE ASSOCIAGAO
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A constante de estabilidade é de fundamental importancia para a
compreensao das interagdes que ocorrem entre o substrato e o receptor (ou agente
complexante). Ela tem sido determinada usando-se métodos fisicos incluindo
calorimetria, espectroscopia de absorcdo, espectroscopia de fluorescéncia e
ressonancia magnética nuclear (RMN). Cada método tem suas vantagens bem
como suas limitagdes (MISAWA, 2005).

Varios procedimentos espectrofotométricos tém sido descritos para
determinar o numero de espécies em solugdo. Assumindo que sejam formados
apenas complexos do tipo 1:1, pode-se dizer que a solugdo contém duas espécies
denominadas como substrato (S) e o complexo receptor:substrato (RS). No entanto,
€ mais apropriado falar no numero de estados estequiométricos do sistema,
podendo, certamente, existir espécies adicionais ao sistema (por exemplo, R, que
representa o receptor). Assim, a espectrofotometria pode nos dar a informagao
sobre a estequiometria dos complexos formados (CONNORS, 1987).

Os dados espectrais foram coletados em solugdo aquosa € em acetonitrila
com o corante MB, e em seguida foram analisados de acordo com o tratamento
descrito por CONNORS (1987), Equacéo (1),

AA/b=[corante]K1Ae1[receptor]/(1+Ky4[receptor]) (1)

onde b é o caminho 6ptico, Agss € a diferenga das absortividades molares do
corante no complexo e do corante livre em solucdo e Ky; € a constante de
associacdo para a formacdo de complexo do tipo 1:1. AA é a variagdo da
absorbéancia para o comprimento de onda fixo para a solugédo contendo o corante
quando a concentragao do receptor varia de zero até o maximo de sua concentragao
(Apéndice I).

Se a concentragédo do substrato (S) livre em solugéao for muito maior que a
da espécie complexada, os dados de absorbancia podem, entdo, ser analisados
pelo uso do método quadratico nao linear para sucessivos valores de n. O valor
correto de n corresponde ao valor do coeficiente de correlagcdo. A analise também
gera o valor da constante de estabilidade, representada por K, (CONNORS, 1987).

Se a eficiéncia da complexacao for elevada, assume-se que o grande

excesso de analitos livre com respectiva forga de ligagdo nao é estritamente valida
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na primeira parte da curva de titulacdo. Nés podemos entao considerar que toda a
concentragdo do analito € igual a Cs = [S] + [SR].

Para n = 1, pode-se derivar a mais geral relagcdo, representada como
Equacgéo 2 (VALEUR, 1992).

A =Ag + (Aim-Ad/2C,) [Co + Cs + 1/Ks - [(Co + Cs + 1/Ks)? - 4cocs]™] (2)

Onde A é a absorbéancia, A, é a absorbéancia inicial, Ain € a absorbancia
maxima obtida, ¢, € a concentracdo inicial do substrato e c¢s € a concentracéo
maxima do substrato e Ks € a constante de estabilidade obtida (Apéndice ).

As constantes de associagdo foram calculadas utilizando o programa
ORIGIN 6.1°.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido em trés etapas:
1) Na primeira etapa, foram realizados testes da MB em meio tamponado a fim de se
verificar a formagao de complexos de associagao entre MB e a-, /-, -, HP-£- e metil-
S-CD.
2) Em uma segunda etapa, utilizaram-se complexos da MB com CDs (f- ou metil-f4-
CD) em solugao aquosa a fim de se verificar a ocorréncia da formagao de complexos
de associagao entre as CDs e substratos neutros volateis de baixa (fenol, tolueno,
benzeno e alcool benzilico).
3) Na dultima etapa, foram testados sais de tetrabutilaménio (fluoreto, cloreto,
brometo, iodeto, hidrogenossulfato, di-hidrogenofosfato e nitrato) para o
desenvolvimento de um sensor cromogénico anidnico, baseado na interagao entre
MB e um acido bordnico.

Em todas as etapas os dados experimentais coletados através de método
espectrofotométrico foram tratados a partir de regressdao nao linear. Foram
observadas as variagbes do Amnax para a banda solvatocromica da MB, os valores de

absorbancia e formagao de pontos isosbésticos nos espectros analisados.

3.1 INTERAGOES DA MEROCIANINA DE BROOKER COM DIFERENTES CDS
EM SOLUGAO AQUOSA

Foi estudado o comportamento da MB em solugdo aquosa tamponada (pH
10,55) em presenca da «-, -, »~, HP-p- e Me-p-CD, a fim de se verificar a
associacao entre o corante e as CDs.

O corante MB apresenta solvatocromismo negativo com aumento da
polaridade do meio. Isto ocorre pela grande estabilidade do estado fundamental da
estrutura do corante em relagcdo ao estado excitado (REICHARDT, 1988;
REICHARDT, 1994). Outro fato que merece ser considerado € o valor do pK, do

corante protonado ser igual a 8,6, valor estimado por Davidson e Jencks (1969),
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considerando que este valor foi obtido em solucdo aquosa pH 7,0. Este estudo foi
realizado em pH 10,55, a fim de se observar o efeito das CDs sobre o corante
desprotonado. A Figura 11 apresenta o grafico das variagbes maximas da banda
solvatocrémica do corante em funcdo da concentracdo da CD adicionada em
solugdo aquosa com pH 10,55. Deslocamentos batocrémicos foram observados em
todas as bandas solvatocrédmicas obtidas pelo aumento da concentracao das CDs, o
que significa que o corante foi transferido para o microambiente com menor
polaridade, a partir de adicdo das CDs. Isto sugere a inclusdo do corante no sitio
lipofilico das CDs.

Pode ser também verificado que as CDs modificadas apresentaram as
maiores mudangas batocrémicas, sendo 20,0 e 24,3 nm para a HP-4-CD e Me-4-CD,
respectivamente. Mudangas substanciais também foram observadas para a «-CD
(11,2 nm) e para a f-CD (11,0 nm até o limite de solubilidade da CD em solugéo
aquosa) em comparagdo com uma pequena mudanga para a »CD (3,6 nm). A
analise dos dados sugere que as CDs modificadas apresentam menor polaridade
em suas cavidades quando comparadas com as CDs naturais utilizadas neste

trabalho.
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Figura 11: Variagbes do A,,x da banda solvatocrémica da merocianina de Brooker (1 .0x107° mol dm™
%) em solucdo aquosa contendo adices crescentes das concentragdes a-CD (), fCD (¥), »~CD
(A), metil-p-CD (e), e HP-5-CD (m) a 25°C.
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Os resultados experimentais apresentados na Figura 9 demonstram a
evidéncia de formacado de complexos de inclusdao entre a MB e as CDs. Assim, o
trabalho foi realizado a fim de se obter maiores detalhes sobre a influéncia do
aumento da concentracdo de cada CD sobre o espectro de UV-vis do corante. Os
valores de absorbéancia do corante foram obtidos em 443,6 nm e foram graficados
em funcdo da concentracdo das CDs, sendo os dados experimentais tratados
através de regressao nao linear de acordo com a Equacao 1. Verificou-se que foi
possivel o tratamento apenas dos espectros que apresentaram presenga de ponto
isosbéstico. Os dados experimentais coletados geraram os resultados apresentados
na Tabela 1, com formagao de complexos de incluséo, apresentando baixos valores

no erro calculado (32 < 1,65x107).

Tabela 1

Constantes de associagao para os complexos de inclusdao da merocianina de Brooker com
CDs a 25°C em solugao aquosa

CD Ponto Kyt $?
isosbéstico (dm3mo|'1)
(nm)

a-CD 458,1 133,646,8 | 1,29x107
B-CD 457,0 42424328 | 227x107
metil-3-CD 4571 108,2+2,9 | 1,08x10°
metil-5-CD° 456,2 68,4+3,3 | 9,97x10°
HP-5-CD 457,0 205,8+7,4 | 1,65x10°
»CD - - -

2 pH 10,55 e 1=0,216 mol dm™. ® Calculado de acordo com a equacdo (1). ¢ pH 10,0 - meio ndo
tamponado.

3.1.1 Interagao da MB com a-CD em Solugdao Aquosa Tamponada

Na Figura 12 é possivel observar os espectros de UV-vis da MB a partir da
titulagdo de o-CD em solugdo aquosa (pH 10,55). Observa-se que a banda
solvatocrémica da MB em solucdo localiza-se em 443,6 nm. Com a ocorréncia de
deslocamento batocrémico da banda solvatocrdmica e diminuicdo da absorbancia

com a adicdo da CD, com concentragdo igual a 1,44x10% mol.dm™ a banda
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solvatocrémica passa para 456,0 nm, com presenca de ponto isosbéstico em 458,1
nm, sugerindo a formagdo de complexo de inclusdo entre a MB e a «-CD, na
proporcédo de 1:1 (1 MB:1CD). Para este espectro e todos os demais apresentados
no decorrer deste trabalho, foram selecionadas algumas linhas espectrais a fim de

facilitar a visualizagao do efeito obtido.
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Figura 12: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10° mol.dm™) em solugdo aquosa (pH 10,55)
contendo «-CD em concentragbes de: (a) zero, (b) 1,04x10™ mol.dm, (c) 1,90x10™ mol.dm™, (d)
3,80x10™ mol.dm™ e (e) 8,80x10 mol.dm™.

Os dados de absorbancia foram coletados em 443,6 nm, os quais geraram o
grafico apresentado na Figura 13. A constante de inclusdo foi calculada de acordo
com o ajuste nao linear descrito pela equagéo 1, gerando um valor de Ky1= 133,6 £
6,8 dm=.mol” (x% = 1,65x10).
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Figura 13: Variacdo das absorbéancias da banda solvatocrémica do corante em solugdo aquosa com
adicdes crescentes de o-CD. A concentragdo do corante foi de 1x10° mol.dm™ e as absorbancias
foram coletadas em 443,6nm. (—) Curva ajustada com a equagéo 1.

3.1.2 Interagao da Merocianina de Brooker com S-CD

Os espectros de UV-vis observados na Figura 14 descrevem o efeito obtido
a partir da titulacdo de A-CD em solugdo aquosa de MB (pH 10,55). A banda
solvatocrémica da MB em solucdo aquosa apresenta um maximo em 443,6 nm e
apos a titulacdo da S-CD, a banda passa para 459,9 nm, ocorrendo deslocamento
batocrdmico, bem como presenga de ponto isosbéstico em 4550 nm. Estes
resultados evidenciam a formagao de complexo de incluséo do tipo 1:1, isto €, uma

molécula de corante para cada molécula de CD.
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Figura 14: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10° mol.dm™) em solugdo aquosa (pH 10,55)
contendo f-CD em concentragdes de: (a) zero, (b) 1,45x10™* mol.dm™, (c) 2,85x10™ mol.dm?, (d)
1,71x10° mol.dm™, (e) 3,29x10™ mol.dm?, (f) 4,55x10™° mol.dm™ e (g) 5,72x10™ mol.dm™.

A presenca de ponto isosbéstico sugere a formagdo de complexo de
inclusdo. Dessa maneira, os dados de absorbancia foram coletados em 443,6 nm,
0s quais geraram o grafico apresentado na Figura 15. A constante de inclusao foi
calculada a partir do ajuste nao linear descrito pela equagéo 1, gerando um valor de

K11= 424,2 + 32,8 dm>.mol™” (3> = 2,27x107).
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Figura 15: Variagdo das absorbancias da banda solvatocrédmica do corante em solugdo aquosa com
adicdes crescentes de f-CD. A concentragdo do corante foi de 1x10° mol.dm™ e as absorbancias
foram coletadas em 443,6 nm. (=) Curva ajustada com a equagao 1.

3.1.3 Interagcao da Merocianina de Brooker com »CD

A Figura 16 apresenta os espectros de UV-vis para a titulagdo de »~CD em
solugéo aquosa de MB (pH 10,55), sendo obtida em 443,6 nm. A concentragdao da
CD utilizada foi igual a 3,80x102 mol.dm™, passando a banda solvatocrémica para
447,2 nm, no entanto, sem presenga de ponto isosbéstico. A auséncia deste ponto
indica que ndo ha formagao de complexo de inclusao apresentando estequiometria

nao definida entre a MB e a »CD.
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Figura 16: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10™° mol.dm™) em solugdo aquosa (pH 10,55)
contendo »CD em concentracdes de: (a) zero, (b) 7,4x10™ mol.dm™, (c) 9,2x10* mol.dm?, (d) 2,1x10°
* mol.dm™, (e) 2,7x10 mol.dm™ e (f) 3,1x10 mol.dm™.

Este fato pode ser justificado a partir da analise dos didmetros internos das
CDs naturais, sendo entre 4,5-6,0 A, 6,0-8,0 A e 8,0-10,0 A para a o, f e »CDs
respectivamente. O maior didmetro interno da »CD em relagao as outras CDs leva a
conclusao de que ocorre um ajuste imperfeito do substrato em questdo (no caso, a
MB), o que n&o favorece a formacéo de complexo de inclusdo. Provavelmente, seria
necessario um grande gasto energético para que a inclusdo ocorresse, nao sendo

isto favoravel para a estabilidade do sistema.

3.1.4 Interagdo da merocianina de Brooker com HP-4-CD

A Figura 17 apresenta o comportamento da MB em solu¢gdo aquosa (pH
10,55) com adigao de quantidades crescentes de HP-4-CD. Pode ser observado que
a banda solvatocrémica em solugdo aquosa é obtida em 443,6 nm, e que apés
adicdo de HP-p-CD ocorre grande deslocamento batocrémico e diminuicdo da
absorbancia com a adicao da CD. Considerando a concentracdo da CD igual a

2,00x10'2 moI.dm'3, a banda solvatocrémica passa para 463,9 nm. A Figura 15
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também aponta para a presenca de ponto isosbéstico em 454,1 nm, sugerindo um

complexo de inclusdo entre MB e HP-4-CD na proporgéo de 1:1.

Absorbancia

0,0 L—— . . . T
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Figura 17: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10° mol.dm™) em solugdo aquosa (pH 10,55)
contendo HP-4-CD em concentracdes de : (a) zero, (b) 3,92x10* mol.dm™, (c) 1,13x10™ mol.dm?, (d)
2,76x10™ mol.dm™, (e) 5,71x10™ mol.dm™ e (f) 1,28x10 mol.dm™.

Os dados de absorbancia foram coletados em 443,6 nm gerando a Figura
18. A constante de inclusdo foi entdo calculada, e os dados foram tratados a partir

do ajuste n&o linear descrito pela equagéo 1, um valor de K= 205,8 + 7,4 dm=.mol”

(x> = 1,65x107).
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Figura 18: Variagcédo das absorbancias da banda solvatocromica do corante em solugdo aquosa com
adigOes crescentes de HP-4-CD. A concentragdo do corante foi de 1x1 0®° mol.dm™ e as absorbancias
foram coletadas em 444, 0 nm. (=) Curva ajustada com a equagao 1.

3.1.5 Interagao da MB com metil-5-CD

A Figura 19 apresenta o comportamento da MB em solugdo aquosa (pH
10,55) com adi¢des crescentes de Me-f-CD. A banda solvatocrébmica da MB em
solugédo aquosa é obtida em 443,6 nm, ocorrendo grande deslocamento batocrémico
apos adicao de Me-f-CD, e diminuicdo da absorbancia. Sendo a concentragéo da
CD igual a 3,00x102 mol.dm™, a banda solvatocromica passa para 469,0 nm. A
Figura 17 também apresenta presenga de ponto isosbéstico em 457,1 nm, sugerindo
a presenca de complexo de inclusdo entre MB e Me-£-CD na proporgéo de 1:1
(1MB:1 Me-f-CD).
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Figura 19: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10° mol.dm™) em solugdo aquosa (pH 10,55)

contendo metil-3-CD em concentragdes de: (a) zero; (b) 5,94x1 0™ mol.dm™, (c) 1,17x10 mol.dm™, (d)

9,72x10'33mo|.dm'3, (e)9,26x10°° mol.dm™, (f) 1,51x102 mol.dm™, (g) 1,77x10? mol.dm™ e (h) 2,34x10°
mol.dm™.

Os parametros estatisticos de analise foram calculados a partir dos dados
de absorbancia coletados em 443,6 nm apresentados na Figura 20. Os dados
experimentais foram entdo calculados a partir do ajuste ndo linear descrito pela

equacao 1, gerando um valor de K;1= 108,2 + 2,9 dm™.mol™ (x> = 1,08x10°).
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Figura 20: Variagdo das absorbancias da banda solvatocrédmica do corante em solugdo aquosa com
adigOes crescentes de Me-4-CD. A concentragdo do corante foi de 1x10°° mol.dm™ e as absorbancias
foram coletadas em 443,6 nm. (-) Curva ajustada com a equacgao 1.
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3.1.6 Interagdes entre metil-5-CD em meio nao tamponado

A fim de verificar a influéncia da forga iGnica sobre a afinidade do corante
pela cavidade da CD, um estudo foi realizado utilizando metil-4-CD em meio néo
tamponado. O pH 10,0 do meio foi obtido pela adicdo de poucas gotas de solugao
aquosa de hidréxido de tetrabutilamonio a solugdo contendo o corante. Este pH foi
suficiente para desprotonar completamente o corante. Foi verificado que a adi¢cdo da
CD junto a solugdo do corante provocava mudanga batocrbmica da banda
solvatocrémica do corante e ocorréncia de ponto isosbéstico em 456,2 nm (Figura
21). O tratamento dos dados gerou um valor de K,=68,4+3,3 dm® mol™ (Figura 22).
Dessa forma, os dados mostram que o aumento da forca idbnica do meio provoca um
aumento na estabilidade do complexo, em consonancia com outros estudos
descritos pela literatura (REKHARSKY, 1995).

@)—(e)
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Figura 21: Espectro de UV-vis a 25°C de solugao de MB (1.0x10™° mol dm™) em solugdo aquosa (pH
10,0; meio ndo tamponado) contendo metil-5-CD em concentracdes de (a) zero, (b) 1,15x10°, (c)
2,22 x10%, (d) 7,10x107 e (e) 1,80x107> mol dm™.
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Figura 22: Variagéo das absorbancias da banda solvatocromica da MB em solugdo aquosa (pH=10,0;
sem tampé&o) com a adi¢cdo de quantidades crescentes metil-5-CD. A concentragédo do corante foi de
1,0x10™° mol dm™ e as absorbancias foram coletadas em 443,9 nm. (=) Curva ajustada com a
Equacao 1.

3.1.7 Consideragoes sobre a interagcdo da MB com as CDs analisadas

A comparacado entre as CDs naturais demonstra que elas apresentam
diferentes comportamentos quando em solugdo aquosa com MB. Enquanto a «-CD
e a pCD formam complexos de inclusédo do tipo 1:1, a »CD ndao demonstra
evidéncia da formagdo de complexo de inclusdo. Isso pode ser explicado pelos
didmetros internos das cavidades das CDs. Tendo a »CD um diametro superior
quando comparada as outras CDs, isso impede que o corante se ajuste de maneira
adequada. Os resultados evidenciam que a CD que apresenta melhor ajuste com a
MB é a B-CD.

A formacao de complexo de inclusdo envolvendo CDs modificadas a partir
da substituicdo dos grupos hidroxilas, na CD, pelos grupos metila e hidroxipropila
tornam as CDs mais flexiveis. Esta substituicdo também é responsavel pelo aumento
da solubilidade das CDs modificadas e pela formacédo de ligacbes de hidrogénio
intramoleculares. Sendo verificado que os valores das constantes de inclusdo foram
menores para as CDs modificadas, podemos justificar isso pelo aumento da

flexibilidade, ocorrendo, assim, diminuicdo da pré-organizagao das CDs, o que torna
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a interagao entre corante e CD menos efetiva, e também pelo menor favorecimento
entrépico do sistema (REKHARSKY, 1998).

O uso de corantes solvatocrémicos apresenta um aspecto relevante, que é a
possibilidade de deteccao visual das CDs a partir de reconhecimento seletivo com o
uso de um indicador colorido adequado. Este trabalho tem demonstrado que as CDs
que interagem mais fortemente com o corante apresentam acentuada mudanga de
coloragao (cor laranja) quando comparada a solugdo aquosa de MB (cor amarela).
Embora tenhamos observado pouca mudancga de coloracao e pequena seletividade
do corante em relagdo as CDs, o estudo de outras familias de corantes
merocianinicos deve levar a novos compostos capazes de reconhecerem
seletivamente determinadas CDs, permitindo assim, o desenvolvimento de sondas
habeis para o reconhecimento visual de diferentes CDs e para a montagem de

diferentes sensores cromogénicos e fluorogénicos para substratos neutros.

3.2 UM SENSOR CROMOGENICO PARA ANALITOS FUNDAMENTADO EM
ENSAIOS DE COMPETIGAO DA MEROCIANINA DE BROOKER E DO ANALITO
PELA CAVIDADE DE g- E METIL-4-CICLODEXTRINAS

A deteccdo de analitos neutros e anidnicos através do desenvolvimento de
sensores cromogénicos baseados em experimentos de competicao representa um
alvo de interesse bastante atual, muito especialmente no que se refere a detecgcao
de espécies neutras (MOHR, 2004). Os analitos neutros, tais como alcoois, aminas,
aldeidos e hidrocarbonetos, correspondem a um grupo de espécies quimicas
presentes em uma miriade de processos de interesse bioquimico, bioldgico e
ambiental. O reconhecimento destas espécies baseia-se em interacbes do tipo
ligacdo de hidrogénio, de van der Waals ou efeito hidrofébico com o interior da
cavidade do ligante. Estas interacbes podem causar mudanga na massa,
condutividade ou no caso dos sensores Opticos, a indugdo na fluorescéncia ou
modificagdo na capacidade de absor¢do de radiagao visivel do corante (MOHR,
2006), gerando assim uma resposta visual.

A formagao de complexos de inclusao entre o receptor e muitos analitos é

dificultada se eles apresentam alta volatilidade, dificultando a determinagdo das
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constantes de associacao, em espécies que apresentam estrutura com seis ou mais
carbonos (Cs ou >C4p), podendo acentuar o desvio padrdo em mais de 10%
(SZANILSZLO, 2005).

Pode-se verificar que um numero muito grande de pesticidas tem sido
constantemente langcado ao meio ambiente. A literatura reforca que muitos
pesticidas sintéticos, bem como moléculas orgéanicas apolares, sao capazes de
formar complexos de inclusdo com as CDs, o que geralmente resulta no
melhoramento de suas propriedades fisico-quimicas e solubilidade e instabilidade
dos pesticidas, efeitos cataliticos sobre a degradagao dos pesticidas, solucionando o
desagradavel gosto e aroma residuais em solos, agua e ar influenciando sobre a
adsorgcao dos pesticidas e lixiviagao dos solos (VILLAVERDE, 2004; VRIELYNCK,
2004; CAIl, 2005; SZANISZLO, 2005). Muitas pesquisas predizem o rapido
desenvolvimento e a utilizagdo das CDs para identificagdo de pesticidas, bem como
outras moléculas orgéanicas neutras (VILLAVERDE, 2004). O desenvolvimento de
um sensor cromogénico, utilizando um corante solvatocrémico, capaz de gerar uma
resposta visual na deteccao de espécies neutras é o desafio desta parte do trabalho,
bem como, auxiliar na determinagdo quantitativa de espécies aromaticas organicas
anidnicas e compostos aromaticos neutros volateis que apresentam impacto
ambiental.

A Figura 23 representa esquematicamente a substituicdo do indicador, na

cavidade da CD, por um substrato que tenha uma maior afinidade por ela.

K1 KZ
MB + CD S MB:CD + analito 5 CD:analito + MB

Figura 23: Uso da interagdo CD:MB para montar um sensor colorimétrico para analitos neutros.

Esta mudanca na coloracdo pode ser detectada visualmente ou por meio da
técnica de UV-vis. Assim, pensa-se que uma diferenga de coloragao envolvendo a
MB incluida na CD e livre em solugao poderia ser empregada na elaboragao de um
sensor para moléculas em agua. Este sensor esta fundamentado em um método de
substituicdo do indicador, que envolveria a troca do corante na cavidade da CD por
um substrato que tenha uma maior afinidade por ela. Esta substituicdo levaria a

mudanc¢a da cor da solucdo, a qual poderia ser detectada visualmente.
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Os resultados obtidos a partir dos testes realizados com 4-CD e Me-f5-CD
serdo apresentados, discutidos e comparados entre si e com valores anteriormente
determinados por Rekharsky (1998) e Szaniszl6 (2005).

Foram realizados estudos para a detecgao de analitos organicos em solugao
aquosa (pH 10,55), em condicbes em que o complexo entre a merocianina de
Brooker e as CDs se formou, a fim de se verificar se havia a substituicdo da
merocianina no sitio de complexacdo pelo substrato organico. Foram utilizados
como substratos o benzeno, o tolueno, o alcool benzilico e o fenol. Vale aqui
ressaltar que nas condigdes usadas nos experimentos, em pH 10,55, uma fragao
consideravel do fenol encontra-se presente na forma de fenolato (o pKa do fenol é
igual a 9,9 (HADJU, 1981)). Foi observado que em meio tamponado n&o ocorria
qualquer variacao espectral quando os substratos empregados foram o benzeno, o
tolueno e o A&lcool benzilico, mesmo apdés a sua adigdo para concentracdes
superiores a cinco equivalentes em relacdo a merocianina. Experimentos
preliminares, no entanto, mostraram que o fenol, ao ser adicionado as solucdes
tamponadas contendo o complexo merocianina:CD, induzia importantes
modificagdes no espectro da merocianina incluida a CD. Assim, inicialmente,
experimentos foram realizados com o objetivo de se tentar determinar as constantes
de associagdo do fenol com as CDs usando ensaios de competicdo. Foram
preparadas solugdes de fenol em Me-4-CD, em concentragao igual a 0,25 mol.dm? e
em p-CD, em concentragdo igual a 0,50 mol.dm™. Foi observado que na CD
modificada ocorria diminuicdo da solubilidade do fenol, o que justifica as diferentes

concentragcdes do analito utilizadas.

3.21 Estudos do Efeito da Adicao de Fenol ao Complexo Formado pela
Merocianina de Brooker e a CD (f-CD e Metil-5-CD) em Solugcdao Tamponada
(pH 10,55)

A Figura 24 ilustra, por uma sequéncia de espectros de UV-vis, o efeito da
adicdo de concentracdes crescentes de fenol a solucdo aquosa contendo a MB

inicialmente complexada com a f-CD em pH 10,55. Pode ser observado que a
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adi¢cao do substrato leva a um deslocamento hipsocrémico da banda solvatocromica
do corante, o que significa que ele é transferido de um ambiente menos polar (a
cavidade da CD) para outro mais polar (a fase aquosa). Quando a concentragéo de
fenol adicionado é igual a 0,50 mol.dm™, a banda solvatocromica é deslocada
hipsocromicamente do valor original de 455,0 nm para 446 nm. Observou-se
também a presenga de um ponto isosbéstico em 412, 0 nm, 0o que sugere a
formacao de complexo de associagéo entre a f-CD e o fenol, na proporgéo de 1:1.
Os dados foram coletados em 455,0 nm (regido solvatocromica referente a MB e f-
CD), sendo observado deslocamento hipsocrémico da banda solvatocrémica e

diminui¢ao da absorbancia, apos as adi¢des de fenol.
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Figura 24: Espectros de UV-vis para a MB a 25 °C (1x10”° mol.dm™) em A-CD (7,05x10° mol.dm™
com adicbes de fenol em solugcdo aquosa (pH 10,55) em concentragdes: (a) zero, (b) 1,06x10
mol.dm™, (c) 2,08x10 mol.dm™, (d) 4,91x10® mol.dm™, (e) 9,00x10” mol.dm™, (f) 0,253 mol.dm™, (g)
0,332 mol.dm™ e (h) 0,369 mol.dm™.

Os parametros estatisticos de analise foram calculados a partir dos dados
de absorbancia coletados em 456,0 nm gerando a Figura 25. A constante de
associagao foi entdo calculada a partir do ajuste nado linear descrito pela equagéo 1,
gerando um valor de K11 = 9,00 (+ 8,00)x102 dm3.mol™ (;* = 6,06x107).
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Figura 25: Variagdo das absorbancias da banda solvatocrémica da MB complexada a S-CD em
solugdo aquosa (pH 10,55) com adigbes crescentes de fenol. A concentragao do corante foi de 1x107°
mol.dm™ e as absorbancias foram coletadas em 455, 0 nm. () Curva ajustada com a equacso 1.

Na Figura 26 sao apresentados os espectros de UV-vis da MB a partir de
adi¢des crescentes de fenol em solugado aquosa de Me-4-CD (pH 10,55). De maneira
semelhante ao que foi observado para os experimentos em f-CD, ocorreu
deslocamento hipsocrdmico da banda solvatocrémica da MB apds as adicdes de
fenol. Com a concentracdo de fenol adicionada igual a 0,25 mol.dm™, a banda
solvatocrémica da MB em solug&o contendo a Me-f4-CD passa de 469,0 nm para 456
nm. Observou-se também presenca de ponto isosbéstico em 452,0 nm, o que
sugere a ocorréncia de complexo de associagcado entre a Me-p-CD e o fenol, na

proporcao de 1:1.
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Figura 26: Espectros de UV-vis para a MB (1x10° mol.dm®) a 25°C em solugédo de Me-p-CD
(3,00x1 02 mol.dm'3) com adi¢oes de fenol em solugdo aquosa (pH 10,55) em concentragées: (a) zero,
(b) 9,62x10° mol.dm?, (c) 5,47x10” mol.dm?, (d) 8,85x10% mol.dm™, (e) 1,25x10" mol.dm?, (f)
1,72x10" mol.dm™ e (g) 1,87x10" mol.dm™.

Os valores das absorbancias em 469 nm como uma fungéo da concentracao
do fenol adicionado geraram a Figura 27, e a partir destes dados foi calculada a
constante de associagao, por meio da equagao 1, gerando um valor de Ky1= 1,41 £

0,16 dm™.mol™ (x*=9,58x10™).
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Figura 27: Variagdo das absorbancias da banda solvatocromica da MB complexada a Me-4-CD em
solugédo aquosa (pH 10,55) com adigbes crescentes de fenol. A concentracdo do corante foi de 1x10
® mol.dm™ e as absorbancias foram coletadas em 456, 0 nm. (=) Curva ajustada com a equagao 1.
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Embora importantes mudangas espectrais tenham sido detectadas nos
experimentos executados em meio tamponado, os valores das constantes de
associacado do fenol com as CDs estudadas foram bastante baixos. Assim, foram
realizados testes em meio ndo tamponado a fim de se verificar possiveis aumentos
nas constantes de associagao fenol:CD por uma provavel maior facilidade de troca
da merocianina pelo fenol no sitio receptor da CD. Neste experimento, a MB
desprotonada em agua (pH 10,0 com adi¢cao de hidroxido) era complexada com a
CD e a esta solugao eram adicionadas concentragdes crescentes de uma solucéo
aquosa do fenol.

A Figura 28 apresenta o efeito do fenol adicionado a uma solugdo aquosa
contendo o complexo da MB com a Me-$-CD. Pode ser observado que a adigéo de
fenol, em concentragdes iguais a 0,95 mol.dm™, leva a mudancgas hipsocroémicas na
banda solvatocrémica do corante de 469,3 nm para 372,6 nm, observando-se
presenca de ponto isosbéstico em 414,6 nm. Estes dados indicam a inclusdo do
fenol na cavidade da CD, e sugerem formagao de complexo de inclusao do tipo 1:1.

Os resultados sao intrigantes, considerando-se que se o corante € removido
do sitio de complexacéao e retorna a solugéo, a coloragdo do meio deveria retomar o
estado inicial e voltar a ficar amarela, e nao ficar incolor, como foi verificado nos
testes efetuados. A perda da cor verificada nas solugdes somente poderia ser devido
a protonagao da merocianina apés a sua saida da cavidade da CD. No entanto, qual
seria a fonte de prétons que tornaria incolor a solugdo? Testes entdo foram
realizados a fim de determinar-se a fonte de prétons do meio. Foram feitos testes em
atmosfera de N,, com a cubeta fechada com septo de borracha e selada com para-
filme. A agua deionizada utilizada foi fervida para remogdo do CO, do meio e
mantida em atmosfera de N,, também fechada com septo de borracha e selada com
parafiime. As amostras de solugdo foram transferidas a cubeta por meio de
microsseringas, ficando sempre em atmosfera de N,. Estes testes revelaram que o
CO; era o agente responsavel pela protonagéo do corante e, consequentemente, por
tornar incolores as suas solugdes. Os resultados destes testes podem ser
observados no Apéndice Il deste trabalho. Uma outra questdo que surgiu estaria
relacionada a possibilidade de que a descoloragdo das solugbes pudesse ter

ocorrido simplesmente pela acdo do CO,, sem qualquer participagcdo do fenol
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adicionado. Assim, solucbes aquosas nao tamponadas contendo o complexo da
merocianina com as CDs foram deixadas em cubeta aberta e espectros de UV-vis
foram realizados em um intervalo de 30 min, o que correspondeu a duragcao média
dos ensaios efetuados de adicdo do fenol. Nao foi verificada qualquer alteragao
espectral, confirmando que o fenol complexa-se a CD e desloca a merocianina da
cavidade da CD.

A partir das evidéncias para formag¢ao do complexo de associagéo, os dados
experimentais foram tratados matematicamente, sendo obtido um valor de Kq4=

(2,32+0,38)x10° dm®.mol™ (;?=8,00x10°°), conforme mostrado na Figura 29.
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Figura 28: Espectros de UV-vis da MB (1x10”° mol.dm™) em agua em presenca de Me-5-CD com
adigdes sucessivas de fenol em agua em concentragdes de (a) zero, (b) 4,7x10™ mol.dm?, (c) 1,4x10
* mol.dm™, (d) 2,4x10” mol.dm™, (e) 2,8x10™ mol.dm™ e (f) 4,7x10™ mol.dm™.
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Figura 29: Variagdo das absorbancias da banda solvatocromica do corante MB (1x10”° mol.dm™) em
solugdo aquosa contendo Me-B-CD (3x10? mol.dm™) com adigdes crescentes de fenol. As
absorbancias foram coletadas em 469,3 nm. (=) Curva ajustada com a equagéo 1.

Os mesmos experimentos em meio ndo tamponado foram efetuados
usando-se a f-CD e conduziram a resultados similares. A Figura 30 representa os
espectros de UV-vis da MB em solugdo aquosa, em presenca da S-CD, apds
adi¢des de fenol. A banda solvatocrémica de MB em f-CD é verificada em 455,9 nm.
Ap6s titulagdo de fenol em concentragao igual a 0,95 mol.dm™ a absorbancia diminui
ocorrendo deslocamento hipsocrémico da banda solvatocrébmica para de 455,9 nm
para 375,5 nm. Também ¢é possivel observar a presenca de ponto isosbéstico em
401,3 nm, o que evidencia a inclusdo do fenol na cavidade da #-CD, sugerindo a

formagao de complexo de associagao do tipo 1:1.
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Figura 30: Espectros de UV-vis da MB (1x10'5 moI.dm'3) em agua na presen%a de S-CD com adigdes
sucessivas de fenol em agua em concentracdes de (a) zero, (b) 5,0x10° mol.dm™, (c) 1,5x10°
mol.dm?, (d) 2,4x10°° mol.dm?, (e) 2,9x10”° mol.dm?, (f) 4,3x10™ mol.dm™, (g) 4,8x10”° mol.dm™ e (h)

8,3x10™° mol.dm>.

Apods a obtencado dos graficos de UV-vis, as absorbancias foram coletadas
em 455,9 nm e os dados foram tratados com a equacgédo 1. A partir do ajuste nao
linear foi obtido um K11=(3,53+0,52)x10°> dm>.mol™ (°=2,00x10™). Os dados obtidos
confirmam a formacao de complexo de associag¢ao do tipo 1:1 entre a CD e o fenol,

respectivamente (Figura 31).
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Figura 31: Variagao das absorbancias para a banda solvatocrémica do corante MB (1x10° mol.dm™)
em solugao aquosa com adi¢des crescentes de fenol. As absorbancias foram coletadas em 455,9 nm
e os dados experimentais foram ajustados com a equagao 1.



72

Os dados experimentais obtidos foram, entdo, comparados com os obtidos
na literatura, os quais geraram valores satisfatérios, de mesma magnitude, conforme
apresentado na Tabela 2. As diferengas obtidas ao se compararem os valores das
constantes devem-se, sobretudo as diferentes condicdes experimentais dos estudos
efetuados.

Tabela 2

Constantes de associacdo para os complexos de inclusdo de fenol em g-CDs a 25°C em
solugdo aquosa

Fenol
CD Ponto K $? Kyt
isosbéstico (nm) (dm’mol™) (dm°mol™)
B-CD 401,3 (3,53+0,52)x10° | 2,00x10* | 2,51x10°
metil-p-CD 414,6 (2,32+0,38)x10° | 8,00x10° -

2 Calculado a partir da equagao 1 . ° Rekharsky (1998).

Em suma, os experimentos feitos com fenol como substrato demonstraram
que embora ele tenha provocado alteragdes espectrais no sistema MB:CD tanto em
meio tamponado como em meio nao tamponado, os efeitos mais importantes
ocorreram em meio ndao tamponado. Foi verificado que a solubilidade do fenol é
muito maior em meio ndo tamponado, o que pode ser facilmente explicado pelo fato
de que a polaridade aumentada pelo meio tamponado torna mais dificil a
solubilizacdo do substrato. Também, verificou-se que com a forga ibnica elevada
pela presenca do sistema tampdo ficou muito dificultada a substituicdo da
merocianina pelo fenol na cavidade da CD, o que foi traduzido por valores muito
baixos de constantes de associagdo. Foi ainda mostrado no capitulo 3 (se¢des 3.1.5
e 3.1.6) que a constante de associagao da merocianina com a metil-5-CD apresenta
valor mais alto em meio tamponado, que apresenta forga ibnica mais alta, que em
meio ndo tamponado, o que constitui uma evidéncia importante para a dificuldade de
se trocar o corante pelo fenol em meio tamponado. Para finalizar, foi interessante

constatar ainda que em meio ndo tamponado, o fenol facilmente expulsou a
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merocianina da cavidade da CD e a mesma, exposta ao meio foi protonada, o que
se traduziu em uma mudanca de coloracdo do meio que pbde ser detectada

visualmente.

3.2.2 Estudos do efeito da adigao de tolueno, benzeno e alcool benzilico ao
complexo formado pela merocianina de Brooker e a CD (S-CD e Metil-5-CD) em

solugao nao tamponada (pH 10,0)

Pelo fato que os substratos utilizados nos testes possuem baixa polaridade,
foi utilizado como solvente o metanol. Para comprovar que os resultados deste
trabalho nao foram obtidos através de efeito de diluigao, testes foram realizados
onde foi verificado que a adicdo maxima de metanol referente a adicao dos analitos
neutros ndo provoca alteragao significativa na banda solvatocrémica, demonstrando
assim que os efeitos observados pela adicdo dos analitos ndo séo devidos a efeitos
de diluicdo das solugdes da MB. Os erros relativos médios obtidos foram de 3,2%
para o fenol, 4,2% para o tolueno e 4,7% para o alcool benzilico e benzeno, em
consonancia com a literatura (SZANISZLO, 2005) onde o erro relativo médio,
utilizando-se o método analitico de cromatografia gasosa, descrito para substratos
neutros chega a ultrapassar 10%. A seguir, na Tabela 3 e na Tabela 4, séo
apresentados os valores das constantes de associacdo obtidas para tolueno,
benzeno e alcool benzilico em S-e metil-4-CD, sendo também comparados com
valores obtidos da literatura (REKHARSKY, 1998; SZANISZLO, 2005). Os dados
experimentais coletados verificou-se formacdo de complexos de inclusdo com

2

estequiometria do tipo 1:1, apresentando baixos valores no erro calculado (y° <

1,20%10™).
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Tabela 3

Constantes de associacédo para os complexos de inclusao de tolueno e alcool benzilico em g
CD a 25°C em solugao aquosa

B-CD
Analitos neutros Ponto Kiq? X2 Kiy
isosbéstico (dm3mol'1) (dm3mol'1)
(nm)
Tolueno 405,7 (1,45+0,06)x10° 6,00x10° | 2,14x10?°
Alcool benzilico 404,3 (1,12+0,40)x10° 8,00x10° 2,09x10'°

? Calculado a partir da equagao 1. ° Szaniszlo (2005). ° Rekharsky (1998).

Tabela 4

Constantes de associagido para os complexos de inclusdo de tolueno e benzeno em metil-4-
CD a 25°C em solugao aquosa

metil-5—CD
Analitos Ponto K X2 K11b
Neutros | jsoshastico 3 af 3 Al
(dm°mol™) (dm“mol™)
(nm)
Tolueno 407,4 (7,97+0,38)x10° 1,20x10™* 2,14x10° °
Benzeno 408,4 (1,55+0,10)x10* 6,00x107 1,70x10°

& Calculado a partir da equacéo 1 .° Valores para inclusdo em B-CD (Rekharsky, 1998). ° Valores para
inclusdo em S-CD (Szaniszlo, 2005)

No que se refere aos testes realizados com benzeno em £-CD e com alcool
benzilico em metil-p-CD, eles ndo estdo representados por ocorrer um ajuste
imperfeito entre os resultados obtidos e as equagbes testadas — equagao descrita
por Valeur (1992) e a equagédo descrita por Connors (1989) que se refere a
estequiometria competitiva. A seguir, na Figura 32, € apresentado um grafico que
ilustra a variagao das absorbancias do benzeno em £-CD, onde é possivel observar
uma sequéncia de pontos que é caracteristica em complexos onde ocorre

competicdo entre o corante incluso na CD e substrato adicionado.
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Figura 32: Variagado das absorbancias da banda solvatocrémica do corante MB (1x10'5 moI.dm'3) em
solugdo aquosa com adigdes crescentes de benzeno. As absorbancias foram coletadas em 456 nm.

a) Adicées em S-CD
Tolueno

A fim de verificar a forca de interagdo entre outros substratos neutros
apolares (tolueno e alcool benzilico) em relacdo a afinidade do corante pela
cavidade da CD, um estudo foi realizado utilizando S-CD em meio ndo tamponado. O
pH 10,0 do meio foi obtido pela adicdo de poucas gotas de solugdo aquosa de
hidroxido de tetrabutilaménio a solucdo contendo o corante. Este pH foi suficiente
para desprotonar completamente o corante. Foi verificado que a adi¢do da CD junto
a solucdo do corante apresenta banda solvatocrémica em 455,9 nm e que apds a
adicao de tolueno ocorre deslocamento hipsocrémico da banda solvatocrémica para
376,5 nm (Figura 33), com presenga de ponto isosbéstico em 405,7 nm. O
tratamento dos dados obtidos gerou bons resultados, com um valor de
K11=(1,45+0,057)x10° dm® mol” (;%=6,00x10) (Figura 34). Em consonancia com
outros estudos descritos pela literatura (SZANISZLO, 2005). Dessa forma, os dados
apresentam que o aumento da concentragdo de tolueno adicionado provoca um
aumento na estabilidade do complexo entre CD e tolueno, permitindo a troca do

corante do interior da cavidade da CD.
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Figura 33: Espectro UV-vis da (a) MB (1x10™ mol.dm™) em agua em presenca de A-CD com adigdes
sucessivas de tolueno em agua em concentragdes de (b) zero; (c) 9,9x10° mol.dm™; (d) 2,4x10°
mol.dm; (e) 5,7x10™° mol.dm™; (f) 6,1x10° mol.dm™; (g) 7,8x10™° mol.dm™; (h) 8,3x10™ mol.dm™;(i)
8,1x10°° mol.dm™.
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Figura 34: Variacado das absorbancias da banda solvatocrémica do corante MB (1x10'5 moI.dm'S) em
solugao aquosa com adigdes crescentes de tolueno. As absorbancias foram coletadas em 455,9 nm.

(=) Curva ajustada com a equagéo 1.

Alcool benzilico

A adi¢cao de alcool benzilico junto a solugdo de corante e CD apresenta
deslocamento hipsocromico da banda solvatocromica de 455,9 nm para 378,6 nm,

com presenga de ponto isosbéstico em 404,3 nm (Figura 35). O tratamento dos
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dados obtidos gerou um valor de Ki1=(1,12+0,40)x10°> dm?® mol” (%=8,00x10)
(Figura 36). Os valores obtidos para a inclusédo do alcool benzilico em pS-CD,
apresentam certa disparidade com outros estudos descritos pela literatura
(REKHARSKY, 1998), o que pode ser justificado pela diferenga dos métodos
utilizados: o deste trabalho é espectrofotométrico, enquanto que o proposto por
Rekharsky é calorimétrico. No entanto, os dados obtidos demonstram a inclus&o do
alcool benzilico na cavidade da CD e apontam para a formagao de complexo de

incluséo do tipo 1:1.
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Figura 35: Espectro UV-vis da MB (1x10”° mol.dm™) em agua em presenca de S-CD com adigbes
sucessivas de alcool benzilico em agua em concentragbes de (a) zero; (b5) 5,0x10°® mol.dm™; (cg
1,5x10'53 mol.dm™; (d) 2,4x10®° mol.dm?; (e) 4,3x10° mol.dm™; (f) 6,5x10° mol.dm?; (g) 1,1x10"
mol.dm™.
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Figura 36: Variacao das absorbancias da banda solvatocrémica do corante MB (1x10'5 moI.dm'3) em
solugdo aquosa com adigdes crescentes de alcool benzilico. As absorbancias foram coletadas em
455,9 nm. (-) Curva ajustada com a equacéo 1.

b) Me-3-CD

Tolueno

Testes em meio ndo tamponado também foram realizados em metil-4-CD a
fim de verificar a forga de interagao entre outros substratos neutros apolares (tolueno
e benzeno) em relagdo a afinidade do corante pela cavidade da CD. O pH 10,0 do
meio foi obtido pela adicdo de poucas gotas de solugdo aquosa de hidréxido de
tetrabutilaménio a solucdo contendo o corante. Este pH foi suficiente para
desprotonar completamente o corante. A solugdo contendo corante e metil-p-CD
apresenta banda solvatocrébmica em 469,3 nm, e a adicdo de tolueno provoca
deslocamento hipsocrémico da banda solvatocromica para 376,4 nm, com presenca
de ponto isosbéstico em 407,4 nm (Figura 37). O tratamento dos dados obtidos
gerou um valor de K= (7,97+3,28)x10?> dm® mol” (*=1,20x10) (Figura 38), de
acordo com outros estudos descritos pela literatura (SZANISZLO, 2005). Os dados
representam que o aumento da concentracdo de tolueno adicionado provoca a
substituicdo do corante, do interior da cavidade da CD, pela molécula de tolueno. Os

dados sustentam estequiometria do tipo 1:1.
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Figura 37: Espectro UV-vis da MB (1x1 0° mol.dm'3) em agua em presenca de Me-$-CD com adi¢des
sucessivas de tolueno em agua em concentragdes de (a) zero; (b) 3,4x10° mol.dm™; (c) 2,7x107
mol.dm™; (d) 3,8x10™° mol.dm™; (e) 4,9x10™° mol.dm™; (f) 6,4x10° mol.dm™; (g) 7,41x10° mol.dm™; (h)
8,42x10°° mol.dm™,
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Figura 38: Variacado das absorbancias da banda solvatocrémica do corante MB (1x10'5 moI.dm'S) em
solugao aquosa com adigdes crescentes de tolueno. As absorbancias foram coletadas em 469,3 nm.
(=) Curva ajustada com a equagéo 1.

Benzeno

A adicao de benzeno a solugdo de corante e CD apresenta deslocamento
hipsocrémico da banda solvatocrémica de 469,3 nm para 377,2 nm, com presenca

de ponto isosbéstico em 408,4 nm (Figura 39). O tratamento dos dados obtidos
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gerou um valor de K1=(1,550,10)x10* dm® mol™ (= 6,00x10°) (Figura 40). Os
valores obtidos para a inclusdo do benzeno em Me-f4-CD, apresentam semelhanca
com outros estudos descritos pela literatura (REKHARSKY, 1998). Os dados obtidos
demonstram a inclusdo do benzeno na cavidade da CD e apontam para a formagao

de incluséo do tipo 1:1.
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Figura 39: Espectro UV-vis da MB (1x10™ mol.dm™) em agua em presenca de Me-4-CD com adigdes
sucessivas de benzeno em égua em concentragdes de (a) zero; (b) 4,0x10° mol.dm?; (c) 1,2x107°
mol.dm; (d) 2,0x10™° mol.dm”; (e) 2,3x10™° mol.dm?; (f) 3,1x10™° mol.dm?; (g) 4,2x10° mol.dm™; (h)
5,7x10°° mol.dm™; (i) 7,4x10”° mol.dm™.
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Figura 40: Variagdo das absorbancias da banda solvatocromica do corante MB (1x10” moI.dm'3) em
solugdo aquosa com adigbes crescentes de benzeno. As absorbéncias foram coletadas em 469,3
nm. (=) Curva ajustada com a equacao 1.
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3.2.3 Sobre a utilizagao do sistema MB:CD para a determinagao de constantes
de associagao de CDs com substratos neutros volateis e para a montagem de

sensores cromogénicos para analitos neutros

A adicao de cada um dos substratos ao complexo MB:CD em agua mostrou
a presencga de ponto isosbéstico, caracterizando um equilibrio entre duas espécies
em solugao, isto &, o corante livre e o complexo CD:MB. Isto se deve ao fato de que
ao ser substituido o corante no complexo, ele é transferido de um meio de
polaridade mais baixa (interior da CD) para outro de polaridade alta (agua), levando
ao deslocamento hipsocrédmico observado. O deslocamento de equilibrio do sistema
é favoravel para que ocorra a substituicdo da MB inclusa no interior da cavidade da
CD, que apresenta um microambiente apolar, pelos analitos testados, neutros e
apolares.

Verificaram-se mudancas na coloragdo do meio para os experimentos
realizados em sistema aquoso ndo tamponado, permitindo assim a deteccao visual.
A MB em solugdo aquosa apresenta coloragao amarela, apos a adicédo de S-CD a
solugcao torna-se amarela mais intensa e a adicao de Me-$-CD a solugao aquosa de
MB altera a cor da solugéo para alaranjada. Apds a adigdo dos analitos, tanto em f-
CD quanto em Me-4-CD, a coloragao torna-se quase incolor, deslocando a banda
solvatocrémica para a regiao do UV.

Varias equacgdes foram testadas a fim de determinar as constantes de
inclusdo dos analitos em questdo. Apds varios tratamentos e ajustes estatisticos
realizados, foi possivel determinar, a partir do ajuste ndo linear descrito por
CONNORS (1987), as constantes de associagado e a estequiometria dos complexos
formados, sendo do tipo 1:1. Isto significa que em cada molécula de CD que
apresentava inclusa uma molécula de corante, os analitos testados removiam o
corante e eram incluidos na cavidade da CD testada (£ e Me-$-CD) na proporgao de
um analito para cada CD.

A Figura 41 apresenta alguns testes de detecgdo visual realizados para
amostras contendo fenol em solugéo tampéao. Podemos observar, na amostra (a)
apenas solugao tampao, a qual apresenta a mesma coloragao se o meio nao fosse

tamponado, isto &, incolor. Em (b), a solugéo tamponada passa para amarela apds a
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adicdo de 1x10®° mol.dm™ de MB. Dessa solucao, parte foi dividida para preparar
solucdo contendo metil-3-CD, em concentracdo igual a 3x10? mol.dm™, onde
verifica-se que a amostra passa para cor alaranjada (c), devido a diminuicao da
polaridade do meio pela inclusdo da MB na cavidade da CD. Testes realizados
demonstraram que este mesmo resultado € obtido em solugdo aquosa em meio ndo
tamponado. A partir da solugao obtida em (c), foi adicionada solugdo de fenol, em
concentracdo igual a 9,41x10 mol.dm™, obtendo-se a solugéo da amostra (e), onde
observa-se que praticamente ndo ocorre alteracdo na coloragcdo da amostra. Nas
mesmas condigcdes e concentracdes, foi adicionado fenol a solugdo alaranjada
referente ao complexo MB:CD, preparada em meio nao tamponado, onde foi
possivel observar diferenca significativa na coloracdo obtida (amostra (d)), o que

sugere e evidencia a formagao de complexo de associagéo entre CD e fenol.
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Figura 41: Coloracdes de solugbes aquosas apresentando: (a) tampao (pH 10,55; 1=0,216mol dm;
(b) tamp&o com MB (1><10'5 mol dm'3); (c) tampao com MB e Me-f-CD (igual coloragéo para MB em
meio ndo tamponado com Me-g-CD); (d) MB em meio ndo tamponado com Me-5-CD e fenol
adicionado; (e) MB+ solugéo tampao+ Me-p3-CD+fenol.

As mudancas de coloracdo obtidas, aliadas ao uso de corantes
solvatocrémicos, apresentam aspecto relevante, porque pode ser vislumbrado o seu
uso para o desenvolvimento de sensores cromogénicos para a detecgao visual e
quantitativa de substratos organicos aromaticos neutros e volateis, o que representa
uma area multidisciplinar de grande interesse na atualidade. Um exemplo
interessante nesta linha envolve o uso da fenolftaleina associada a f-CD para a
determinagao de acidos graxos (SKOULIKA, 1999).

Embora as CDs estudadas sofram de uma limitagao importante, que é o fato
de serem pouco seletivas para determinados substratos, podem ser trabalhadas
modificacdes sintéticas no seu arcabouco visando a obtencido de receptores mais

eficientes. Por outro lado, a facilidade de planejamento sintético de corantes
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cianinicos e merocianinicos deve levar a unidades sinalizadoras cromogénicas e
fluorescentes apresentando alta eficiéncia de resposta espectral. Com relagao a este
ultimo aspecto, vale ressaltar que a MB é fluorescente (CAVALLI, 2006), o que
permitiria em principio a utilizagdo do sistema aqui apresentado como um sensor

fluorogénico.

3.3 UM SENSOR CROMOGENICO ANIONICO SELETIVO PARA FLUORETO
BASEADO NA INTERAGAO DO ACIDO FENIL BORONICO COM A
MEROCIANINA DE BROOKER

Numerosos ensaios tém sido desenvolvidos para a detecgcdo de anions em
solugéo, bem como para a detecgao de uma grande quantidade de cations e analitos
neutros. O desenvolvimento de sensores quimicos para estes analitos representa
uma importante linha de pesquisa na atualidade. Uma das razbes para este
interesse encontra-se na detecgao e quantificacdo de diferentes espécies para
possiveis aplicagbes nas areas ambiental e bioquimica (LAKOWICZ, 2005). No,
entanto, o desenvolvimento de sensores colorimétricos para espécies anibnicas é
ainda limitado quando em comparacdo com os sensores fluorescentes anibnicos
geralmente utilizados. Entre os sensores anidnicos desenvolvidos, aqueles que
usam alteracdes de sinal 6ptico sdo de interesse especial. Durante os ultimos anos,
sensores para a deteccdo de cianeto e haletos utilizando acido borénico como
fluoréforo tém sido desenvolvidos, utilizando diferentes técnicas (BADUGU, 2005).
Estas técnicas envolvem cromatografia, potenciometria e espectrofotometria de UV-
vis, entre outras.

Entre os estudos que se referem ao uso e ao desenvolvimento de novos
sensores, uma interessante estratégia envolve a de competigéo entre o indicador e
um substrato anidnico pelo sitio receptor (ANSLYN, 1999). Esta substituicdo trabalha
com sensores anidnicos se diferencas espectrais puderem ser detectadas para o
indicador livre e complexado e também se o sitio receptor for capaz de reconhecer
principalmente uma espécie quimica entre muitos substratos.

Os acidos borbénicos sdao moléculas que tém atraido a atencédo pela sua

capacidade em se ligar seletivamente com &nions e monossacarideos. Essa



84

aplicacdo em unidades receptoras permite a identificagao de diferentes espécies
quimicas, merecendo ser citadas espécies como o cianeto, anion que em
quantidades-trago pode causar a morte (GEDDES, 2005) e a glicose, molécula
neutra que em niveis excessivos no sangue € responsavel pelo diabetes
(KAWANISHI, 2004).

Dessa forma, em uma terceira etapa deste trabalho, pretende-se montar um
sensor cromogénico para anions através do uso de MB em acetonitrila, como sonda
solvatocrébmica, que é colorida. O trabalho consiste na interagdo do acido fenil
borénico (AB) com a MB em acetonitrila, capaz de descolorir a solugdo. Em
sequéncia, um forte anion nucleofilico como o fluoreto pode reagir com as espécies
AB-MB, deslocando a MB. Sendo a MB colorida em acetonitrila, e a ligagcao
covalente AB-MB incolor, a cor da solugdo pode a principio retornar pela adicdo dos

anions fluoreto, como representado na Figura 42.
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Figura 42: Montagem de um sensor cromogénico para fluoreto baseado em um intermediario AB-MB
formado a partir da interagdo de AB com MB em acetonitrila.
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3.3.1 Interagdo da Merocianina de Brooker com o Acido Fenil Borénico

Pesquisas acerca da utilizagcdo de acidos borbnicos para o monitoramento
de glicose (GEDDES, 2005), fluoreto (COOPER, 1998) e cianeto (BADUGU, 2005)
despertaram o interesse. Assim, fizemos conjecturas de que se os acidos borénicos
reagem com anions como fluoreto, cianeto e hidréxido, além de hidroxilas de
agucares, talvez pudessem também reagir com fenolatos. Dessa forma, propds-se o
desenvolvimento de uma sonda solvatocromica baseada na associacdo covalente
entre a MB e o0 AB.

Com isso, a partir de solugdo contendo MB em concentracdo igual a 1x10™°
mol.dm?, sendo a solugao resultante violeta, foi separado volume suficiente para o
preparo de solugdo contendo AB em concentragéo igual a 5x10° mol.dm=. Assim,
realizou-se a titulacdo de MB com solugdo contendo AB, sendo que a cada adigéo
foram realizadas leituras no espectrofotdmetro de UV-vis, as quais geraram a Figura
43. Com isso, os dados foram coletados em 571,0 nm sendo que apés a adigdo de
AB a banda solvatocrémica passa para 385,9 nm. Também foi possivel identificar
claramente a presenga de ponto isosbéstico em 470,1 nm, o que sugere associagao
entre as espécies envolvidas. Estes efeitos ndo podem ser explicados pela formagao
de ligacao de hidrogénio entre o AB e a MB em acetonitrila. Embora se saiba que a
adicdo de um solvente doador de ligacdo de hidrogénio (DLH) a MB causa
deslocamento hipsocrémico da banda solvatocrémica do corante devido a interagao
especifica através de ligagdo de hidrogénio do grupo OH do solvente DLH com o
grupo fenolato da MB, os efeitos observados ndao sdo tdo dramaticos quanto os
observados neste caso. Faz-se necessaria a adicdo de volumes bastante
significativos do solvente DLH para provocar uma mudanga hipsocromica
acentuada, mas este deslocamento jamais ocorre com supressdo da banda
solvatocrémica na regido visivel do espectro e tampouco € observada a presenca de
ponto isosbéstico (SILVA, 2002; BEVILAQUA, 2004). Dessa forma, pode-se dizer
que o efeito observado se deve a reagao de MB com AB com formagao de ligagao
B-O.
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Figura 43: Espectros de UV-vis a 25°C para a MB (2x10”° mol.dm™) em acetonitrila contendo AB a 25
°C em concentragdes de: (a) zero; (b) 1,2x10°° mol.dm™, (c) 6,2x10° mol.dm?, (d) 1,110 mol.dm™,
(e) 1,5x10™ mol.dm?, (f) 1,7x10* mol.dm™ e (g) 2,4x10™ mol.dm™.

A Figura 44 apresenta um perfil obtido pela adicao de AB a solugdo de MB

em acetonitrila, o qual sugere uma estequiometria nao definida para o complexo

AB:MB.
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Figura 44: Variacao das absorbancias da banda solvatocréomica de MB em acetonitrila com adicdes
crescentes de AB. A concentragdo do corante foi de 2x10° mol.dm™ e as absorbancias foram

coletadas em 571, 0 nm.
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Nas condi¢gbes experimentais a cubeta continha solucdo de MB igual a
2x10° mol.dm?, a partir de uma solucdo estoque de AB com concentragio igual a
2,46x10° mol.dm™ foi adicionado um maximo de 1,09x10° mol.dm™ para se obter o
efeito observado. Com isso, verifica-se que a primeira parte do perfil obtido na
Figura 42 sugere que em condigdes em que a concentracdo de MB é bastante alta
em comparagdo com a concentragdo de 4&cido fenil bordnico poderia estar
predominando uma estequiometria MB-AB do tipo 3:1. Assim, foi realizado
experimento para verificar essa questdo, que seria o inverso do que esta
representado na Figura 42. A Figura 43 foi obtida através da titulagao de AB (1,0x10°
° moI.dm'3) usando-se uma solucdo de MB. A concentracdo da MB contida na
solucao estoque era de 5x10™ mol.dm™, sendo que a adigao maxima foi de 1,21x10°
* mol.dm™ de MB, para a obtengdo do efeito verificado. As absorbancias foram
coletadas em 571,0 nm, verificando-se que a adicdo de até dois equivalentes de MB
nao acarretam nenhuma mudancga espectral. A partir disso, é possivel perceber duas
inflexdes, uma mais suave até quatro equivalentes de MB adicionada e outra
bastante inclinada a partir dos quatro equivalentes de MB adicionada. Esta claro na
figura que é facil adicionar dois equivalentes de MB a AB e que a adi¢ao do terceiro
equivalente € um pouco mais dificil (possivelmente por razdes estéreas), o que
permite que verifiquemos as duas inflexdes. A Figura 45 ilustra um método descrito
por Connors (1987) para a obtencao de estequiometrias. A obtencao da figura foi
através da razao entre a concentracdo de MB adicionada pela concentragao de AB
mantida constante. Pode ser observado que o grafico sugere a formagédo de

complexo do tipo 3:1 (3MB:1AB).
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Figura 45: Razdo entre as concentracdes de MB adicionada (de zero a 1,21x10™ mol.dm™) pela
concentragdo de AB mantida constante (1x10™° mol.dm™).

Embora possa ser observado que o complexo 3:1 (3MB:1AB) predomine
quando a concentragao de MB estd em excesso, os estudos para a montagem de
um possivel sensor cromogénico foram realizados com um excesso de AB sobre MB
de 27,8 vezes, em condicbes experimentais que favorecem o complexo MB-AB do

tipo 1:1.

3.3.2 Desenvolvimento de Sensor Cromogénico Anidnico

A partir de pesquisas realizadas por Geddes e colaboradores (2005) e
Badugu e colaboradores (2005) que utilizaram derivados de acidos bordnicos para o
monitoramento de glicose e cianeto, surgiu a idéia do desenvolvimento de um
sensor cromogénico para anions. A literatura ndo apresenta nenhum trabalho que
envolva o uso de um acido borénico como receptor associado a um indicador, como
os corantes solvatocrédmicos, para o monitoramento anidnico.

Dessa forma, foi preparada solugdo de MB em acetonitrila, com
concentracao igual 1%x10™° mol.dm™, e a partir desta, preparou-se solugdo contendo
AB. Apods adicdo a cubeta da solugdo contendo corante a quantidade de acido
borénico adicionada foi equivalente a 2,78x10* mol.dm™. Foi entdo verificado,

nestas condi¢des, o possivel efeito de diferentes anions (fluoreto, cloreto, brometo,
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iodeto, hidrogenossulfato, hidrogeno fosfato e nitrato de tetrabutilaménio), em
concentragao igual a 1x10™ mol.dm™, sobre este sistema.

A interacido de AB-MB e AB com o fluoreto é apresentada nesta secado. A
MB foi inicialmente solubilizada em acetonitrila a qual, a partir dos testes realizados,
apresenta ligacdo covalente com o AB, isso provocou alteragdo na coloragcdo do
meio, de violeta para incolor. A seguir, os anions (F°, CI, Br, I, H,PO4, HSO4, e
NO3’) foram adicionados a solugao incolor, que continha o AB-MB. Foi observado
que somente a adicdo do ion F~ provocou o reaparecimento da cor violeta original,
restabelecendo a banda solvatocrémica em 571,0 nm (Figura 46). Em outras
palavras, a solugdo incolor proveniente da interagcdo covalente entre AB-MB retornou
a coloragao violeta pela adi¢cao de fluoreto (Figura 47). Isto faz do sistema estudado
aqui uma outra estratégia eficiente, em comparagdo com outras descritas na
literatura (LEE, 2001; ZHANG, 2003; ZHOU, 2005; REIS, 2006) para detectar

fluoreto visualmente e quantitativamente.
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Figura 46: Espectros de UV-vis em solugao de acetonitrila de (a) MB, (b) AB-MB em presenca de (c)
F, (d) CI, (e) Br, (f) I, (g) HPO4, (h) HSO4, e (i) NO; como sais de tetrabutiiaménio em
concentragdes de 1,0x10'4 mol.dm™. As concentragcbes de MB e AB foram 1,0x10'5 e 2,78x10'4
mol.dm'3, respectivamente.
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Figura 47: Teste de detecgdo visual para anions em acetonitrila (da esquerda para a direita): MB,
MB-AB (1x10° mol.dm™: 2,78x10™ mol.dm™, respectivamente), MB-AB+F, MB-AB+CI, MB-AB+Br,
MB-AB+I, MB-AB+HPO,, MB-AB+HSO, e MB-AB+NOj;. A concentragdo de todos os sais de
tetrabultilaménio adicionados foi igual a 1x10™ mol.dm™.

Verificando-se que o sistema é muito seletivo para fluoreto, foram realizados
estudos para quantificar a influéncia do aumento da concentracdo do fluoreto em
solugéo contendo AB-MB, e a seqUéncia de espectros da Figura 48 apresenta os
espectros de UV-vis da MB em presenca de AB, onde inicialmente foi preparado o
complexo MB-AB com estequiometria 1:1 usando-se um excesso de 27,8 vezes de
AB a cubeta contendo MB em acetonitrila. A seguir, o complexo foi titulado com
adi¢des crescentes de fluoreto. Observa-se que a banda solvatocromica, referente
ao complexo MB-AB, que aparece em 385,9 nm sofre deslocamento batocrémico
com a adigao de fluoreto, recobrando a coloragao original, referente a solugao da
MB na auséncia de AB, com aparecimento da banda solvatocrémica em 571,0 nm.
E clara a presenga de ponto isosbéstico em 483,1 nm. Os dados obtidos sdo uma
importante evidéncia para o fato que o fluoreto age como nucleéfilo, deslocando a
MB e formando a espécie AB-F, através de um mecanismo de substituicdo

nucleofilica bimolecular.
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Figura 48: Espectros de UV-vis a 25°C para MB (1x10° mol.dm™) em acetonitrila inicialmente
contendo acido fenil borénico com adicdo de fluoreto em concentragdes de : (a) zero; (b) 1,5x10°
mol.dm™, (c) 2,90x10° mol.dm™; (d) 5,2x10™° mol.dm™; () 8,2x10™° mol.dm™.

Os dados de absorbancias em 571,0 nm para cada adi¢ao de fluoreto foram
coletados e usados para a montagem da Figura 49. O grafico aponta para a
formagao de complexo de associagao do tipo 1:1 e um ajuste nao linear descrito por
Valeur gerou um valor de K;1=(1,930,53)x10° dm>.mol™  (;*=4,00x10°). Um
importante aspecto que merece ser considerado € o excesso de AB utilizado (27,8
vezes mais AB que MB). Entao, a principio, quando o fluoreto € adicionado, ele pode
reagir com o AB ou com AB-MB e, se 0 excesso de AB é considerado, a preferéncia
inicialmente seria pelo AB. Se isso acontecesse, seria esperado na Figura 49 que
os dados tivessem um perfil sigmoidal. No entanto, isso ndo foi observado, o que
significa que o fluoreto tem preferéncia pela espécie AB-MB e reage com ela mesmo
quando a concentracdo de AB-MB, no decorrer da titulagdo, diminui mais ainda em
comparagao com a de AB. Estes dados sugerem que, nas espécies AB-MB, a MB
apresenta um duplo papel, tornando o atomo de boro mais eletrofilico que o boro no
AB e agindo como um excelente grupo de saida. Além disso, também é possivel que
a acetonitrila possa apresentar um importante papel, solvatando o atomo de boro do

AB e dificultando o acesso do fluoreto.
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Figura 49: Variagdo da absorbancia em 571,0 nm pelo aparecimento da MB em acetonitrila originado
da solugéo contendo AB-MB com adigdes crescentes de fluoreto de tetrabutilaménio. O experimento
foi realizado a 25 °C e as concentragdes de MB e AB foram de 1,00x10'5 e 2,78x10'4 mol.dm™.

E importante observar o importante efeito nucleofilico do fluoreto sobre o complexo
AB:MB em comparagcdo aos outros anions, o que pode ser justificado pelo seu
pequeno tamanho, alta densidade de carga e alta afinidade eletrénica, propriedades
estas importantes que o tornam capaz de interagir fortemente com o atomo de boro.

Verifica-se a grande habilidade do fluoreto, frente aos outros anions, para
atuar como um nucledfilo em um solvente capaz de solvatar muito bem cations, mas
nao anions (MARCH, 1992; MORRISON, 1996). Sobre a formagado de um possivel
complexo MB-AB formado, como representado na Figura 42, talvez o atomo de boro
circundado pela ligagdo com o fenil, duas ligagcbes com OH e a ligagdo com o
oxigénio fendlico da MB confiram ao boro uma carga negativa, mas que é fortemente
dispersa pelas ligagcbes com os oxigénios, altamente eletronegativos (BADUGU,
2005, GEDDES, 2005). Isto permite o ataque nucleofilico do fluoreto e a substituicao
nucleofilica com a eliminagdo de um grupo de saida muito bom que é a MB, sendo
que os outros possiveis grupos de saida ndao sdo muito bons (MARCH, 1992;
MORRISON, 1996). Uma outra questdo importante é a peculiaridade do fluoreto em
relacdo aos anions estudados, por ser o mais basico, e o menor dentre os anions
(LEE, 2001; ZHANG, 2003; ZHOU, 2005). Isto facilita a aproximagao do boro para
ocorrer reagdao. Com os outros anions, € mais dificil a aproximagéo, pois sao de
volume maior e os grupos ligados ao boro dificultam o acesso devido ao
impedimento estéreo (MARCH, 1992; BADUGU, 2005.)
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Uma questdo adicional a ser feita sobre o estudo apresentado aqui esta
concentrada na possibilidade de que o efeito observado quando AB ¢é adicionado a
solugao contendo MB seria devido a simples transferéncia de prétons do AB a MB.
Nesta situagdo, o fluoreto agiria como base removendo o proton do corante
protonado e regenerando a coloragao da solugado. Entao, um experimento simples foi
feito: a solugdo de MB em acetonitrila, que contém tragos de agua, foi protonada por
H,CO3; formado em solugao apds borbulhar CO,. A protonagao torna a solugéo do
corante incolor. A adicdo de fluoreto a essa solugdo nao provocou nenhuma
mudanca na coloragao da solugdo, mesmo com adigédo de fluoreto em concentragao
3 vezes maior (3x10'3 moI.dm'3) do que a usada nos outros experimentos (Figura
50). Dessa forma, este experimento descarta a possibilidade de ocorréncia de
simples transferéncia de prétons e fornece outra evidéncia para o modelo proposto

na Figura 42.
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Figura 50: Solugdes de acetonitrila apresentando: (1) (a) acetonitrila; (b) acetonitrila+MB; (c)
acetonitrila+MB+AB; (d) acetonitrila+MB+AB+F~ (concentracdo do F~ = 1x10™* mol.dm?®); (2) (a)
acetonitrila; (b) acetonitrila+MB; (c) acetonitrila+MB+CO,; (d) acetonitrila+MB+CO,+F~ (concentragédo

do F~ = 3x10™ moI.dm'3). Em ambos os testes, as concentragcdes de MB e AB utilizadas foram,
respectivamente, de 1X10° e 2,78x10™ mol.dm™.

A estratégia empregada aqui para a determinagao quantitativa e qualitativa
de fluoreto demonstrou seletividade e sensibilidade. Verificou-se que a reagéo de AB
com MB, torna a solugéo incolor pela formagao de ligagao covalente, e que a adigao
de um forte agente nucleofilico como o ion fluoreto, € capaz de quebrar essa
ligagéo, e deixar a MB novamente livre em solu¢do, o que € observado pelo retorno

da coloragao original (violeta).
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4 CONCLUSAO

Os estudos realizados ao longo deste trabalho tinham como estratégia a
investigagdo do uso de um corante solvatocrémico para (1) deteccdo de moléculas
neutras capazes de gerar problemas ambientais, através do monitoramento da
alteragao da coloragao do meio em que se encontram solvatadas. O monitoramento
é baseado na substituicdo da molécula sinalizadora encontrada no interior do
receptor (CDs), pelo substrato neutro (fenol, tolueno, benzeno e alcool benzilico),
que por apresentarem baixa polaridade, sdo capazes de interagir com a cavidade
lipofilica das CDs. E (2) o desenvolvimento de um sensor colorimétrico para
espécies ibnicas (F, CI, Br, I, HoPO4, HSO4, e NO3’), presentes em processos
biolégicos, quimicos e ambientais, baseado na associagdo ocorrida entre o corante
protonado pelo acido fenil bordnico e as espécies ibnicas. Sendo o corante uma
unidade sinalizadora que fornece resposta espectral, e, consequentemente, resposta
visual para o reconhecimento de substratos, fez-se necessaria a investigagéo e o
desenvolvimento de um método analitico capaz de detectar as espécies quimicas
em estudo.

Assim, foi utilizado como unidade sinalizadora a merocianina de Brooker, um
sensor solvatocrébmico que demonstrou grande versatilidade durante o
desenvolvimento deste trabalho. Desta maneira, foram estudadas em uma primeira
etapa as interagbes da MB com diferentes CDs em solugdo aquosa, com pH
controlado em 10,55. Pbdde ser verificado que os deslocamentos batocromicos
maximos observados (Amax) S80 maiores para as CDs modificadas do que para as
CDs naturais. Podendo ser observadas as maiores variagdes para a HP-3-CD e para
Me-p-CD. A anadlise dos dados coletados sugere que as CDs modificadas

apresentam uma menor polaridade em sua cavidade lipofilica. Verificou-se também
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que o aumento da forca idbnica do meio resulta no aumento da polaridade, levando
consequentemente ao aumento no valor das constantes de associagao obtidas.

A comparacdo entre as CDs naturais demonstra que elas apresentam
diferentes comportamentos quando em solu¢cdo aquosa com MB. Enquanto a o-CD
e a p-CD formam complexos de inclusédo do tipo 1:1, a »CD ndo demonstra
evidéncia para a formagao de complexo de inclusdo. Isso pode ser explicado pelos
didmetros internos das cavidades das CDs. Tendo a »CD um didmetro superior,
quando comparada as outras CDs, isso impede que o corante se ajuste de maneira
adequada. Os resultados evidenciam que a CD que apresenta melhor ajuste com a
MB é a 5-CD.

A formagdo de complexo de inclusdo envolvendo CDs modificadas, como
por exemplo, pela substituicdo das hidroxilas pelos grupos metila e hidroxipropila
tornam as CDs substituidas mais flexiveis. Esta substituicdo também ¢é responsavel
pelo aumento da solubilidade das CDs modificadas. Sendo verificado que os valores
das constantes de inclusdo foram menores para as CDs modificadas, podemos
justificar isso pelo aumento da flexibilidade, ocorrendo, assim, diminuicdo da pré-
organizagao das CDs, o que torna a interagao entre corante e CD menos efetiva, e
também pelo menor favorecimento entrépico do sistema (REKHARSKY, 1998).

Na segunda etapa desta pesquisa, testes foram realizados em presencga de
fenol em solugdo tampao, baseados na substituicdo da molécula sinalizadora (MB)
pelo substrato no interior da cavidade do receptor (4~ e Me-4-CD), verificando-se que
em meio tamponado, a substituicio da MB pelo fenol ndo é favorecida. Os
resultados obtidos reforcam a ndo obtengao de constantes de associacdo, em meio
tamponado, para o fenol, tolueno, benzeno e alcool benzilico. Deste modo, a
comparacgao entre a formagao de complexos de inclusdo em meio tamponado e nao
tamponado demonstra que em solugdo tamponada ha aumento na forca idnica, e
consequente aumento da polaridade do meio, o que faz com que a substituicido do
indicador pela molécula neutra ocorra com menor intensidade pelo favorecimento
das interagdes intermoleculares existentes entre o corante e a cavidade da CD.

Embora as CDs estudadas sofram de uma limitagao importante, que é o fato
de serem pouco seletivas para determinados substratos, podem ser trabalhadas
modificagdes sintéticas no seu arcabougo visando a obtencédo de receptores mais

eficientes. Por outro lado, a facilidade de planejamento sintético de corantes
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cianinicos e merocianinicos deve levar a unidades sinalizadoras cromogénicas e
fluorescentes apresentando alta eficiéncia de resposta espectral. Com relagao a este
ultimo aspecto, vale ressaltar que a merocianina de Brooker é fluorescente
(CAVALLI, 2006), o que permitiria, em principio, a utilizagcdo do sistema aqui
apresentado como um sensor cromogénico.

Verificou-se, também, que a CD e MB podem ser utilizados no
desenvolvimento de sensores fluorogénicos e cromogénicos para analitos neutros
volateis, o que hoje se apresenta como uma area de grande importancia e aplicagéo
nas areas quimica, biolégica e ambiental.

Como este trabalho fundamenta-se na detecgdo visual com consequente
alteracdo da coloracdo do meio, o uso de substratos apolares, que interajam
fortemente com a cavidade apolar das CDs, apresentou-se eficiente. As interagdes
que podem ocorrer entre receptor e substrato, representando papel fundamental no
processo de associagado, podem ser descritas como interagdes do tipo forgas de van
der Waals e ligagdes de hidrogénio. Os resultados obtidos demonstram viabilidade
do método estudado para obtencido indireta de constantes de inclusao entre
substratos neutros apolares e CDs através do uso da MB como indicador.

Na terceira etapa deste trabalho, foi possivel concluir, através dos resultados
obtidos, que a reagao da MB com o AB em excesso permite a formacao de AB-MB,
espécies incolores, que sdo capazes de atuar como um sensor cromogénico para
fluoreto. A estratégia estudada aqui combinou o conceito de quimiossensores
baseados na substituicdo de espécies com o desenvolvimento de sensores
baseados na formagdo e na quebra de ligagdo covalente. Sendo que os &acidos
borénicos s&do unidades receptoras muito importantes capazes de selecionar
seletivamente cianetos e monossacarideos, especialmente glicose, a técnica
apresentada aqui pode ser facilmente modificada para desenvolver um sensor
cromogénico para estes analitos. Finalmente, sendo a MB fluorescente, também é
possivel utilizar esta estratégia para o desenvolvimento de sensores fluorogénicos

baseados em reacdes de substituicio.
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APENDICES

| — Determinagao da estequiometria e constante de estabilidade dos complexos

Assumindo a formagao de complexos do tipo 1:1 o processo de associagao

pode ser expresso da seguinte maneira a partir da equagéao 1:

R+S=RS (eq.1)

Onde R indica a molécula receptora — ciclodextrina e/ou acido fenil borénico
— e S os substratos (analitos neutros ou aniénicos ou corante) (CASTRONUOVO,
2005).

Os resultados obtidos a partir das atividades experimentais podem ser
analisados de acordo com a equacgao descrita por Connors (1987), assumindo
complexos do tipo 1:1 analisados de acordo com ajuste linear, sendo expressa pela

equacao 2.

AA/b=[corante]K114£11[R]/(1+K11[R])  (eq. 2)

Onde b representa o caminho 6éptico, [corante] é a concentracao do corante,
Agqq € a diferencga entre as absorvitividades molares do corante livre e na forma de
complexo e K¢ é a constante de associagao para a formagao de complexos do tipo
1:1. AA é a mudanga na absorbancia que apresenta comprimento de onda fixo para

a solugdo contendo o corante quando a concentracdo da R muda de zero para [R]. A
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equacgao de Benesi-Hildebrand [eq. (3)] e a equacdo de Scott [eq. (4)] também
podem ser usadas em ordem para estimar os valores inicial de A1 € Ky pode ser
utilizada a partir da equacgao 2 (VENTURINI, 2005).

b/AA=1/[corante]K14¢&44[R]+1/[corante]de11  (eq. 3)
b/[R)/AA=[R]/[corante]de1+1/[corante]K14e11  (eq. 4)

O erro relativo do método de Benesi-Hildebrand ao medir a constante de
inclusdo do complexo de R é usualmente alto. Este método é recomendado quando
a complexagcdo €& modesta (K~1000 L.mol'1) e a alteracdo na absorgdo é
significativa. Em outras condicdes os métodos nao-lineares sdo mais desejaveis
(YANG, 2000).

Podemos determinar ainda a estequiometria e estabilidade dos complexos
considerando o seguinte equilibrio proposto por Valeur (1992): R + nS = S;R, o qual

€ caracterizado pela constante de estabilidade K, do complexo, definida como:

Kn = [SiRVIRIS]"  (eq. 5)

A absorbancia da solugédo inicial do ligante livre é obtida a partir do
comprimento de onda (A):

Ao=a(l)lc, (eq.6)
Onde ¢, expressa a concentragcdo molar do ligante, g € a diminui¢do do

coeficiente molar e / representa o caminho optico (cm). Apdés a adicao de dado

analito, a absorbancia pode ser obtida a partir da equagao 7:

Ao = a(A) IRl + aun. () I [SiR]  (eq. 7)

Supondo total complexagao, temos:

Aiim = &snr(4) 1 Co  (eq. 8)

Esta relagao aliada a ¢, = [R] + [S,R] pode ser ainda expressa como:
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A= A, + ((AimKn[S]")/1) + K,[S]" (eq. 9)

Se a concentragao do S livre em solugao é muito maior do que a da espécie

complexada, [S] pode ser reescrita por todas as concentracdes, representada por

CvB-

Os dados de absorbancia podem, entdo, ser analisados pelo uso do método
quadratico nao linear para sucessivos valores de n. O valor correto de n corresponde
ao valor do coeficiente de correlagdo. A analise também gera o valor da constante
de estabilidade, representada por K,.

Se a eficiéncia da complexacao for elevada, assume-se que o grande
excesso de analitos livre com respectiva for¢ca de ligagdo nao é estritamente valida
na primeira parte da curva de titulagdo. Nos podemos entdo considerar que toda a

concentragdo do analito € igual a:
Cs=[S]+[SR] (eq.11)

Para n = 1, pode-se derivar a mais geral relagdo pela combinagdo das

equacodes 5-8 e 11:
A= Ao + (Aim-Acl2C,) [Co + Cs + 1/Ks - [(Co + Cs + 1/Ke)? - 4cocs]™?] (eq. 12)

A precisao da descrigao grafica pode ser melhorada pelo uso desta relagao
ao invés da equacgado 10 reescrita (com n = 1) na relagdo matematica expressa
como:

(Ao — AIA = Aim) = Kics (eq. 13)
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IlLA — Teste de protonagao da MB por CO, em atmosfera de N, em presencga de

metil-4-CD

A fim de se determinar a fonte de prétons do meio, responsavel pela
protonacao do corante e consequentemente tornar a solugéo incolor, foram feitos
testes com f- e metil-p-CD e atmosfera de N, em sistema fechado. A agua
deionizada utilizada foi fervida para remog¢do do CO, do meio e mantida em
atmosfera de N,. Em seguida foram adicionadas as concentragbes maximas das
solugdes de fenol, tolueno, benzeno e alcool benzilico, sendo entado realizadas as
medidas no espectro de UV-vis. Estes testes revelaram que o CO, era o agente
responsavel pela protonagdo do corante e, consequentemente, por tornar incolores
as suas solucgoes.

Os espectros obtidos podem ser observados nos itens Il.A e I1.B, para metil-

S-CD (Figura 51) e p-CD (Figura 52), respectivamente.
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Figura 51: Teste de protonacdo de MB em solugdo aquosa (1,0x10'5 moI.dm'3) em atmosfera de N,
na presenca de metil-3-CD. Adigdes maximas das concentracdes de: (a) metil-3-CD (3x10” mol.dm™);
(b) benzeno (7,4x10™ mol.dm™); (c) alcool benzilico (2,2x10™ mol.dm™); (d) fenol (9,4x10 mol.dm™);
(e) tolueno (1,0x10™* mol.dm™).
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IlLA — Teste de protonagao da MB por CO, em atmosfera de N, em presencga de

B-CD
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Figura 52: Teste de protonacdo de MB em solugédo aquosa (1,Ox10'5 moI.dm'3) em atmosfera de N,

na presenca de S-CD. Adigdes maximas das concentragdes de: (a) A-CD (7,05x10° mol.dm™); (b)

fenol (8,7x10° mol.dm™); (30) tolueno (1,2x10™* mol.dm™); (d) benzeno (8,3x10®° mol.dm™); (e) alcool
)

benzilico (1,1x10™* mol.dm™).



