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RESUMO

As aminas sdo compostos organicos bastante conhecidos na literatura, apresentam
aplicagdes nas areas industrial, ambiental e farmacéutica. O desenvolvimento de metodologias
simplificadas na forma de dispositivos Opticos capazes de detectar aminas, ¢ de grande
importancia. Nesta Tese quatro iminas foram sintetizadas e aplicadas como quimiossensores
cromogénicos para deteccao de alquilaminas e de um farmaco, a lidocaina em meio aquoso. Os
compostos apresentam em sua estrutura molecular o grupo 5-nitrotiofen-2-il aceitador de
elétrons e fendis como grupos doadores de elétrons e os quimiossensores foram usados numa
estratégia acido-base. Os fendis sdo incolores em &4gua, mas sua desprotonacdo pelas
alquilaminas gera os fenolatos coloridos correspondentes, que podem ser usados para detectar
esses analitos. A presenca ou a auséncia do surfactante, o brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB), foi investigada em meio aquoso. A presenca de CTAB gera um deslocamento
batocromico da banda pericromica dos fenolatos, indicando que os compostos sdo transferidos
para o interior menos polar das micelas. Na presenca de CTAB a estabilidade das bases
conjugadas dos compostos ¢ aumentada, enquanto ocorre diminuicdo do pKa dos fenois,
favorecendo a atuagdo deles como quimiossensores. Os resultados obtidos foram explicados de
acordo com um modelo que considera a estrutura molecular do quimiossensor, a
micropolaridade do meio e a basicidade da amina. Os ensaios de titulagdo foram obtidos e
forneceram limites de detec¢do da ordem de 10°~107 mol L, dependendo das condi¢des
experimentais ¢ da natureza do quimiossensor. As aplicagdes foram realizadas com
quimiossensores cromogénicos adsorvidos em tiras de papel para detectar alquilaminas na dgua
e na fase de vapor. Os compostos também foram utilizados em solugdo para a quantificagdo da
lidocaina em agua. Assim, a versatilidade dos compostos estudados permite pensar em seu uso

em aplicacdes simplificadas para a deteccao de alquilaminas e lidocaina.

Palavras—chave: quimiossensores cromogénicos; detec¢do visual; aminas; lidocaina.



ABSTRACT

Amines are organic compounds well known in the literature, have applications in
industrial, environmental, and pharmaceutical areas. The development of simplified
methodologies used in optical devices capable of detecting amines is of great importance. In
this Thesis, four imines were synthesized and applied as chromogenic chemosensors for the
detection of alquilaminas and a drug, lidocaine in aqueous medium. The compounds have in
their molecular structure 5-nitrothiophen-2-yl electron acceptor group and phenols as electron
donor groups, and the chemosensors were used in an acid-base strategy. Phenols are colorless
in water, but their deprotonation by alkylamines generates the corresponding colored
phenolates, which can be used to detect these analytes. The presence or absence of surfactant,
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), was investigated in aqueous medium. The presence
of CTAB generates a bathochromic displacement of the perichromic band of the fenolatos,
indicating that the compounds are transferred into the less polar interior of the micelles. In the
presence of CTAB, the stability of the conjugated bases of the compounds is increased, while
there is a decrease in the pKa. of phenols, favoring their performance as chemosensors. The
results obtained were explained according to a model that considers the molecular structure of
the chemosensor, the micropolarity of the medium and the basicity of the amine. The titration
tests were obtained and provided detection limits in the order of 10°~10"" mol L', depending
on the experimental conditions and the nature of the chemosensor. The applications were
carried out with chromogenic chemosensors adsorbed on paper strips to detect alkylamines in
water and in the vapor phase. The compounds were also used in a solution for the quantification
of lidocaine in water. Thus, the versatility of the studied compounds allows us to think about

their use in simplified applications for the detection of alkylamines and lidocaine.

Keywords: chromogenic chemosensors; visual detection; amines; lidocaine.
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1. INTRODUCAO

A quimica supramolecular tem sido objeto de um grande numero de pesquisas nas
ultimas décadas. Suas aplicacdes tém se estendido por diversas areas e desde o inicio dos anos
noventas os estudos envolvendo o reconhecimento e deteccdo de espécies quimicas tém
ganhado atencdo especial.

Bastante reportados na literatura, os dispositivos Opticos de detec¢do cromogénicos e
fluorogénicos ganharam atengao especial dada sua aplicagdo na detecg@o de cations, anions e
analitos neutros em diferentes condi¢cdes. A compreensdo das forcas e do mecanismo de
reconhecimento permitiu a elaboracao de novos dispositivos de detecc¢ao.

A exploracdo destas estratégias estd, em parte, alinhada a simplicidade, baixo custo
analitico, tempo curto de resposta e confiabilidade apresentada. Com base neste contexto nosso
grupo de pesquisa tem se dedicado ao planejamento de estratégias moleculares e
supramoleculares para a detec¢do de anions, cations e moléculas neutras.

Esta Tese tem por finalidade o planejamento e a aplicagcdo de novos prototipos de
quimiossensores e quimiodosimetros baseados em estratégias de deteccao supramoleculares.
Para isto foram sintetizados quatro compostos organicos (compostos la-4a). A Figura 1

apresenta as estruturas moleculares dos compostos que foram estudados.

Figura 1. Compostos sintetizados e utilizados na Tese como dispositivos de deteccao.

NO,
=z S
N
la:R=H
R 2a: R =Cl
3a: R =Br
4a: R = fert-butil
R OH

Os compostos 1a-4a foram utilizados em uma estratégia baseada em reagdes acido-base
e os ensaios foram realizados em meio aquoso e micelar. Os resultados foram aplicados para a

detec¢ao de um farmaco, a lidocaina.
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A seguir, sera apresentada uma revisao bibliografica sobre o assunto visando dar maior

palpabilidade a Tese e melhor compreensdo acerca do tema ora explorado.
1.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Historicamente, as bases da quimica supramolecular surgiram no final do século XIX.
A descoberta das forcas intermoleculares em 1873 (TANG; TOENNIES, 2010; WISNIAK,
2000) tornou mais clara a percepg¢ao sobre a interagdo entre moléculas idénticas ou ndo.

Os estudos de Emil Fischer sobre interacdes receptor-substrato (FISCHER, 1894;
KOSHLAND, 1994) levaram a concepg¢ao do modelo chave-fechadura (Figura 2), mostrando
a especificidade dos receptores biologicos sobre determinado substrato. No modelo proposto
por Fischer o substrato funciona como uma chave que se ajusta ao receptor, que atua como
fechadura (SANTOS, 2014). Em anos posteriores a melhor compreensdo das diferentes
maneiras de como as moléculas podem interagir foram fundamentais para compreender
processos biologicos, bioquimicos e de reconhecimento que deram suporte a quimica

supramolecular.

Figura 2. Adaptagdo do modelo chave-fechadura de Fischer (adaptagdo de SANTOS, 2014).
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No comeco do século XX os estudos sobre a teoria de coordenagcdo com complexos
metalicos (BOWMAN-JAMES, 2005; WERNER, 1893) foram norteadores para o
entendimento acerca de sistemas moleculares organizados.

O entendimento de processos moleculares organizados foi explorado em sistemas
biologicos com os trabalhos de Ehrlich (Nobel em Medicina, 1908) com a descoberta de
receptores seletivos na superficie celular (EHRLICH, 1908).

No inicio do século XX Latimer ¢ Rodebush propuseram a ideia da ligacdo de

hidrogénio (LH) para associacdo entre moléculas da agua (GIBSON; LATIMER; PARKS,



24

1920). Porém, o conceito acerca desses sistemas moleculares organizados, chamados de
supermoléculas, foi dado por Lothar para descrever a LH em dimeros do acido acético (WOLF;
PRAHM; HARMS, 1937) e foi complementado com a descricdio da LH por Pauling
((PAULING, 1960).

No inicio da década de sessenta, o pioneirismo do trabalho de Charles Pedersen, baseado
na sintese dos éteres-coroa (PEDERSEN, 1967) e aliado aos criptantes de Lehn (LEHN, 1979),
permitiu a constru¢ao de uma nova visao a maneira como os quimicos observavam as moléculas
e seus constituintes, a partir do emprego de sistemas supramoleculares como entidades quimicas

capazes de reconhecer outras espécies quimicas (Figura 3).

Figura 3. Representagdo de dois complexos supramoleculares de K™ com (A) um éter-coroa
(adaptado da referéncia PEDERSEN, 1967) e com (B) um agente criptante (adaptado da

referéncia LEHN, 1979), sendo ambos os receptores seletivos para o ion potassio.

(A) (B) 0 0

o )

Complexo com 18-coroa-6 2.2.2-criptato

Os trabalhos laurearam os quimicos que dividiram o prémio Nobel de 1987 com Donald
J. Cram. Em 1978 Lehn propos o conceito de quimica supramolecular definindo-a como “...a
quimica das associag¢oes moleculares e das ligagoes intermoleculares” (LEHN, 1979).

A ideia plantada por Cram, Lehn e Pedersen se multiplicou e desde o seu surgimento, a
quimica supramolecular impulsiona estudos em diversas areas, tais como: catdlise, sistemas
moleculares e complexos supramoleculares que poderiam ser usados no armazenamento de
dados, na criagdo de motores moleculares, assim como no reconhecimento de moléculas e ions
em diferentes meios.

Esta area relativamente nova na quimica se alicerca na compreensao de interagdes nao
covalentes incluindo LHs, interagdes m-mt, for¢as de van der Waals, coordenag¢ao metalica, efeito
hidrofébico e interacdes eletrostaticas, para promover a interagdo ou a organizagdao entre
moléculas.

Estas sdo as mesmas forcas empregadas em sistemas biologicos altamente complexos e
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especificos (BEDDELL, 1984; LEHN, 1990; YOU; ZHA; ANSLYN, 2015). Um exemplo
extraido da Natureza de modelo de interagao baseado em sistemas supramoleculares ¢ o modelo
de dupla hélice, presente no acido desoxirribonucleico (DNA). A organizagao dos diferentes
tipos de interagdes intermoleculares que ocorre nas bases nitrogenadas permite a construgao
caracteristica da estrutura quimica do DNA, conforme mostrado na Figura 4, com a formacao
de LHs entre as bases nitrogenadas guanina e citosina e for¢cas de empilhamento n-m entre as

bases nitrogenadas adenina e citosina (COX, 2000).

Figura 4. Representagdo dos tipos de interacdes intermoleculares que ocorrem nas bases
nitrogenadas do DNA. Em (A) por LH e em (B) por empilhamento n-n (adaptacao da referéncia
SANTOS, 2014).
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Nas ultimas décadas, uma grande quantidade de aplicagdes para sistemas
supramoleculares foi apresentada (ANSLYN, 2007; BELL; HEXT, 2004; BUSSCHAERT et
al., 2015b; LEHN, 1990; WU et al., 2017) devido ao bom emprego em outros sistemas que se
estendem por diferentes areas, ndo restritas a quimica.

A quimica supramolecular pode ser definida como a quimica além da molécula (LEHN,
1988), entrelagada por um enredo organizado entre ligagdes covalentes e ndo covalentes, a
partir de diferentes entidades quimicas. O entendimento destas interacdes tem conduzido muitas
pesquisas visando compreender o mecanismo de reconhecimento molecular entre entidades
quimicas diferentes. A sintese de dispositivos dpticos de detecgdo esta inserido neste contexto,
pois para haver a deteccdo de um analito-alvo frente um dispositivo é necessario compreender

diferentes fatores que norteiam o reconhecimento.
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1.2 DISPOSITIVOS OPTICOS DE DETECCAO DE ANALITOS IONICOS E NEUTROS

A quimica dos sistemas coloridos e suas aplicagdes tem despertado o interesse de
milhares de pesquisadores ha séculos. Um exemplo classico e simples ¢ o da fenolftaleina,
composto que foi primeiramente preparado por Bayer (1871) a partir de anidrido ftalico e dois

equivalentes de fenol (BAEYER, 1871) conforme mostrado na Figura 5.

Figura 5. Representacdo da sintese da fenolftaleina, conforme a primeira preparagao descrita

por Bayer em 1871.

OH o

Adolf von Baeyer
(1835-1917)

A mudanca de coloracdo do meio para o violeta ocasionada pela variagdo da
concentra¢cdo hidrogenionica permite que o composto seja utilizado em testes rapidos como
indicador para se acompanhar visualmente mudangas de pH em sistemas aquosos. A ideia
simples tem inspirado o desenvolvimento de testes rapidos baseados em diferentes classes de
corantes para monitorar de maneira facil e simplificada a qualidade da dgua, contaminagdes
ambientais e condigdes iniciais e/ou finais para diversos processos quimicos, entre tantas outras
aplicagoes.

Com o avango da quimica supramolecular, a deteccdo de espécies quimicas tornou-se
possivel através do estudo de dispositivos quimicos opticos capazes de interagir seletivamente
com um analito-alvo e produzir uma resposta Optica que pode ser visualizada através da
mudanga de coloragdo no meio (Figura 6). Desta forma os quimiossensores podem detectar um

analito-alvo (CZARNIK, 1994) mediante um sinal analitico mensuravel (BELL; HEXT, 2004).
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Figura 6. Esquema geral de funcionamento de um dispositivo Optico de detec¢do cromogénico

e/ou fluorogénico para a deteccdo de analitos (adaptagao da referéncia NANDI, 2015).
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De maneira geral, os dispositivos de deteccao sdo constituidos essencialmente por duas
unidades fundamentais: (i) uma unidade de reconhecimento e (ii) uma unidade geradora do
sinal (MACHADO et al., 2008) conforme representados na Figura 6. Desta forma o analito-
alvo ao ser reconhecido pela unidade de reconhecimento levara a modificagio do ambiente
quimico (propriedade fisica ou quimica) na unidade sinalizadora, onde disparard um sinal que
pode ser verificado por exemplo pela alteracdo da cor ou fluorescéncia, que sera captado e

mensurado (ALDREY et al., 2013) de acordo com a técnica analitica utilizada (Figura 7).

Figura 7. Constitui¢do basica de um dispositivo de detec¢do (adaptado da referéncia ALDREY
etal.,2013).
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sinalizagdo e vice-versa.

Uma ideia para a aplicacao dos dispositivos opticos de deteccao ¢ a da detecgao visual
com ensaios laboratoriais simplificados. A mudanga de coloracao do meio pode representar um
indicativo da presenga de um analito frente ao dispositivo.

Muitos trabalhos tém reportado diferentes estratégias para detecgdo de analitos idnicos
e neutros e dentre eles destacam-se: (i) quimiossensores baseados em ensaios de competi¢ao ou
deslocamento; (ii) quimiossensores fundamentados em reacao acido-base e/ou interagdes por
LHs; e (iii) quimiodosimetros (BUSKE, et al., 2015; NICOLETI et al., 2012; RIBEIRO et al.,
2011). Os conceitos e os exemplos relativos a esses sistemas serdo apresentados

simplificadamente a seguir.

1.2.1 Quimiossensores baseados em ensaios de competicao ou deslocamento

Os quimiossensores baseados em ensaios de competi¢dao ou deslocamento tem sido uma
estratégia frequentemente utilizada na detecgdo de ions. Nestes quimiossensores, a unidade
sinalizadora interage com a unidade de reconhecimento em solugdo e compete com o analito.
Os calixarenos sdao exemplos bem citados na literatura. A Figura 8 exemplifica essa estratégia,
sendo possivel verificar a formagao de dois complexos. O complexo R:S ¢ formado entre a
unidade receptora (R) e a unidade sinalizadora (S) e o complexo R:A ¢ formado entre a unidade
receptora (R) e o analito-alvo (A). A presenga do analito-alvo (A) permite a formacao do
complexo R:A a partir do complexo R:S, levando a modificacio do ambiente quimico e

liberando a unidade sinalizadora (S), responsavel pelo sinal a ser mensurado.

Figura 8. Representacao geral de um quimiossensor optico baseado na competicdo de um

corante e um analito por um receptor.
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O sucesso de dispositivos Opticos de deteccao baseados em ensaios de competi¢dao
depende da interagdo no complexo R:A ser muito superior ao complexo R:S (EL-
BARGHOUTHI et al., 2005).

Um exemplo de estratégia de deteccdo visual para anions baseada em ensaio de
competicao foi proposto por Gale et al. (GALE et al., 1999). O estudo envolveu a preparagao
do complexo calix[4]pirrol:4-nitrofenolato (Figura 9) em diclorometano e em seguida se
verificou a perturbagdo no sistema, com auxilio da espectrofotometria de UV-vis, ocasionado
pela adicdo de diferentes anions na forma de sais de tetra-n-butilamoénio. Em acetonitrila, o
complexo formado entre calix[4]pirrol e a merocianina de Brooker permitiu a deteccdo dos
anions F~, C1” e H2SO4™ (LINN; PONCIO; MACHADO, 2007).

Na Figura 9 ¢ possivel observar que o sistema calix[4]pirrol:4-nitrofenolato ao interagir

com o F~ libera o 4-nitrofenolato, dando coloragao amarelada a solucao.

Figura 9. Aplicacdo do calix[4]pirrol para detec¢do do anion fluoreto baseada em ensaio de

competi¢ao com o 4-nitrofenolato em meio organico (adaptado da referéncia GALE, 1999).
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O exemplo observado na Figura 10 foi estudado com sucesso por Nicoleti et al.
(NICOLETI, 2012). Os resultados mostraram que em meio organicos o anion fluoreto permite
interagir mais fortemente com o meso-octametilcalix[4]pirrol deslocando o 4-(4-nitrobenzil-

idenoamino)fenolato, o que torna o sistema colorido.
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Figura 10. Aplicacdo do calix[4]pirrol para detec¢do do anion fluoreto baseada em ensaio de
competicdo com o 4-(4-nitrobenzilidenoamino)fenolato em meio organico (adaptado da

referéncia NICOLETI, 2012).
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1.2.2 Quimiossensores fundamentados em reacdes acido-base e/ou interacdes por LH

Nesta estratégia, a ideia central esta baseada na capacidade do quimiossensor realizar
LH com o analito-alvo, porém em muitas situagdes a basicidade do analito-alvo pode ser
suficiente para abstrair o hidrogénio. Uma caracteristica importante ¢ a necessidade de grupos
doadores de LH, como SH, OH, NH, na estrutura do quimiossensor (BUSKE, 2015).

Eles terdo papel importante na interacao e coordenagao do quimiossensor com o analito-
alvo. Um esbogo para esta estratégia ¢ apresentado na Esquema 1, inicialmente pode haver a

formacdo de LH (Esquema 1A) ou a abstracao hidrogénio (Esquema 1B).
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Esquema 1. Representacao geral das possiveis interagdes do quimiossensor com uma espécie
anionica fundamentado na interacdo por LH ou na reagdo acido-base (adaptado da referéncia

SCHRAMM, 2017).
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O uso de estratégias baseadas em LH tem sido bem empregada para dnions e muitos
trabalhos tém sido reportados na literatura (MACHADO; STOCK; REICHARDT, 2014a;
ROMMEL et al., 2017, ZHOU et al., 2015) variando o tipo de analito-alvo e os
quimiossensores aplicados.

Uma proposta para a detec¢do do F~ (Figura 11) em sistema DMSO/H;O foi baseada

na condensagao entre um derivado da cumarina com 2-amino-benzoidrazina (REN et al., 2016).

Figura 11. Proposta para a detec¢do do F~ em meio aquoso (adaptado da referéncia REN, 2016).
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Na presenca do F~, o composto (Figura 11A) desenvolve coloracdo levemente laranja
ao sistema, o que ndo ocorre para os demais anions explorados. O experimento foi
acompanhado por espectrofotometria de UV-vis, observando-se que a adi¢do do F~ gerou uma
banda de absor¢do maxima em 500 nm. As titulagdes por espectrofotometria de fluorescéncia
mostraram que o composto apresenta emissao verde em 530 nm quando excitado em 427 nm.

A explicacdo para o fendmeno se da pela capacidade do quimiossensor realizar LH
(Figura 11B) com o F~ pelos hidrogénios da amina e amida presentes no composto (REN et
al., 2016).

Outro exemplo do emprego desta estratégia foi apresentado recentemente por Nemati e

colaboradores para derivados do calix[4]arenos (NEMATI et al., 2016). No ensaio realizado,
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apenas o ion F~ (Figura 12) foi capaz de tornar a solucdo colorida, o que ndo ocorreu para os
demais anions. No estudo foi determinada a estequiometria para o sistema formado
(F/calix[4]areno), aplicando o método de variagdo continua (NEMATI et al., 2016). Os
graficos de Job apontaram para um complexo constituido pela associagdo de uma unidade do

F~ para cada unidade do calix[4]areno.

Figura 12. Aplicacdo de um quimiossensor para a deteccao de fluoreto. Sio mostradas diversas
solugdes em MeCN do calix[4]areno na presenga de diferentes anions. A concentragdo foi de
1,0 x 10* mol L para o calix[4]areno e 100 equiv de cada anion (adaptado da referéncia

NEMATI et al., 2016).
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Em outro estudo, a estequiometria e a constante de associagdo entre o p-tert-butil-
calix[4]areno frente a carbamapezina, um medicamento anticonvulsionante empregado na
tratamento de convulsdes e desordem afetiva bipolar, foram determinadas. O modelo de
varia¢do continua apontou para uma estequiometria tert-butil-calix[4]areno:carbamapezina na
ordem de 1:2. Com base nos modelos matematicos empregados a constante de associa¢do para

o complexo 1:2 foi de 1,25 x 10* L2 mol? (MEENAKSHI, 2015).

1.2.3 Quimiodosimetros

A estratégia baseada nos quimiodosimetros estd fundamentada numa reagdo quimica
irreversivel entre o sistema de detecgdo e o analito-alvo (QUANG, 2010; YANG et al., 2013).
O termo quimiodosimetro foi empregado no inicio da década de noventa por Czarnik
(CHAE, 1992) para descrever a detecgao seletiva de ions Hg(II), porém a partir de 2005 houve
um aumento no niamero de publicagdes (BUSSCHAERT et al., 2015; MACHADO et al, 2014a;
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MOLINA et al, 2017; YANG et al., 2013).
A aplicagao dos quimiodosimetros tem sido positiva tendo em vista a melhor
seletividade frente ao analito-alvo, dada a irreversibilidade do processo. Em linhas gerais, os

quimiodosimetros se baseiam em trés diferentes tipos, conforme apresentado na Figura 13.

Figura 13. Estratégias baseadas em quimiodosimetros (adaptado da referéncia

ZIMMERMANN-DIMER, 2008).
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De acordo com a Figura 13, verificam-se trés estratégias para os quimiodosimetros. Em

(A) mostra-se o analito ligando-se covalentemente ao quimiodosimetro cromogénico ou
fluorogénico, levando a uma variagao na cor ou na banda de emissao de fluorescéncia. Em (B)
o analito interage com o quimiodosimetro, catalisando uma reagdo quimica que conduz a
variagdo espectral. Em (C) o analito reage com o quimiodosimetro liberando um grupo de saida
cromogénico e/ou fluorogénico (NICOLETI, 2015a). O sinal observado de acordo com a
técnica analitica utilizada deve ser proporcional a concentracdo do analito-alvo (QUANG,
2010).

Um exemplo para a deteccdo de anions empregando quimiodosimetros ¢ apresentado
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na Figura 14. Neste exemplo, o quimiodosimetro na presenca do F~ sofre ruptura da ligagao O-

Si e libera a espécie contendo fenolato, que da cor a solugdo (NICOLETI, 2015a).

Figura 14. Quimiodosimetro para a detec¢do seletiva de F~ baseado em um benzilidenofenolato
sililado. Em (a) mostra-se a solucdo do composto e na presenca de (b) HSO4™, (c) H2PO47, (d)
NOs7, (e) CN7, (f) CH3COO, (g) F~, (h) CI', (1) Br e (j) I (adaptagdo da referéncia NICOLETI,
2013).
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Compostos contendo a ligacao O-Si t€ém sido empregados para detec¢io de anions como
F~ em meio organico (ZHU, 2011) ou CN™ em meio aquoso (GUERRA, 2015; NICOLETI,
2015).

A reatividade de CN™ em meio aquoso tamponado (HEDP) também foi explorada frente
a compostos organicos que apresentam ligagcdes duplas entre atomos de carbono (CH=CH). A
estratégia € positiva uma vez que pode ocorrer rea¢do de adicdo de Michael entre o ion CN™ e
a ligagdo dupla reduzindo a fluorescéncia observada em 503 nm (KIM, KIM, 2010), conforme

mostrado na Figura 15.



35

Figura 15. Quimiodosimetro para CN™ baseado na adi¢do de Michael (adaptado da referéncia

KIM; KIM, 2010).
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A possibilidade de ancorar estes compostos em polimeros, fibras, nanoparticulas ou
outros suportes solidos (ISAAD; EL ACHARI; MALEK, 2013; SEIFFERT, 2015) tem sido
alvo de muitos estudos, tendo em vista o interesse cientifico e comercial que pode representar

em testes rapidos de deteccao.

1.3 DETECCAO DE AMINAS

A capacidade de detectar cations e anions levou os olhares de muitos quimicos a
buscarem estratégias visando detectar analitos neutros. Espécies neutras conduzem processos
bioldgicos que norteiam a vida, estdo presentes em diferentes etapas em nosso metabolismo,
desde o reconhecimento, transporte, reatividade, regulagdo, unido entre substratos, enzimas,
complexos multiproteicos e impulsos nervosos, entre tantos outros (NELSON, 2002), e também
estdo presentes em alimentos, medicamentos, vestimentas, etc. Entretanto, a deteccdo de
analitos neutros representa uma tarefa exigente dadas as semelhangas estruturais que muitos
analitos neutros apresentam (MOHR, 2004a; MOHR et al., 2002).

Dentre os compostos neutros, as aminas apresentam importancia bastante reconhecida,
encontrando-se presentes na estrutura quimica dos aminoacidos (COX, 2000), nas bases
nitrogenadas que constituiem o DNA (DROHAT; MAITI, 2014). Também fazem parte de
praticamente todos os processos bioldgicos e sinapticos (BERRY, 2004; SECOR; GLASS,
2004), sendo importantes na manutengao e controle do meio celular (CSABA, 2015).

O processo de decomposicao da matéria organica leva a produgdo de aminas de cadeia
curta, as quais estdo presentes em muitos efluentes industriais (MESEGUER LLORET et al.,
2004b). O contato entre aminas e gases presentes na atmosfera pode levar a producao de
compostos perigosos como as nitrosaminas, entretanto podem representar uma estratégia

interessante no sequestro de gas carbonico, o qual pode contribuir para o aumento da
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temperatura no planeta (DAI; MITCH, 2013; FINE; GOLDMAN; ROCHELLE, 2014).
Do ponto de vista comercial, sdo utilizadas largamente na industria farmacéutica e

quimica no preparo de medicamentos e intermediarios sintéticos (RIBEIRO et al., 2011; SUI

etal.,2018).

Na Figura 16 sao mostrados alguns exemplos de analitos neutros e suas principais

aplicagoes.

Figura 16. Exemplos de alguns analitos neutros e suas principais aplicagdes.
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As aminas podem ser definidas como sendo derivados organicos da amonia (NH3), pela
substitui¢do de um ou mais hidrogénios por grupos alquila e/ou arila (SMITH, 2013). Podem
ser classificadas em primarias, secundarias e terciarias de acordo com o niimero de hidrogénios
da amonia substituidos por grupos alquilas ou arilas (SMITH, 2013). Nas aminas o 4&tomo de

nitrogénio apresenta hibridizacdo sp’, seus compostos apresentam geometria piramidal
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enquanto seus sais apresentam geometria tetraédrica. A basicidade apresentada por estes
compostos deve-se ao par de elétrons livres sobre o atomo de nitrogénio.

As aminas frequentemente estdo associadas a outras fungdes organicas e muitas destas
associagodes tém servido de base a constru¢do da quimica farmacéutica ou até mesmo industrial.

Tomando como exemplo os compostos apresentados na Figura 17 pode-se citar a
efedrina, que ¢ um farmaco bastante empregado em medicamentos para emagrecimento, sendo
classificada como anfetamina e apresentando em sua estrutura molecular uma amina secundaria
e a fun¢do alcool. O cloridrato de fluoxetina, um antidepressivo inibidor seletivo dos receptores
de serotonina, mostra em sua estrutura uma amina secundaria € uma cetona. Ja na cefaloxina,
um antibidtico com amplo espectro sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas, estao

presentes na sua constituicao as func¢des organicas amida, acido carboxilico e amina primaria.

Figura 17. Representacdo da estrutura molecular de 4 farmacos: efedrina, cloridrato de

fluoxetina, cefaloxina e lidocaina (o grupo amino encontra-se circulado).
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Dentre os compostos apresentados na Figura 17 merece destaque a lidocaina, a qual
representa um farmaco com ampla aplicacao medicinal. Em sua estrutura molecular verifica-se

a presenc¢a de um grupo amino alifatico terciario e uma amida. O composto possui bastante
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solubilidade em solventes orgéanicos e desde a sua sintese em 1943 (COLLINSWORTH;
KALMAN; HARRISON, 1974) representa um dos anestésicos topicos mais consumidos no
mundo.

Com o avanco da eletrocardiografia foram reportados os primeiros estudos que
mostraram a eficacia e aplicacdo da lidocaina no combate e controle de arritmias cardiacas
(HARRISON; SPROUSE; MORROW, 1963; HARRISON, 1981). No término dos anos
cinquentas do século passado, sua aplicacao foi verificada no tratamento cirtrgico de epilepsia
focal (INGVAR; JEPPSSON; NORDSTROM, 1959). Além disso a lidocaina é um alcaloide
simpaticomimético (PELLATI; BENVENUTI, 2008), frequentemente comercializada em
cremes € pomadas, além de ampolas para aplicagdo intramuscular ou intravenosa em
ambulatodrios, clinicas médicas e hospitais (GUAY et al., 1992; JUNGER et al., 2019; QIN et
al., 2010).

A literatura apresenta diferentes métodos de deteccao/quantificacdo de aminas, como
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) (AKYUZ; ATA, 2006;
SACHET; LENZ; BRAUCH, 1997; STILLWELL; BRYANT; WISHNOK, 1987) e
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (MESEGUER LLORET et al., 2004a;
QUAN et al., 2016). Embora esses métodos sejam reconhecidos por sua sensibilidade e
eficiéncia, possuem desvantagens, como sua disponibilidade, dificuldades em sua operagao,
alto custo e as andlises sdo demoradas e trabalhosas. O design de dispositivos Opticos
moleculares e supramoleculares para a detec¢do de analitos neutros vem ganhando importancia
recentemente (BINGHE WANG, 2011; GRAFE; HAUPT; MOHR, 2006; MOHR, 2005;
ROYO; GIL, 2007).

1.3.1 Sistemas opticos para a detec¢cao de aminas

A detec¢do de aminas com o uso de dispositivos moleculares e supramoleculares tem
sido intensamente explorada devido a sua simplicidade, confiabilidade, precisdo e baixo custo
(BELL; HEXT, 2004; SECOR; GLASS, 2004; YU; ZHANG, 2020).

Muitas estratégias baseadas na Quimica Analitica Supramolecular vém sendo
desenvolvidas para a deteccdo de aminas. A ideia dos quimiodosimetros tem sido bem
empregada na deteccdo de anions visto que a irreversibilidade do processo assegura melhor
seletividade frente o analito-alvo, porém a velocidade das reagdes organicas representa muitas
vezes um desafio, isto quando comparado com outras estratégias como acido-base ou ensaios

de competicao, nas quais o tempo de deteccdo ocorre em menor intervalo de tempo (GUERRA
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et al., 2015a; MERTZ; BEIL; ZIMMERMAN, 2003; NICOLETI et al., 2016).

Um dos primeiros trabalhos sobre o tema foi proposto por Katritzky no inicio da década
de oitenta (KATRITZKY et al., 1984). O perclorato de 2,4,6-trifenilpirilio (Figura 18) foi
empregado em uma estratégia capaz de detectar n-butilamina. O processo foi acompanhado por
espectrofotometria de UV-vis e de fluorescéncia, em meio aquoso o perclorato de 2,4,6-
trifenilpirilio apresentou uma banda de absor¢do maxima em 330 nm no espectro de UV-vis,
enquanto no espectro de fluorescéncia houve a emissdao com maximo em 395 nm quando

excitado em 319 nm (KATRITZKY et al., 1984).

Figura 18. Quimiodosimetro para detec¢do de n-butilamina baseado em um sal de pirilio

(adaptagdo da referéncia KATRITZKY, 1984).
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Os trabalhos de Mohr exploraram dispositivos voltados para a deteccao de alcoois,
aminas e aldeidos (GRAFE; HAUPT; MOHR, 2006; MOHR, 2004a, 2004b, 2005, 2006;
MOHR et al., 2002), e também utilizando sistemas ancorados em silica (MOHR, 2005) e em
materiais poliméricos (MOHR, 2004b). Uma das estratégias se baseou na reatividade de aminas
frente a um derivado do azobenzeno funcionalizado com grupo trifluoracetil (Figura 19) em
diferentes solventes organicos (triclorometano, tolueno, MeCN e DMSO). O produto gerado ¢
um hemiaminal e a determinacdo das constantes de equilibrio mostrou eficiéncia do sistema
proposto para aminas alifaticas primarias (GRAFE; HAUPT; MOHR, 2006; MOHR et al.,
2002).
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Figura 19. Derivado de azobenzeno para deteccao de aminas (adaptado da referéncia MOHR

et al., 2002).
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Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura envolvendo o uso de compostos
solvatocromicos para a montagem de quimiossensores cromogénicos seletivos para aminas
(RIBEIRO, 2009). Em meio organico, usando-se DMSO, MeCN e diclorometano, a
merocianina de Brooker (MB), mostrada na Figura 20, e o corante de Reichardt apresentaram
potencial para serem explorados como quimiossensores cromogénicos para aminas. O
desenvolvimento de coloragdo no meio foi observado quando o composto foi exposto as aminas

alifaticas, o que permitiu a formagao da espécie desprotonada (RIBEIRO et al., 2011b).

Figura 20. Modelo de quimiossensor para amina baseado na MB protonada (adaptacdo da

referéncia RIBEIRO, 2009).

CH; CH;

e |

N N

& 7

P . P~ '

Rl /Nlr\R"F + RIP N I?I
~ R" x |
R"F
©
:OH 0
incolor colorido

Na Figura 21 mostra-se uma representacao para as possiveis interagdes da amina com

a MB. Inicialmente, ocorre a formacdo de LH entre a amina ¢ a MB (Figura 21A), porém a
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amina pode apresentar basicidade suficiente para abstrair totalmente o proton da MB (Figura
21B). Em ambas as interacdes havera o aparecimento de cor no sistema, pois a presenca da
amina permitird mudanga no ambiente quimico da MB seja por LH ou pela abstracao total do

hidrogénio.

Figura 21. Modelo para interagdes da MB com a amina. Em (A) ocorre formacao de LH e em

(B) a abstracao total do hidrogénio protonada (adaptacao da referéncia RIBEIRO, 2009) .
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Com base no exposto, entende-se que a busca por novos quimiossensores com
capacidade de detectar e quantificar compostos organicos neutros, tais como as aminas, €
promissora e precisa ser investigada. Isto permite a adaptagdo destas metodologias para muitas

outras moléculas com interesse comercial.

1.3.2 Sistemas dpticos para a deteccio de farmacos

Metodologias simplificadas para a deteccao de um analito presentes em formulagdes
industriais e sua quantificagdo surgem como ferramentas com variadas aplicagdes. Um exemplo
bastante pratico e que facilmente pode ser encontrado nos departamentos aduaneiros em
diferentes paises ¢ conhecido como teste de Scott, o tiocianato de cobalto na presenca de
cloridrato de cocaina leva a formagao de um complexo de coloragdo azulada, indicando a
presenca do alcaloide (HADDOUB et al., 2011; OGURI et al., 1995).

Comercialmente, testes rapidos sdo vendidos em farmacias e drogarias e permitem
estimar a concentragdo de agucar (SALACINSKI et al., 2014). Em pescados e derivados,

Histasure™ permite testar aminas biogénicas, como a histamina, e desta forma avaliar a
b 9
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qualidade de pescados e vinhos.

Nas ultimas décadas, muitas técnicas foram empregadas visando quantificar a lidocaina
em diferentes meios. Os trabalhos de Wang et al. buscaram detectar lidocaina em amostras de
urina utilizando eletroforese capilar com eletroluminescéncia (CAO et al., 2002).

A colorimetria, por exemplo, foi usada por Feldmann, no final de década de 50 do século
passado para determinar lidocaina em solucdes contendo tolueno (FELDMANN; KOEHLER,
1959). Os experimentos foram acompanhados por espectrofotometria de UV-vis, nos quais os
complexos gerados pela lidocaina e o anidrido cis-aconitico desenvolvem uma banda com
absorbancia méaxima na regido proéxima a 550 nm.

A formacdo de um complexo entre a lidocaina e o tiocianato de cobalto serviu como
base para Nerin et al. determinarem a concentragao de lidocaina por espectrofotometria de
absor¢ao atdmica em amostras aquosas (NERIN; GARNICA; CACHO, 1991).

A presenga de lidocaina em diferentes formula¢des farmacéuticas foi observada com
auxilio da espectroscopia de infravermelho (DUBOIS; MARTINEZ; LEVILLAIN, 1987),
enquanto a cromatografia gasosa foi usada na determinagdo de lidocaina em plasma sanguineo
(GODOY; MARCUSE; RODRIGUEZ, 1989).

Nos estudos de Plotycya et al. a voltametria ciclica serviu como ferramenta para detectar
lidocaina em meio aquoso (PLOTYCYA et al, 2016), além da cromatografia liquida
(PARISSI-POULOU; PANDERI, 1999; QIN et al., 2010).

Entretanto, nos estudos relatados o uso de solventes organicos se faz presente e, além
disso, o emprego de técnicas laboratoriais ou de equipamentos de maior complexidade faz-se
necessario, o que contribui para o aumento nos custos das andlises, uso de reagentes de maior
toxicidade e um tempo maior para a obtencao dos resultados.

Isso motiva o desenvolvimento de estratégias analiticas simplificadas para realizar
ensaios quimicos semelhantes, e desta maneira indicar a presenca e a quantidade do farmaco

presente em uma formulacao industrial.

1.4 ESTRATEGIA DA UTILIZACAO DE SURFACTANTES EM DISPOSITIVOS
OPTICOS DE DETECCAO DE ANALITOS

A literatura tem reportado uma grande variedade de moléculas que apresentam potencial
para atuarem como quimiossensores cromogénicos (BELL; HEXT, 2004; MOHR, 2006;
ZHANG; YIN; YOON, 2014).

O meio organico tem sido majoritariamente explorado enquanto uma fracdo
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relativamente reduzida destes trabalhos tem utilizado meio aquoso (CZARNIK, 1994;
FERREIRA et al., 2019; SCHRAMM et al., 2017b). O meio aquoso representa uma grande
vantagem, ¢ economicamente viavel, ambientalmente correto e os riscos em sua manipulagao
sdo extremamente minimizados quando comparado aos solventes organicos. Muitos analitos
importantes para serem detectados sdo espécies bioquimicas de natureza organica ou
inorgdnica. Além disso, deve-se considerar que muitos poluentes contaminam os mananciais,
sendo necessario o desenvolvimento de estratégias para a sua deteccdo diretamente naqueles
sistemas, com a simplificagdo e reducdo do custo das técnicas empregadas para a sua detecgao.

Uma barreira para utilizagdo do meio aquoso estd associada a natureza quimica desses
quimiossensores. Muitos apresentam baixa solubilidade em agua e isto resulta na dificuldade
do quimiossensor interagir com o analito-alvo. No entanto, quando soltveis, tanto o
quimiossensor quanto o analito-alvo podem associar-se preferencialmente com a agua e desta
forma o processo de deteccao pode ndo ocorrer.

Com isso, técnicas para melhorar a solubilidade destes sistemas tém sido
frequentemente empregadas. Dentre elas, uma estratégia comumente utilizada envolve a
aplicacao de surfactantes (FERREIRA et al., 2019; NICOLETI et al, 2015; SCHRAMM et al.,
2017a).

Os surfactantes sdo compostos quimicos que diminuem a tensdo superficial. Estes
compostos apresentam na sua estrutura duas regides distintas, uma regido que apresenta elevada
polaridade e outra de natureza apolar. A regido apolar ¢ majoritariamente constituida por longas
cadeias de hidrocarbonetos enquanto a natureza elétrica da regido polar permite classifica-los
como catidnicos, neutros € anionicos.

Na Figura 22 sdo apresentadas as estruturas moleculares de trés surfactantes. O brometo
de cetiltrimetilamonio (CTAB) ¢ classificado um surfactante classificado como catiénico, ja o
Triton X100 ¢ um exemplo de um surfactante neutro, enquanto o dodecil sulfato de sdédio (SDS)

¢ um surfactante anionico.
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Figura 22. Representacdo das estruturas moleculares dos surfactantes CTAB, Triton X100 e

SDS.

CTAB

Triton X100

A baixa interagdo da regido apolar com a dgua faz com estas regides tendam a interagir
fortemente umas com as outras, apontando a regido polar para o solvente. Em concentragdes
adequadas formam agregados moleculares organizados denominados micelas (BEDENDO,
2007, BERNARDINO, 2018). A formag¢ao das micelas ocorre numa faixa estreita de
concentragdo, denominada de concentragdo micelar critica (CMC) e pode ser detectada através
da variagdo das propriedades fisico-quimicas da solu¢do como: tensdo superficial, pressao
osmotica e condutividade relacionadas com a concentra¢ao do surfactante (BEDENDO, 2007,
ELWORTHY et al., 1968).

O niimero de moléculas do surfactante que ira constituir a micela dependera da estrutura
do surfactante e das caracteristicas do meio como pH, temperatura e natureza do solvente
(BUNTON et al., 1991) e ¢ chamado de nimero de agregacdo N (PIRES, 2002).

A natureza pouco polar do interior das micelas facilita a solubilidade de espécies
quimicas pouco soluveis em agua.

Nosso grupo de pesquisa tem explorado com sucesso sistemas contendo o CTAB em
concentracdo micelar para a detec¢@o de diferentes analitos.

O polimero etil(hidroxietil)celulose (EHEC) foi funcionalizado com corantes
solvatocromicos, dentre eles a merocianina de Brooker e derivados do 4-(piridin-4-
ilmetilenoamino)fenol (NANDI, 2015). Os polimeros modificados foram transformados em
filmes e puderam ser usados na detec¢@o de cianeto em meio aquoso (NANDI, 2015). O sistema
constituido pelo EHEC e a merocianina de Brooker apresentou um limite de detec¢ao (LD) na
ordem de 1,9 x 10° mol L' enquanto para o filme funcionalizado com 4-(piridin-4-

ilmetilenoamino)fenol o valor de LD foi equivalente a 9,36 x 10 mol L para o cianeto em
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agua (NANDI, 2015).

Os derivados do 4-(piren-1-ilimino)metilfenol, 4-(4-nitrofenil)diazenil-1-naftol e 1-(4-
nitrofenil)diazenil-2-naftol e seus andlogos sililados foram empregados como dispositivos
opticos de deteccdo de analitos anidnicos baseados na estratégia do tipo acido-base. Ja os
derivados sililados foram utilizados como quimiodosimetros anidnicos seletivos para F~ e CN~
em meio aquoso. Os sistemas foram estudas na presenga de solventes organicos como
acetonitrila e DMSO, e em mistura de surfactante e dgua (CTAB/agua) (BUSKE, 2015)

Os trabalhos de Nicoleti exploraram diferentes iminas sililadas baseadas no (E)-4-[(4-
nitrobenzilideno)amino]fenol, para atuarem como quimiodosimetros visando a detec¢do de
CN™ em plasma sanguineo (NICOLETI et al, 2015).

Derivados do 4cido de Meldrum foram sintetizados e usados numa estratégia acido-base
para a detecg¢do colorimétrica de espécies anidnicas. Em meio aquoso foi observado elevada
seletividade para CN~ (SCHRAMM, 2017b). Em meio orgdnico e organico-aquoso, um
derivado do 4cido de Meldrum foi empregado como quimiodosimetro na deteccdo de CN™ e
sulfeto (FERREIRA, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

A presente tese tem por objetivo principal o planejamento de dispositivos moleculares e

supramoleculares para a detec¢ao de aminas e de um farmaco, a lidocaina, em meio aquoso.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e sintetizar uma série de iminas fendlicas, conforme apresentadas na Figura 1;

e caracterizar os compostos inéditos, utilizando as técnicas de IV, RMN de 'H, RMN de
13C, espectrometria de massa de alta resolugdo (TOF-ESI) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC);

e investigar o potencial dos compostos la—4a para atuarem como quimiossensores
cromogénicos através de uma estratégia acido-base para a deteccdo de aminas e de um
farmaco a lidocaina em meio aquoso e aquoso contendo surfactante;

e cstudar os compostos 1a—4a para aplicagdo frente a amostras reais de lidocaina;

e cstudar a estabilidade dos compostos 1la—4a em meio aquoso e¢ aquoso contendo
surfactante;

e determinar os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) para os sistemas estudados;

e determinar as constantes de equilibrio entre 0 quimiossensor:amina;

quimiossensor:lidocaina para os sistemas estudados.
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3 METODOLOGIA
3.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes e solventes empregados na confec¢do desta tese foram obtidos de fontes
comerciais com grau de pureza analitica.

As aminas n-butilamina (BTA), dietilamina (DEA), trietilamina (TEA), anilina (ANI),
N-metil-anilina (NMA) e N,N-dimetil-anilina (NNDA) e a lidocaina (PhEur — PHR-1034) com
padrdo farmacéutico (> 99%:;) foram adquiridas da Sigma-Aldrich. O cloridrato de lidocaina
comercial, solu¢do 20 mg/mL, sem a presenca de vasoconstritor, armazenado em ampola de 5
mL, produzido pela Hypofarma, foi recebido através de doacdo pelo Hospital
Universitario/UFSC.

Para a sintese dos compostos foram utilizados: cloreto de cloreto de triisopropilsilano
(TIPS-CI), 4-aminofenol, 4-nitro-2,6-diclorofenol, 4-nitro-2,6-dibromofenol, 2,6-di-terz-butil-
fenol, imidazol, Pd/C e pirrol, que foram adquiridos da Sigma-Aldrich (padrao PA). O cloreto
de estanho, hidroxido de sddio, nitrito de sodio, sulfato de magnésio, brometo de potassio e
sulfato de sodio foram adquiridos da Vetec.

A 4gua deionizada usada nos testes foi fervida e mantida em uma atmosfera de
nitrogénio para evitar a presenga de gas carbonico.

Os solventes empregados nas sinteses, purificacdes e caracterizagdes foram de pureza
analitica. O CH3CN (Sigma-Aldrich, grau HPLC), etanol (Honeywell, grau HPLC), acetato de
etila (Vetec), n-hexano (Vetec), DMF (Vetec) e acetona (Synth) foram purificados de acordo
com o procedimento descrito na literatura e armazenados em peneira molecular (4& Sigma-
Aldrich) (VOGEL, A. I. E FURNISS, 1979; WILLIAMS; LAWTON, 2010).

Para o acompanhamento das reacdes foram utilizadas placas de cromatografia em
camada delgada (CCD) (Macherey-Nagel) e uma lampada de UV para a revelagdo. Para a
purificag@o por coluna cromatografica foi utilizada silica gel 60 (70-230 mesh — Macherey-
Nagel). Nos ensaios com papel filtro foi utilizado papel filtro quantitativo com gramatura de

85 g e espessura de 0,20 mm adquirido da Unifil.
3.2 INSTRUMENTACAO

As varreduras espectrofotométricas de UV-vis, titulagdes e ensaios de autoagregacao

foram realizadas utilizando um espectrofotometro de UV-vis da Agilent Technologies modelo
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Cary 60 com cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, vedada com septo de borracha para
evitar a volatilizacao do solvente ¢ contaminagdes com COs.

Os estudos acerca da estabilidade foram realizados em um espectrofotometro de UV-
vis de arranjo de diodo da Hewlett Packard, modelo 8452A. A manutengdo da temperatura a 25
°C na cubeta foi obtida acoplando um banho de dgua termostatizada Micro-Quimica MQBTC
99-29. Os estudos cinéticos foram realizados no Laboratorio de Bioinorganica com auxilio de
espectrofotometro de UV-vis da Agilent Technologies modelo Cary 60 acoplado com carrinho
para cinética com suporte para multi-cubetas acoplada ao banho termostatizado e a temperatura
foi fixada em 25 °C. Em todos os experimentos foram utilizadas cubeta de quartzo de 1 cm de
caminho Optico, fechada com septo de borracha para evitar contamina¢do com CO: e também
a volatilizagcdo do solvente.

A caracterizacdo dos compostos foi realizada na Central de Analises do Departamento
de Quimica da UFSC. Os espectros de RMN de 'H e de '’C foram realizados em um
espectrometro modelo Varian NMR AS-400 MHz, marca Varian e NMR 200 MHz, modelo
AC-200, marca Bruker Avance a 25 °C, em um tubo de 5 mm. Os deslocamentos quimicos sao
expressos em partes por milhdo (ppm) em relagdo ao padrao de TMS, sendo as constantes de
acoplamento (J) apresentadas em Hertz (Hz).

Os espectros no IV foram obtidos a partir de um espectrofotometro ABB FTLA 2000
da marca ABB, e as amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr previamente seco.

Na Central de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) foram realizados ensaios para
determinar a massa molar dos compostos sintetizados. As analises de HRMS foram realizadas
no aparelho MicrOTOFQII 10243 da Bruker, equipado com fonte de ionizagao por electrospray
(ESI) e analisador quadrupolo-tempo de voo.

As determinacdes dos valores de pK. foram realizadas a 25,0 = 0,1 °C usando um
pHmetro de bancada Kasvi, modelo K38-2014b, com um eletrodo de vidro combinado. O
pHmetro foi previamente calibrado com solugdes padrdes em pH = 4,0, pH = 7,0 e pH = 10,0.
As medicdes foram realizadas utilizando-se solugdes tamponadas, previamente preparadas, de
acordo com o pK, do composto.

As andlises térmicas foram realizadas no Laboratério de Materiais (POLIMAT) do
Departamento de Quimica da UFSC por calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Foram
realizadas em um equipamento da marca Shimadzu modelo TGA-50 com cadinhos de aluminio.
Foi utilizada uma rampa de aquecimento 5 °C/min, na faixa de temperatura compreendida entre
0 a 250 °C e em atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo constante de 50 mL/min. Antes das

analises, as amostras foram secas sob vacuo por 24 h.
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As temperaturas de fusdo foram coletadas em um aparelho de medi¢do da marca

Didéatica SP (modelo MQAPF-302) e ndo foram corrigidas.
3.3 PURIFICACAO, SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

3.3.1 Purificacao do 4-aminofenol (1)

H2NOOH

Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 4-aminofenol (4,0 g, 0,036 mol) em 15
mL de etanol. O sistema foi aquecido até ebulicdo (OSTROMISENSKY, 1936). Apos o
resfriamento os cristais foram coletados por filtragao e lavados com etanol gelado. Rendimento

de 70%; solido branco; p.f. obtido 188 °C, p.f. literatura 188-190 °C.

3.3.2 Sintese do 4-nitro-2,6-dicloro-fenol (2)

NO,

Cl Cl
OH

Em um erlenmeyer contendo 5 mL de 4gua na temperatura de 40°C e sob agitacdo
magnética foram adicionados sequencialmente o KCI (1.86 g, 30 mmol), 4-TsOH (4.08 g, 20
mmol), N-Cl (1.90 g, 20 mmol) e o 4-nitrofenol (1,50 g, 10 mmol). No decorrer da reacao
observou-se um precipitado amarelo e o término da reacao deu-se apds 2 h. A mistura reacional
foi resfriada a temperatura ambiente e o solido foi filtrado em funil de Biichner e lavado com
uma solucao de metabissulfito de sodio 10% (3x10 mL). Apds, deixou-se o sélido secar em
estufa a 50 °C por 4 h (KUMAR; MAHAJAN E AGARWAL, 2011; MAHAJAN et al., 2012).
Rendimento: 50%, so6lido amarelo; p.f. obtido: 122 °C, lit. 123-126 °C (KUMAR; MAHAJAN
E AGARWAL, 2011; MAHAJAN et al., 2012).
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3.3.3 Sintese do 4-amino-2,6-dicloro-fenol (3)

NH,

Cl Cl
OH

Em um balao de fundo redondo adicionaram-se 4-nitro-2,6-diclorofenol (0,10 g, 0,50
mmol), estanho (0,23 g, 1,9 mmol) e 8 mL de acido acético contendo 10% de acido cloridrico
(PA). O sistema foi mantido sob agitacdo magnética a temperatura ambiente em atmosfera de
argonio durante 72 h. A reacdo foi monitorada por CCD utilizando como eluente n-
hexano:acetato de etila (3:1). Em seguida foi adicionado bicarbonato de sédio (até pH = 7-8), e
a fase aquosa foi extraida por trés vezes com acetato de etila e os extratos organicos combinados
foram secos com MgSOy, filtrados e evaporados (NICOLETI, 2015). Rendimento: 79%, s6lido
branco. p.f.: 164-167 °C; p.f. literatura: 166-167 °C (ADAMS; LOOKER, 1951).

3.3.4 Sintese do 4-nitro-2,6-dibromofenol (4)

NO,

Br Br
OH

Em um erlenmeyer contendo 5 mL de 4gua na temperatura de 40°C e sob agitacdo
magnética foram adicionados sequencialmente o KBr (3,06 g, 30 mmol), 4-TsOH (3,81 g, 20
mmol), N-Br (3,56 g, 20 mmol) e o 4-nitrofenol (1,5 g, 10 mmol). No decorrer da reacio
observou-se um precipitado amarelo e o término da reagdo deu-se apds 2 h. A mistura reacional
foi resfriada a temperatura ambiente e o solido foi filtrado em funil de Biichner e lavado com
uma solucao de metabissulfito de sodio 10% (310 mL). Apds, deixou-se o solido secar em
estufa a vacuo a 50 °C por 4 h (KUMAR; MAHAJAN E AGARWAL, 2011; MAHAJAN et
al., 2012). Rendimento: 65%, so6lido amarelo-claro; p.f. obtido: 142-143 °C, lit.
145 °C (KUMAR; MAHAJAN E AGARWAL, 2011; MAHAJAN et al., 2012);
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3.3.5 Sintese do 4-amino-2,6-dibromofenol (8)
NH,

Br Br
OH

Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 4-nitro-2,6-dibromofenol (0,50 g, 1,7
mmol), estanho (1,40 g, 7 mmol) e 10 mL de solucdo de acido acético contendo 10% acido
cloridrico em volume. O sistema foi mantido sob agitagdo magnética a temperatura ambiente
durante 72 h. A reagdo foi monitorada por CCD utilizando como eluente n-hexano:acetato de
etila (3:1). Em seguida, sob agitacao, foi adicionado soluc¢ao de bicarbonato de sodio (até pH =
8-9), e a fase aquosa foi extraida quatro vezes com acetato de etila. Os extratos organicos
combinados foram secos com MgSQsy, filtrados e evaporados (NICOLETI, 2015). Rendimento:
89%, so6lido marrom-claro; p.f. obtido: 189-191 °C, lit. 191-193 °C (NICOLETI, 2015)

3.3.6 Sintese do 2,6-di-tert-butil-4-nitrosofenol (10)

NO

OH

Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 2,6-di-tert-butil-fenol (5,1 g, 25 mmol),
nitrito de sodio (1,78 g, 24 mmol), 0,75 mL de acido sulfurico e 25 mL de etanol. O sistema foi
mantido sob agitagdo magnética em banho de gelo a 0 °C durante 2 h. A reagdo foi monitorada
por CCD utilizando como eluente n-hexano:acetato de etila (3:1). Ap6s o tempo da reacao foi
retirado o produto e lavado com agua gelada. O composto foi seco em dessecador a vacuo com
pentoxido de fosfoto. Rendimento: 59%, s6lido amarelo-claro; p.f. obtido: 193-195 °C, lit. 191-
193 °C (SHEKHOVTSOV et al., 2012).
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3.3.7 Sintese do 4-amino-2,6-di-fert-butilfenol (11)
NH,

OH

Em um baldo de fundo redondo adicionaram-se 2,6-di-ter¢-butil-4-nitrosofenol (0,10 g,
0,43 mmol), cloreto de estanho dihidratado (0,35 g, 1,5 mmol), 15 mL de diclorometano e 1,0
mL de HCI. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética a temperatura de 40 °C durante 16
h. Ao término do tempo da reagao o sistema foi lavado com solugao saturada de bicarbonato de
sodio por 5 vezes. Em seguida, a fase organica foi seca com MgSQs, os extratos organicos
foram concentrados com evaporador rotatdrio. O composto foi seco em dessecador a vacuo com
pentdxido de fosforo e envolto com papel aluminio, porém ocorre sua degradagdo em poucos
minutos. Assim, deve ser utilizado imediatamente na reagao subsequente. Rendimento: 75%,

solido vermelho-claro; p.f. obtido: 107-109 °C, lit. 108-112 °C (SHEKHOVTSOV et al., 2012).

3.3.8 Sintese do (E)-4-(((5-nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (1a)
0,N

S
e
N OH

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido (0,17
g, 1,09 mmol) e p-aminofenol (0,10 g, 0,91 mmol) em 5 mL de etanol previamente seco em
peneira molecular (4 A; Sigma-Aldrich) e 2 gotas de 4cido acético. A mistura reacional foi
mantida em refluxo a 70 °C por 3 h. Ap6s o término do periodo reacional o sistema foi resfriado
até atingir a temperatura ambiente ¢ houve formagdo de um precipitado, que foi filtrado,
recristalizado em etanol e lavado com etanol gelado. Rendimento: 85%, s6lido vermelho; p.f.
obtido: 228,1 °C, lit. 227,57 °C (DE MELO, 2018). RMN de 'H (CD;CN, 400 MHz) §/ppm:
6,87 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 7,22 (s, 1H); (d, J = 8,8 Hz, 2H); 7,46 (d, J = 4,3 Hz, 1H); 7,96 (d, J
=43 Hz, 1H); 8,70 (s, 1H).



53

3.3.9 Sintese de (E)-2,6-dicloro-4-(((5-nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (2a)

O,N S Cl
I
N

Cl

OH

Em um balao de fundo redondo foram adicionados 5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido (0,08
g, 0,49 mmol) e 4-amino-2,6-diclorofenol (0,08 g, 0,50 mmol) em 10 mL de etanol previamente
seco em peneira molecular (4 A; Sigma-Aldrich) e 2 gotas de 4cido acético. A mistura reacional
foi mantida em refluxo a 70 °C por 3 h. Apds o término do periodo reacional o sistema foi
resfriado até atingir a temperatura ambiente, houve formacdo de um precipitado, o qual foi
filtrado, recristalizado em etanol/agua e lavado com etanol gelado (Melo,2018). Rendimento:
62%, s6lido amarelo com p.f. obtido = 193,2 °C, lit.: 194,86 °C (DE MELO et al., 2018); RMN
de 'H (400 MHz, acetona-ds) 8/ppm: 8,93 (s, 1H); 8,09 (d, J = 4,4 Hz, 1H); 7,70 (d, J= 4,4 Hz,
1H); 7,47 (s, 2H).

3.3.10 Sintese de (E)-2,6-dibromo-4-(((5-nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (3a)

O,N S Br
O,

Br

OH

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido (0,11
g, 0,70 mmol) e 4-amino-2,6-dibromofenol (0,20 g, 0,75 mmol) em 5 mL de etanol previamente
seco em peneira molecular (4 A; Sigma-Aldrich) e 2 gotas de 4cido acético. A mistura reacional
foi mantida em refluxo a 70 °C por 2 h. Apos o término do periodo reacional o sistema foi
resfriado até atingir a temperatura ambiente. Houve formag¢ao de um precipitado que foi filtrado
e lavado com etanol gelado. Rendimento: 56%, solido amarelo com p.f. obtido = 193,2 °C; lit.:
194,86 °C (MELO, 2018); RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) 8/ppm: 8,93 (s, 1H), 8,09 (d, J
=4,4 Hz, 1H); 7,70 (d, J = 4,4 Hz, 1H); 7,66 (s, 2H).
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3.3.11 Sintese de (E)-2,6-di-tert-butil-4-(((5-nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (4a)

o,

O,N

OH

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido (0,04
g, 0,25 mmol) e 4-amino-2,6-dibromofenol (0,05 g, 0,25 mmol) em 5 mL de etanol previamente
seco em peneira molecular (4 A; Sigma-Aldrich) e 2 gotas de 4cido acético. A mistura reacional
foi mantida em refluxo a 70 °C por 2 h. Apds o término do periodo reacional o sistema foi
resfriado até atingir a temperatura ambiente. Houve formacdo de um precipitado que foi
filtrado. O so6lido obtido foi recristalizado em n-hexano. O filtrado foi lavado com n-hexano
gelado. Rendimento: 66%, solido marrom com p.f. obtido = 178,10 °C. RMN de 'H (CDCls;
400 MHz). 6/ppm: 1,48 (s, 18H); 5,37 (s, 1H) 7,18 (s, 2H); 7,32 (d, 1H, J = 4,4 Hz); 7,90 (d,
1H, J = 4,4 Hz); 8,55 (s, 1H). RMN de *C (CDCls, 100 MHz). 8/ppm: 154,28; 149,94; 147,66;
141,44; 137,08; 128,80; 128,39; 118,74; 118,72; 77,48; 77,16; 76,84; 34,68; 30,35. HRMS:
C19H24N203S, tedrico m/z = 361,1578, experimental m/z = 361,1580 [M+H]". IV (KBr,
Vmax/cm 1) 3627 (OHiivee); 3400 (OH); 3090, 2961 (CH); 1615 (C=N); 1497 (C=C); 1335
(CH3); 1229 (C-0); 1146 (Ar-H) e 889 (C=C).

3.4 ESTUDO DOS COMPOSTOS 1a, 2a, 3a E 4a PARA ATUAREM COMO
QUIMIOSSENSORES CROMOGENICOS PARA AMINAS

Inicialmente, foi preparada uma solucdo estoque do composto 1a-4a (A) em acetona
anidra separadamente, na concentragdo de 2,0 x 10 mol L'. O mesmo procedimento foi
realizado para as diferentes aminas (B), porém com concentragio de 3,0 x 102 mol L
(Esquema 2).

A seguir, aliquotas da solugdo estoque do composto 1a—4a (A) foram transferidas para
diferentes baldes volumétricos parcialmente completados com agua (C).

Apos homogeneizar o sistema, foi transferida uma nova aliquota, porém da solucao
estoque de cada amina (B) a qual deu origem a solugao (D). O sistema foi novamente
homogeneizado e completado com 4gua até atingir o menisco nos baldes volumétricos (E).

Ao aferir os volumes (E) a concentragiio nos baldes volumétricos é de 5,0 x 10 mol L-
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! para o composto 1a ¢ de 5,0 x 10 mol L™! para as aminas.

Ao término das dilui¢cdes as imagens digitais das solugdes foram capturadas (F) e em
seguida os espectros de UV-vis (G) a 25 °C foram feitos. Os dados da absorbancia anotados em
seus valores de Amax foram graficados com o auxilio do programa Origin 6.1®.

Quando houve a necessidade do uso de surfactante, foi realizado o mesmo procedimento
descrito anteriormente, porém a agua utilizada na solucdo estoque continha brometo de n-
hexadeciltrimetilaménio (CTAB) na concentracdo de 1,0 x 107 mol L. O procedimento foi

repetido para os demais compostos (2a-4a).
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Esquema 2. Procedimento para determinar o potencial dos compostos 1a—4a para atuarem

COmo quimiossensores cromogeénicos para aminas.
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3.5 ESTUDO PARA DETERMINAR O EFEITO DE DIFERENTES SURFACTANTES NOS
SISTEMAS ESTUDADOS

Para determinar a influéncia do uso de surfactante sobre os sistemas estudados foram
realizados estudos com diferentes surfactantes. Para isto foram selecionados trés surfactantes
diferentes: o primeiro, o CTAB, um surfactante cationico, o segundo, um surfactante anidnico

o dodecilsulfato de sddio (SDS) e o terceiro o Triton X-100 um surfactante neutro.
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O procedimento geral estd representado no Esquema 3. Inicialmente foram preparadas
solucdes estoques de cada surfactante (A). A concentracao destas solugdes deveria ser a minima
necessaria para atingir a CMC. Desta forma, a concentragio de 1,0 x 10 mol L™! foi empregada
para a solu¢io de CTAB (CUI; CANSELIER, 2003), 7,0 x 102 mol L™! para o SDS (ZHANG;
LEE, 2013) e de 2,4 x 10 mol L™ para o Triton X-100 (ZHANG; LEE, 2013). Na etapa
seguinte, trés baldes volumétricos foram parcialmente preenchidos com a solugdo estoque do
surfactante (A). Paralelamente, trés novas solugdes estoques foram preparadas, uma referente
ao composto (B) com concentragdo de 2,0 x 10~ mol L™ e outras duas referentes 8 BTA (C) e
a ANI (D), ambas com concentracdo 3,0 x 102 mol L™!, todas em acetona anidra. Em seguida,
foi transferida uma aliquota da solugdo estoque do composto (B) a cada um dos baldes
volumétricos, apés homogeneizac¢ao foi adicionada uma aliquota da solucao estoque da BTA
(C) ou ANI (D), de modo que quando avolumada, a concentragao final no balao volumétrico
fosse de 5,0 x 10" mol L™! para o composto e de 5,0 x 10 mol L*! para BTA e ANI.

Ao término deste procedimento foram coletados os espectros de UV-vis a 25 °C. Os
dados da absorbancia anotados em seus valores de Amax foram graficados com o auxilio do

programa Origin 6.1®.

Esquema 3: Procedimento para realizar estudos com diferentes surfactantes.
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3.6 DETERMINACAO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DO CTAB NOS SISTEMAS
ESTUDADOS

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque de CTAB com concentragio 2,0 x 10
mol L' em 4gua. Em uma cubeta de quartzo, devidamente lacrada com septo de borracha, foram
adicionados 2 mL de uma solucdo previamente preparada contendo o composto 4a com
concentragio 4,0 x 10° mol L' e a BTA com concentragdo 4,0 x 10 mol L!. Em seguida,
fragdes crescentes da solucao estoque de CTAB foram adicionadas a cubeta até que os registros
de absorbancia nao sofressem alteragao em seus valores de Amax. Os valores da absorbancia em

seus valores de Amax de cada experimento foram graficados em fun¢do da concentragdo de

CTAB.

3.7 ENSAIO DE AUTOAGREGACAO

Foram realizados estudos observando a influéncia da concentragdo dos compostos 1a-
4a sobre os valores de absorbancia nos méximos de comprimento de onda. Foram preparadas
solucdes do composto (2,0 x 107 mol L™!) em acetona anidra. Em seguida, numa cubeta com
septo de borracha foram adicionados 2,0 mL de agua destilada e em seguida BTA até a
concentragdo 5,0 x 107 mol L'. Com o auxilio de uma microsseringa foram adicionados
pequenos volumes da solucdo estoque do composto, gerando uma nova leitura
espectrofotométrica a cada adi¢do. Os valores de absorbancia correspondentes aos maximos
nos comprimentos de onda em cada solvente foram coletados e utilizados para a realizacdo de
graficos de absorbancia em fungdo da concentracdo do composto. Foi adicionado excesso de
BTA para garantir que a concentracao total do composto presente no meio estivesse na forma

desprotonada (1b-4b).

3.8 TITULACOES ESPECTROFOTOMETRICAS

Os experimentos de titulagdo foram realizados com as aminas que mudaram a cor das
solugdes dos compostos (1a-4a). Para isto, foi preparada em acetona anidra uma solugdo
estoque de cada composto (A) e outra da amina (B). Uma aliquota da solugdo estoque do
composto (A) foi usada para preparar uma solu¢ao diluida (C) em meio aquoso com
concentragdo na ordem de 5,0 x10° mol L. Em seguida, 2 mL foram transferidos para uma

cubeta de quartzo (D) devidamente lacrada com septo de borracha e vedada com parafilme.
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A seguir, fracdes crescentes da solucdo estoque da amina (B) foram adicionadas
repetidas vezes ao sistema (D) até que os registros de absorbancia (E) nao sofressem alteragao
sobre os valores de Amax (F). O resumo do procedimento pode ser observado no Esquema 4.

Quando houve a necessidade de emprego de surfactante, a dgua foi substituida por uma
solugdo estoque contendo CTAB com concentragao 1,0 x 103 mol L. Nos sistemas micelares,
os espectros de UV-vis foram coletados mais de uma vez a fim de garantir que o sistema
estivesse em equilibrio.

Os dados coletados serviram para a construcao das curvas de titulagdes com absorbancia

em funcdo da concentracao da amina ou anion.

Esquema 4: Metodologia empregada para realizar as titulagdes.
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3.9 DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE EQUILIBRIO E DAS
ESTEQUIOMETRIAS

As constantes de equilibrio (Ki:1, K12 € K1:3) dos compostos 1a-4a com as aminas e
lidocaina foram obtidas através de modelos matematicos de Connors (CONNORS, 1997) e nao-

linear utilizando o programa ORIGIN 6.1®.
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O método de Job também foi empregado. Preparou-se uma série de 10 baldes
volumétricos de 5 mL, aos quais foram adicionados volumes (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5;
4,0; 4,5; 5,0 mL) da solugio do composto 1a (4,0 x 10~ mol L!). Os volumes foram a seguir
completados para 5 mL com a soluco da amina correspondente (3,0 x 10~ mol L), sendo os
estudos realizados a 25 °C. As absorbancias foram coletadas no Amax. Os dados coletados
serviram para estruturar o grafico da absorbancia como uma funcao da fragdo em quantidade

de matéria da amina.

3.10 DETERMINACAO DOS VALORES DE pK,

Preparou-se uma solugao estoque para cada composto (1a-4a) na concentracao de 2,0 x
10 mol L' em acetona anidra. Aliquotas destas solu¢des foram retiradas e adicionadas em
frascos de vidro. As concentracdes destas aliquotas foram correspondentes a 5,0 x 10 mol L
!, Apos, adicionou-se dgua destilada em diferentes valores de pH. Os diferentes valores de pH
da 4gua foram ajustados gotejando solugdes com KOH (0,1 mol L™ e/ou 1,0 mol L) ou HCI
(0,1 mol L e/ou 1,0 mol L), numa faixa de pH 3-13,5 em sistema tamponado.

Foram registrados os espectros de UV-vis a 25 °C para cada solucdo em diferentes
valores de pH. Os valores da absorbancia em seus valores de Amax de cada experimento foram
graficados como uma funcao do pH. Com o ajuste dos dados experimentais a uma equagao
sigmoidal o ponto de inflexdo permitiu coletar os valores de pK. para cada composto.

Nos sistemas micelares, os valores de pKa dos compostos foram determinados tendo
como base o mesmo procedimento ja descrito, em meio aquoso micelar contendo CTAB na

concentracdo de 1,0 x 10~ mol L.

3.11 DETERMINACAO DO LIMITE DE DETECCAO (LD) E DE QUANTIFICACAO (LQ)
O segmento linear obtido na curva de titulagdo de cada composto foi utilizado para

calcular os valores de LD e LQ. Foi aplicado o procedimento descrito na literatura, usando-se

as Equacées 1 ¢ 2 (EL ACHARI e MALEK, 2013; SKOOG et al., 2006).

LD=3xS8b1/S Equacgio 1
LO=10xS8b/S Equacgio 2

Sby representa o desvio padrao da solugdo em branco e S ¢é a inclinagdo da curva de calibragio.
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3.12 TESTE DA ESTABILIDADE EM MEIO AQUOSO E MICELAR

Primeiramente, preparou-se uma solucdo estoque do composto na concentragao de 2,0
x 107 mol L' em acetona anidra. Em outro recipiente foi preparada uma solugdo aquosa de
BTA com concentragdo 2,0 x 10 mol L', A seguir, 2 mL da solugio aquosa contendo a amina
foram transferidos para uma cubeta de quartzo, que foi devidamente lacrada com septo de
borracha. Em seguida, a cubeta foi inserida no espectrofotometro e esperaram-se alguns
minutos até que houvesse sido atingido o equilibrio térmico.

Uma aliquota da solucdo estoque do composto foi transferida para a cubeta, sendo que
a concentragio do composto na cubeta foi de 4,0 x 10~ mol L. Em seguida, foram feitos vérios
espectros de UV-vis a 25 °C durante intervalos de tempo e os valores de absorbancia foram
anotados no Amax. As proporgdes entre os compostos € a amina foram mantidas constantes em
todos os ensaios de estabilidade. Os ensaios em meio micelar foram realizados adotando-se o
mesmo procedimento descrito anteriormente, porém houve a substitui¢do da dgua por uma

solugdo aquosa contendo CTAB com concentragio de 1,0 x 10~ mol L.

3.13 TESTES COM VAPORES DE AMINAS

Para avaliar o potencial de aplicagdo dos vapores das aminas com o0s compostos,
inicialmente frascos de vidro foram higienizados e secos. Em seguida, tiras simétricas de papel
filtro Whatman® foram recortadas. As tiras de papel foram mergulhadas por 5 s em solugdo
previamente preparada do composto 1a (1,0 x 10~ mol L) em acetona. Apds evaporagio da
acetona as tiras foram inseridas no interior dos frascos, o sistema foi vedado com septo de
borracha e o sistema foi tratado com jato continuo de Ar (99,99%) por 20 s. Em seguida, com
o auxilio de uma microsseringa, diferentes aliquotas de BTA foram inseridas nas paredes
laterais do frasco de vidro. A razdo entre a quantidade de matéria de BT A adicionada e o volume

do frasco permitiu determinar a concentragdo da amina no sistema.

3.14 TESTES COM SUPORTE SOLIDO

Para avaliar o potencial de aplicagdo em suportes solidos, tiras simétricas de papel filtro
Whatman® foram recortadas. Em seguida estas foram mergulhadas por 5 s em solugdo
previamente preparada do composto 1a (1,0 x 10~ mol L") em acetona. Apds evaporacio da

acetona, as tiras foram mergulhadas em solu¢des aquosas contendo diferentes concentragdes de
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BTA.

3.15 ENSAIOS COM A LIDOCAINA

Os ensaios com a lidocaina foram realizados de acordo com os procedimentos descritos
anteriormente. A concentracdo da solucio estoque de lidocaina foi de 3,0 x 102 mol L.

As solugdes contendo a lidocaina comercial foram preparadas apds a neutralizacao do
meio com bicarbonato de sédio até pH 7-8 e extragdo com diclorometano por 3 vezes. Ao
término do processo, a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro. Apds evaporagado

do solvente organico a lidocaina foi utilizada.

3.16 TRATAMENTO DOS RESIDUOS DE AMINAS

As aminas foram neutralizadas para pH entre 5-9 e diluidas para 100 vezes em relagdo

ao volume inicial ( CONAMA, 1986; YE; HUANG, 2007).

3.17 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

As andlises do padrao farmacéutico e comercial da lidocaina foram acompanhadas pela
técnica de cromatografia liquida (LC). O cromatdgrafo foi equipado com um detector de rede
de fotodiodo SPD-M20A com detectores D> e W como fonte luminosa. O sistema foi acoplado
a um espectrometro de massa (MS) com detector quadrupolo ESI (ionizagdo por electrospray),
marca: Shimadzu modelo LC-MS 2020 Prominence.

Os solventes foram filtrados com uso prévio de um filtro de 0.45 pum Millipore e
desgaseificados. Os volumes de injecao foi de 10 pL e a taxa de fluxo foi de 0,2 mL/min em
todos os experimentos. Todas as amostras foram dissolvidas em MeCN. Todos os solventes
foram de padrao HPLC e foram usados como obtidos, sem purificacdo adicional. As anélises
foram realizadas utilizando-se uma coluna Phenomenex C18 (tamanho da particula 5 um, 150
mm X 4.6 mm [.D). A fase movel consistiu em uma mistura entre solucoes, sendo a mistura
entre 80% acetonitrila e 20% de agua contendo 1% de acido formico. A temperatura na coluna
foi mantida em 27,6 °C com elui¢do isocratica durante 15 min.

As éreas dos sinais cromatograficos que apresentaram relagdo com a massa molecular
da lidocaina foram relacionadas como uma fung¢ao da concentracao. Os dados foram plotados e

a regressao linear foi determinada utilizando o programa ORIGIN 6.1®.
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4 SINTESE E  CARACTERIZACAO DO  (E)4-(((5-NITROTIOFEN-2-
IL)METILENO)AMINO)FENOL E SEUS ANALOGOS PARA APLICACAO EM
DISPOSITIVOS OPTICOS DE DETECCAO

Inicialmente foi planejada a sintese de compostos que pudessem atuar como
quimiossensores cromogénicos em meio aquoso. Desta forma, o grupo 2-nitrotiofenil atuaria
como a parte elétron-aceitadora enquanto o grupo fenolato como a parte elétron-doadora, com
o sistema apresentando-se conjugado pelo grupo funcional iminico (CH=N).

Pensando neste problema, foi planejada uma série de iminas que apresentassem em suas
estruturas sitios que promovessem melhor interacdo com as moléculas da dgua, desta forma a
solubilidade dos compostos em agua seria favorecida.

Assim a ponte conjugada das iminas (CH=N) desperta interesse se comparada a dos
estilbenos (CH=CH). A presenca de um par de elétrons livre no atomo de nitrogénio favorece
a formacao de LH e consequentemente poderia auxiliar na melhora da solubilidade do composto
em meio aquoso. Uma possibilidade vem com o uso dos grupos tiofenil, pois formam anéis
menores € estaveis de 5 membros, mantém a conjugacao do sistema e contém um heteroatomo
de enxofre que contribui para a solubilidade do composto em meio aquoso, principalmente se
comparado a anéis benzénicos ou alifaticos com estruturas similares.

Os compostos nao inéditos (£)-4-(((5-nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (1a) e seus
dois derivados halogenados (2a e 3a) foram preparados e caracterizados por de RMN de 'H e
aferidos os p.f. de acordo com a literatura. O composto inédito (E)-2,6-di-tert-butil-4-(((5-
nitrotiofen-2-il)metileno)amino)fenol (4a) foi preparado e caracterizado pelas técnicas de DSC,

IV, de RMN de 'H e '*C e por HRMS.

4.1 SINTESE DOS DERIVADOS FENOLICOS 3,8 E 11

Os derivados fenodlicos foram sintetizados seguindo a metodologia apresentada no
Esquema 5. Inicialmente o composto 4-aminofenol (1) de fonte comercial (Sigma-Aldrich) foi
utilizado, apos recristalizagao. Os compostos 2, 4 e 10 foram sintetizados por meio das rotas
sintéticas apresentadas no Esquema 5. Ja o 4-amino-2,6-diclorofenol (3) foi preparado através
de uma reacao de substitui¢do eletrofilica aromatica em 4agua na temperatura de 40 °C, durante
2 h, utilizando a N-clorossuccinimida (N-Cl), acido 4-toluenossulfonico (4-TsOH) e cloreto de
potassio (KCl) para a sintese.

Na preparacio do 4-amino-2,6-dibromofenol (8) foram substituidos o N-
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clorossuccinimida (N-Cl) foi substituido por N-bromossuccinimida (N-Br) e brometo de
potassio (KBr) (MAHAJAN et al., 2012). O 4-amino-2,6-di-(tert-butil)fenol (11) foi preparado
através de uma reagao de nitrosagao do 2,6-di-(fert-butil)fenol com nitrito de soédio (NaNO>) na
presenga de acido acético (CH3COOH) e 4dgua na temperatura de 0-5 °C por 30 min, seguido
da reacdo de redugdio em refluxo durante 10 min, empregando o estanho granulado (Sn°) e acido
cloridrico concentrado em 4lcool etilico (EtOH) (DE MELO et al., 2018; GUERRA et al.,
2015b).

As preparagdes dos compostos 3, 8 ¢ 11 foram realizadas com a redugao dos compostos
2, 4 ¢ 10, tendo sido feitas conforme o procedimento anterior, na presenca de estanho metalico
(Sn”) em EtOH sob refluxo por 6 h (BELLAMY, 1984). As etapas descritas sio apresentadas
no Esquema 5.

As reacdes de obtencdo dos compostos 1, 3, 8 e 11 apresentaram os rendimentos
respectivos de 70, 79, 89 e 59%. Os compostos 1 ¢ 3 sdo solidos, o composto 8 ¢ obtido na
forma solida com coloragdo marrom-clara. Por fim, o composto 11 apresenta-se na forma sélida

com coloracao amarelo-clara.

Esquema 5. Rota sintética para a obtencao dos 4-aminofendis 3, 8 ¢ 11.
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4.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS IMINAS FENOLICAS

As sinteses das iminas 1a-4a foram realizadas de acordo com a metodologia descrita
por Nicoleti et al., conforme mostrado no Esquema 6 (NICOLETI, 2015a).

Foram adicionadas propor¢des equimolares entre os reagentes 1, 3, 8, 11 e 5-
nitrotiofeno-2-carboxialdeido. Apos refluxo por cerca de 2 h os produtos foram coletados. Os

compostos foram recristalizados e apos puros foram caracterizados.
Esquema 6. Rota sintética para formacao das iminas.

R
D—/ i _CHiCHOH /EB_\\
= CH3COOH(cat) oN” S N OH + H,0

Refluxo, 78 °C

R
1:R=H 1a:R=H
3:R=Cl 2a: R=ClI
8:R=Br 3a: R=Br
11: R = tert-butil 4a: R = tert-butil

A imina fenoélica 1a apresentou rendimento de 85% e foi obtida na forma sélida com
coloragdao vermelho escuro. Os compostos 2a ¢ 3a apresentaram rendimentos de 62% e 56%
respectivamente, ¢ foram isolados na forma de so6lidos com coloragdo amarela. A reagdo para o
composto 4a apresentou rendimento de 66% e o composto foi obtido na forma sélida com
coloragdo marrom-escura. Dos compostos apresentados no Esquema 6, o composto 4a ¢ inédito
na literatura.

Os compostos foram caracterizados por espectrometria de RMN de 'H, e ao composto
inédito foram feitas analises por espectrometria de RMN de '*C, de IV e de massas de alta
resolucao.

Na Figura 23 ¢ apresentado o espectro de RMN de 'H para o composto 4a realizado em
CDCls como solvente, o qual confirma a estrutura do composto. O espectro apresenta em o 1,48
ppm um simpleto (s, 18H) referente aos hidrogénios dos substituintes fert-butil nas posigdes 2
e 6 do anel aromatico e um simpleto em 6 5,37 ppm (s, 1H) referente a ligagdo hidrogénio
fenolico. O simpleto em 6 7,18 ppm (s, 2H) refere-se aos hidrogénios do anel aromatico e os
dupletos em ¢ 7,32 (d, 1H, J = 4,4 Hz) e 7,90 (d, 1H, J = 4,4 Hz) sdo referentes aos dois

hidrogénios localizados no anel tiofenil. Por fim, em ¢ 8,55 ppm (s, 1H) verifica-se um simpleto



associado ao hidrogénio iminico.

Figura 23. Espectro de RMN de 'H (CDCls; 400 MHz) para o composto 4a.
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O espectro de RMN de '*C para o composto 4a foi realizado utilizando CDCI; como

solvente. O espectro ¢ mostrado na Figura 24 e apresenta 11 sinais referentes aos carbonos

presentes na estrutura do composto.
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Figura 24. Espectro de RMN de *C do composto 4a (CDCls, 100 MHz).
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Com o intuito de confirmar a massa molecular do composto 4a, foi realizada uma
analise por espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRMS), utilizando fonte de ionizacao
por electrospray (ESI(+)). Na Figura 25 observa-se o valor do pico da massa do composto 4a
com ganho de um proton, o valor experimental [M+H]" m/z: 361,1580, sendo equivalente ao
valor teorico calculado [M+H]" m/z: 361,1578 o qual evidencia a estrutura do composto 4a em

C19H24N205S.
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Figura 25. Espectro de massas do composto 4a, utilizando fonte ESI (+).
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A determinagdo da temperatura de fusdo do composto 4a foi realizada utilizando a
técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A interpretacao dos dados obtidos por
DSC permite observar importantes eventos térmicos. Na Figura 26 apresenta-se a curva de
DSC para o composto 4a. A curva foi obtida em atmosfera dinamica de nitrogénio com fluxo
de 50 mL min’!, razdo de aquecimento de 5 °C min™! e cadinho de aluminio.

A primeira regido da curva, representada pelo segmento linear compreendido entre 50
e ~150 °C, ¢ caracterizada pela inexisténcia de eventos térmicos, dada sua linearidade. Isto
surge como um bom sinal de que esta relacionada a pureza do composto. A existéncia de
eventos térmicos, tanto exotérmicos como endotérmicos, poderiam representar impurezas
presentes no composto associadas a eventos de degradagdo e/ou fusdo, respectivamente. Nesta
regido, a energia (calor especifico) ¢ direcionada a elevagao da energia cinética, ocasionando a

elevacao da temperatura no composto.
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Figura 26. Curva de DSC para o composto 4a.
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A segunda regido, que inicia em 177,07 °C e finaliza em 184,35 °C, ¢ marcada por um
sinal decrescente (endotérmico) associado a fusdo do composto. A energia absorvida neste
processo (calor latente) ¢ totalmente empregada na mudancga do estado fisico de agregacao do
composto. Ainda se pode observar que o fluxo de calor (mW/min) permaneceu inalterado
durante o inicio e o término da fusdo, o que novamente relaciona-se a pureza do composto. A
existéncia de temperaturas inicial e final bem definidas, sendo estas relacionadas a uma curva
de fusdo linear, permite gerar um sinal com pico bem definido que afere com melhor seguranca
a temperatura de fusdo real. Para o composto 4a a fusdo ocorreu em temperatura de 181,46 °C
com entalpia de fusdo (AHy) =-82,35]J g

A terceira regido tem inicio logo apos a fusdo do composto, pouco depois dos 190 °C, e
¢ marcada pelo surgimento de um sinal positivo agudo, caracterizando a degradacao térmica do
composto, evento este tipicamente exotérmico.

Por fim, o espectro de IV foi realizado para o composto 4a (Figura 27). Nele estdo
destacadas algumas bandas caracteristicas do composto 4a como a banda em 3400 cm™! que
representa o estiramento de OH, em 3090 e 2961 cm™! encontram-se duas bandas caracteristicas

do estiramento Ar-H do fert-butil e em 1615 cm™ outra banda caracteristica para C=N.
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Destacam-se ainda no espectro outras bandas que estdo associadas a natureza das ligacdes
quimicas apresentadas no composto 4a: 1497 cm™ (C=C); 1335 cm™! (CH3); 1229 cm™! (C-0);
1146 cm™ (Ar-H) e 889 cm™ (C=C).

Figura 27. Espectro de IV do composto 4a em pastilha de KBr.
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5 APLICACAO DAS IMINAS FENOLICAS COMO QUIMIOSSENSORES
CROMOGENICOS PARA A DETECCAO DE AMINAS EM MEIO AQUOSO NA
AUSENCIA E NA PRESENCA DE SURFACTANTE

Este capitulo ird apresentar e discutir os resultados referentes aos estudos de detecgdo
de aminas, os quais foram divididos em trés secdes. A primeira se¢ado refere-se a aplicagao dos
compostos 1a-4a para atuarem como quimiossensores cromogénicos voltados a detec¢ao de
aminas em meio aquoso. Na se¢do seguinte sera apresentado os estudos com os compostos 1a-
4a na presenga de surfactantes, e por fim a aplicagdo do composto 1a para atuar como
quimiossensores cromogénicos para lidocaina.

Visto isso, buscou-se explorar a potencialidade das iminas fenolicas 1a-4a para atuarem
como quimiossensores cromogénicos para a deteccdo de aminas em meio aquoso. A ideia,
representada na Figura 28, ¢ baseada na capacidade das aminas realizarem LH com o
hidrogénio fendlico presente na estrutura das iminas e desta forma abstrair o préton, tornando
as solugdes coloridas na presenga da amina. A maior basicidade para a amina, quando
comparada ao quimiossensor, permitiria a abstragdo do proton fendlico presente na estrutura do

composto, com a geragdo da forma desprotonada e colorida (1b).

Figura 28: Representacdo da interagdo do composto 1a com a amina, com a formagdo do

fenolato colorido devido a abstracdo do proton do oxigénio fenolico do quimiossensor.
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5.1 APLICACAO DOS COMPOSTOS 1a-4a COMO QUIMIOSSENSORES PARA A
DETECCAO DE AMINAS EM MEIO AQUOSO

Inicialmente, foi explorada a intera¢ao das iminas 1a-4a com um conjunto de diferentes
aminas alifaticas e outro de aminas aromaticas. Os experimentos iniciais foram realizados
seguindo a metodologia apresentada no item 3.6. Os resultados encontram-se apresentados na
Figura 29 e mostram que as aminas alifaticas desenvolveram coloracao alaranjada nos sistemas
contendo os compostos 1a-3a em agua. A adicdo das aminas aromaticas ndo causou alteracao
na colora¢do em nenhum dos sistemas estudados. Para o composto 4a ndo houve alteragdo de

coloragdao mesmo com a adi¢ao das aminas alifaticas.

Figura 29. Solugdes aquosas dos compostos 1a, 2a, 3a e 4a em meio aquoso a 25 °C na auséncia
e seguido da adi¢io de BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA. ¢ (1a e 4a) = 5,0 x10° mol L-
I: ¢ (2a e 3a) = 4,0x10° mol L!; ¢ (amina) = 2,0x10™* mol L.
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Também foi observado que a adi¢cdo do composto 2a em agua gerou leve turbidez ao
sistema € que o mesmo ocorreu, porém de forma acentuada, para o composto 3a. Isso foi
provavelmente ocasionado pela menor solubilidade dos compostos em agua ou até¢ mesmo pela

maior capacidade dos compostos autoagregarem nestas condigdes.
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A baixa solubilidade em 4gua de muitos compostos organicos tem sido minimizada com
o uso de surfactantes ao meio. Esta estratégia melhora a solubilidade dos compostos, o que
permite a aplicacdo de muitos quimiossensores ou quimiodosimetros em meio aquoso (HU et
al.,2016; NICOLETI et al, 2015; ULLAH et al, 2012).

Foram registrados os espectros de UV-vis para cada sistema separadamente. Na Figura

30A sao apresentados os espectros para o composto 1a na auséncia e apos a adigdo das aminas.

Figura 30. (A) Espectros de UV-vis para solu¢des aquosas do composto 1a a 25 °C contendo
as aminas em BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA. (B) Absorbancias relativas

correspondentes, obtidas a 490 nm [c(1a) = 4,0 x 107 mol L!; c(amina) = 2,0 x 10 mol L.
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O composto 1a apresenta em solu¢cdo uma banda com maximo em 405 nm. A adi¢ao
das aminas alifaticas ao meio causou o desaparecimento da banda em 405 nm e
simultaneamente apareceu outra banda com maximo na regido de 490 nm. Esta Gltima banda
refere-se ao quimiossensor desprotonado 1b, indicando que houve interagdo da amina com o
quimiossensor. A absor¢do de luz em 1b, na regido visivel, deve-se a transicao eletronica do
tipo n—n" com transferéncia de carga intramolecular do grupo fenolato (1b), que atua como
grupo elétron-doador, a parte elétron-aceitadora representada pelo grupo 4-nitro-tiofenil.
(BROOKER et al., 1964, BROOKER et al.,1965; CATALAN, 2011; MACHADO et al, 2014).

Com as aminas aromadticas ndo houve alteragdo na banda na regido de 405 nm e isso
traduz a ideia de que a interagao da amina com o quimiossensor nao foi suficientemente forte
para a amina abstrair o préton ou interagir através da formagao de LH.

O mesmo fendmeno foi observado para os compostos 2a e 3a, porém com pequenas

variagOes quanto as absorbancias em seus valores de Amax. Uma razao para isso estd relacionada
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as diferencas nos valores dos coeficientes de absor¢cdo molar (g) que cada composto apresenta.
Para o composto 4a niao houve alteragdo em toda regido do espectro de UV-vis
explorada, permanecendo apenas uma banda na regido proxima a 405 nm. Os espectros dos

compostos 2a-4a encontram-se no material suplementar (Figuras S1-S7).

5.1.1 Ensaios de autoagregacio

A possibilidade dos compostos la-4a autoagregarem em meio aquoso permitem
observar aspectos importantes quanto a solubilidade dos compostos 1a-4a em agua. Por outro
lado, a autoagregacdo pode interferir na capacidade do quimiossensor interagir com o analito
alvo, neste caso as aminas ou a lidocaina e desta forma nado findar o processo de detec¢ao ou
torna-lo deficitério.

Baseado nisso foram realizados estudos a fim de verificar a possibilidade dos compostos
autoagregarem em meio aquoso (WANG et al., 2014; YANG et al., 2012; ZIMMERMANN-
DIMER e MACHADO, 2008). Estes ensaios tornam-se interessantes uma vez que ¢ possivel
determinar o coeficiente de absor¢do molar (¢) fornecendo informagdes acerca da interacao da
luz com o composto no meio.

Seguindo a metodologia descrita anteriormente (ver subsecao 3.8), foi preparada uma
solugdo aquosa contendo BTA em quantidade suficiente para desprotonar totalmente o
composto, gerando o fenolato correspondente, em toda faixa do experimento realizado. Cabe
salientar que para o composto 4a houve a necessidade do uso de uma solugao de NaOH 1 mol
L

A partir de uma solugdo estoque do composto 1a foram realizadas adigdes crescentes na
solucdo contendo a BTA, os espectros de UV-vis foram obtidos e os valores de absorbancia no
Amax correspondente a cada adi¢ao foram registrados.

A Figura 31A mostra os espectros de UV-vis onde ¢ possivel observar que a adigdo da
solu¢do do composto 1a desenvolveu uma banda com absorbancia maxima em 490 nm, essa

banda ¢ referente a espécie 1b no meio.
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Figura 31. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 490 nm para quantidades crescentes
de 1b em 4gua a 25,0 °C. O composto 1a foi desprotonado usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10 mol L
! Os dados foram ajustados por meio de uma equacdo linear (-), fornecendo emax = (1,804 +

0,006) x 10* L mol™! ecm™ (2 = 0,999).
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Na Figura 31B os valores de absorbancia coletados em 490 nm foram graficados como
uma fungdo da concentragio do composto 1b na solugdo. E possivel observar que ha uma
relagdo direta e proporcional entre a absorbancia e a concentragdo do composto 1b na solugdo.

Isso esta relacionado ao fato de que a cada nova adi¢do do composto, a partir da sua
solucdo estoque, houve um incremento na mesma ordem e em proporcionalidade na
absorbancia. A correlagdo linear ¢ um parametro para verificar a capacidade do composto sofrer
autoagregacdo. Para o composto 1b em 4gua, os dados sugerem que a autoagregacdo nao
acontece nas condigdes dos experimentos realizados. O valor de emax para o composto foi
calculado através da determinacdo do coeficiente angular da reta, o qual ¢ igual a (1,804 +
0,006) x 10* L mol™! em™ (S.D.=2,091x 107 e R>=0,997).

Os coeficientes de absorcdo molar (emax) de cada composto foram calculados e
encontram-se apresentados na Tabela 1.

Os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) mostrados na Tabela 2 foram
préximos a 1,0, representando uma pequena variabilidade nos dados mostrados. Os compostos

2b-4b apresentaram valores superiores de emax €m relacdo ao composto 1a, sem substituinte.
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Tabela 1. Valores dos coeficientes de absor¢ao molar (emax) € dos coeficientes de determinagao

para os compostos 1b-4b.

Composto £max (L. mol! cm™) R’
1b (1,804 + 0,006) x 104 0,997
2b (1,719 £ 0,002) x 10* | 0,999
3b (2,089 = 0,006) x 104 0,999
4b (1,715 =0,010) x 10* | 0,998

5.1.2 Determinacio dos valores de pKa

Por se tratar de uma estratégia amparada numa reacdo acido-base ou até mesmo na
capacidade do quimiossensor formar LH com a amina, a determinagao do pK, desses compostos
em meio aquoso torna-se fundamental. Seguindo o procedimento descrito anteriormente na
secdo 3.10, os diferentes valores de absorbancia correspondentes aos quimiossensores em sua
forma desprotonada foram relacionados como uma fun¢do do pH. A Figura 32A mostra
espectros de UV-vis para o composto 1a em solucio aquosa e em diferentes valores de pH. E
possivel verificar que com o aumento do pH a banda com maximo em 405 nm, referente a
espécie 1a, sofre uma diminui¢ao simultaneamente ao aparecimento da banda com maximo em
490 nm, referente a formagao do fenolato 1b. A Figura 32B apresenta um grafico dos valores
de absorbancia em 490 nm como uma fung¢ao do pH.

Com o auxilio de uma equagao sigmoidal (REIJENGA et al.; SUBIRATS et al., 2015)
para ajustar os dados experimentais, o valor de pK, foi obtido para o composto, sendo igual a
9,11 £ 0,01 (R* = 0,999). O mesmo procedimento foi empregado para todos os compostos

(Figuras S17-S19) e os valores de pKa. encontram-se mostrados na Tabela 2.
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Figura 32. Determinagdo do pK, para o composto 1a em meio aquoso tamponado com BIS-
TRIS-propano. Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os valores da

absorbancia obtidos em 490 nm como uma fung¢ao do pH.
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Tabela 2. Valores de pK. calculados para os compostos 1a-4a em agua.

Composto pKa
la 9,11 +0,01
2a 5,91 +0,01
3a 6,06 + 0,02
4a 12,35+ 0,02

Os dados apresentados na Tabela 2 mostram que os compostos 2a ¢ 3a apresentam
maior acidez e consequentemente os menores valores de pK. quando comparados aos
compostos 1a e 4a. A presenca dos substituintes halogenados em suas estruturas moleculares
diminui a densidade eletronica sobre o oxigénio fenolico e com isso eleva o carater acido destes
compostos. Nota-se ainda que praticamente ndo hd diferenga nos valores de pK. entre os
compostos 2a e 3a, que possuem os substituintes cloro e bromo.

Em sentido oposto, o composto 4a apresenta o maior valor de pKa. Os grupos tert-butil
substituindo os hidrogénios nas posi¢des 2 € 6 do anel atuam por efeito indutivo I" concentrando
elétrons sobre o oxigénio fenolico e deixando-o mais basico. A inexisténcia de substituintes no
composto 1a faz com que ele apresente valor de pK, intermedidrio quando comparado aos
demais. Os valores de pKa. representam um pardmetro importante para compreender o

comportamento dos compostos em meio aquoso na presenca das diferentes aminas. Os valores
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de pKa. dos compostos 1a-4a sdo mostrados na Figura 33, sendo feita uma comparagdo com o

pK. das aminas alifaticas e aromaticas.

Figura 33. Valores dos pK, dos compostos 1a-4a em dgua e comparagdo com os valores de pKa
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Na Figura 33 ¢ possivel observar 2 regides, das quais podem ser colhidas informagdes
importantes para compreender os sistemas estudados. Inicialmente pode-se observar que o pKa
dos acidos conjugados das aminas aromaticas ¢ inferior ao pK, dos compostos 1a-4a.

Entretanto, as aminas alifaticas apresentam valores de pK, superiores aos dos compostos
1a-3a. Nesta regido as aminas apresentam capacidade para interagir com os compostos 1a-3a
em agua, e desta forma tornar os sistemas coloridos. Esta observagao permite compreender a
ineficiéncia das aminas aromaticas frente aos compostos 1a-4a. Uma segunda regido ¢ marcada
pelo elevado pKa do composto 4a. O seu valor, superior ao das aminas alifaticas e aromaticas,
demonstra que o carater menos acido apresentado pelo composto 4a (pKa = 12,35) fundamenta
a incapacidade de as aminas interagirem com o composto em agua.

Os 4acidos conjugados das aminas aromaticas apresentam valores de pK, reduzidos em

relagdo as aminas alifaticas. Neste caso para a ANI protonada o valor do pK, proximo ¢ de 4,6
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(ROBERTS; 1977) enquanto as aminas protonadas NMA (WICZLING, 2004) e NNDA
(RAMSDEN, 1957) apresentam valores de pK, iguais a 4,8 e 5,6, respectivamente. A menor
basicidade dos acidos conjugados das aminas aromaticas em meio aquoso impede uma
interagdo com o hidrogénio fendlico dos compostos e desta forma impede o desenvolvimento

de coloracao nos sistemas estudados.
5.1.3 Titula¢ao dos compostos 1a-3a com as aminas alifaticas

Com o intuito de mensurar o grau de interacdo das aminas alifaticas com os compostos
1a-3a foram realizadas titulagdes usando a técnica espectrofotométrica de UV-vis. A Figura
34A mostra os espectros de UV-vis correspondentes a cada adicdo de BTA sobre a solucao
aquosa do composto 1a. Pode-se observar que com a adi¢ao de BTA a banda com maximo em
405 nm, correspondente a 1a, tem sua absorbancia diminuida simultaneamente ao aparecimento
de outra banda com maximo em 490 nm, que se deve ao aparecimento da espécie 1b. Dois
pontos isosbésticos sdo observados, o primeiro em 438 nm e o segundo em 343 nm, os quais

sugerem um equilibrio entre as formas 1a e 1b em solucao.

Figura 34. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (4,0 x 10~ mol L") com
BTA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm.

1,0 (B)

0.9

07} *

06} /‘

05} o

0.6

Absorbancia
Absorbancia

0.4 ,
04} A
02 03 4

02L w

0.0 1 1 L 1 - g — 01l L 1 1 L 1 1 ]
350 400 450 500 550 600 650 700 0,0 0.5 1,0 15 20 25 30 35

Comprimento de onda/nm 10% ¢ (BTA) / mol L'

A Figura 34B apresenta a curva de titulagao correspondente. Inicialmente pode ser

observada uma regido na qual a adi¢do da BTA causa um incremento na absorbancia em 490
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nm, que corresponde ao aparecimento da espécie desprotonada 1b. Esta regido se estende até
proximo de 1,75 x 10#mol L. A segunda regido se observa melhor a partir de 2,0 x 10 mol
L' e indica a formagdo de um patamar no qual a adi¢do da amina pouco afeta a absorbancia
observada no sistema. As titulagdes para as demais aminas e composto estdo apresentadas no

material suplementar e apresentam similaridades com os resultados da Figura 34.

5.1.4 Determinacao das constantes de equilibrio entre as aminas alifaticas e os compostos

1a-3a

Uma vez que o sistema esteja em equilibrio € possivel estimar com maior seguranga as
constantes de equilibrio entre o quimiossensor ¢ a amina. Muitos modelos matematicos tém
sido reportados na literatura com boa empregabilidade quando comparados aos modelos
experimentais como o de Job (varia¢do continua). Neste tltimo caso, a relagdo estequiométrica
entre o composto € a amina esta relacionada a absorbancia e a razado molar (HIROSE, 2001;
THORDARSON, 2011).

O modelo matematico de Connors (CONNORS, 1987) ¢ baseado na aplicacdo de

equagdes multi-paramétricas como a mostrada na Equacéo 4.

Absg+Abs;.1Kq.1 ¢ (amina) .
Abs = 2 Ll Equacio 4

1+K4.1 (amina)

Na Equacao 4, Abs ¢ o valor da absorbancia apds cada adicdo da amina, Abso € a
absorbancia inicial sem a adigdo da amina e Kj.; é o valor da constante de associagdao
correspondendo a estequiometria quimiossensor:amina 1:1.

A Equacio 5 pode ser empregada para estimar o valor das constantes de equilibrio em
sistemas nos quais a estequiometria observada ¢ do tipo 1:2 (Ki.2) entre o quimiossensor € a

amina (ZIMMERMANN-DIMER; MACHADO, 2008; NICOLETI, 2015; NICOLETI, 2012).

__ Absg+ Absy;Kq.2(c(amina))? .
Abs = 1+ Kq.,(c(amina))? Equagdo 3

Na Equacdo 5, Abs ¢ o valor da absorbancia apds cada adicao da amina, Abs, € a
absorbancia inicial sem a adi¢ao da amina, Abs1.» € a absorbancia maxima obtida considerando

estequiometria quimiossensor:amina 1:2, ¢ (amina) corresponde a concentracdo da amina apos
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cada adigdo e por fim K. € a constante de equilibrio.

Jaa Equacio 6 ¢ aplicada em sistemas que apresentam estequiometria do quimiossensor
com a amina do tipo 1:3 (Ki3) (ZIMMERMANN-DIMER et al., 2009; ZIMMERMANN-
DIMER; MACHADO, 2009).

Absy+ Abs;.,Kq.,(c(amina))?+ Absy.3Kq.,Kq1.3(c(amina))? .
Abs = - : Equacio 6
1+ Kq.,(c(amina))?+ Kq.,Kq1.3(c(amina))3

A determinacdo da constante de equilibrio torna-se uma ferramenta fundamental para
compreender o sistema estudado. Muitos sistemas baseados em estratégias supramoleculares
apresentam diferentes estequiometrias, o calix-tetraporfirina, por exemplo pode formar quatro
diferentes complexos com o 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano, dependendo das estequiometrias
1:1, 1:2, 1:3 e 1:4 (DIEDERICH, 2008).

Na Figura 35A ¢ apresentada a influéncia da adi¢do de quantidades crescentes de BTA

sobre ao valor da absorbancia coletada em 490 nm para o composto 1a em agua.

Figura 35. (A) Curva da variacdo da absorbancia em 490 nm para o composto 1la com
o aumento da concentragio de BTA e (—) ajuste dos dados experimentais para a
determinagdo da constante de equilibrio com o uso da Equagéo 5. (B) Grafico de Job para o

composto 1a com diferentes fracdes em quantidade de matéria para a BTA.
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Os dados experimentais foram ajustados usando a Equacio 5, a qual forneceu um valor

de K12 = (1,463 £ 0,048) x 10® L> mol? (R? = 0,998, S.D. = 9,701x107). Os dados conduzem
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a estequiometria 1a:BTA do tipo 1:2. Um grafico de Job foi realizado a fim de confirmar a
estequiometria nos sistemas explorados (Figura 35B).

O ponto de inflexdo ocorre quando a fragdo em mol da BTA em relagdo ao
quimiossensor ¢ 0,673 evidenciando uma estequiometria do tipo 1:2.

Inicialmente pode ser observado em (a) a interacdo de uma molécula da amina com
outra do quimiossensor. No caso do composto 1a, porém, ha outra possibilidade, apresentada
em (b), na qual duas moléculas da amina sdo necessarias para a desprotonacao do
quimiossensor. Neste caso, os dados sugerem que o primeiro equivalente da amina forma com
0 quimiossensor um complexo por LH, sendo um segundo equivalente da amina necessario para
a abstracdo completa do préton (MARINI, 2010; ZIMMERMANN-DIMER et al., 2009).

O modelo de interagdo amina:quimiossensor ¢ apresentado no Esquema 7.

Esquema 7. Modelo proposto para o composto 1a para representar as estequiometrias 1:1 (a)

e 1:2 (b) entre o composto e a amina.
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Foi aplicada a Equacio S para as demais titulagdes. Através da unido destes dados foi
elaborada a Tabela 4, a qual relaciona os valores das constantes de equilibrio Ki» para os

compostos 1a-3a e as aminas alifaticas BTA, DEA e TEA.
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Tabela 3. Valores das constantes de equilibrio Ki.» (L? mol™) para os compostos 1a-3a.

Composto BTA DEA TEA
1a (1,463 £0,048) x 10* | (1,070 £0,028) x 10® | (1,729 £ 0,055) x 10®
2a (8,797 £0,191) x 108 | (1,721 £0,044) x 10® | (2,237 +0,080) x 108
3a (5,294 £0,504) x 10* | (4,454+£0,751) x 10 | (4,301 £0,618) x 10®

A andlise dos dados contidos na Tabela 3 permite verificar a proximidade nos valores
obtidos para os compostos estudados. Observa-se ainda um leve incremento nos valores da
constante de equilibrio Ki.» da BTA quando comparada as demais aminas.

Em meio organico, utilizando o DMSO e MeCN como solventes, a merocianina de
Brooker e o corante de Reichardt foram empregados como quimiossensores cromogénicos para
aminas. Foi observado que para ambos os compostos os valores das constantes de equilibrio
K11 foram superiores aos valores da constante de equilibrio K12 (RIBEIRO et al., 2011a), entre
os fatores determinantes para esta inversao nas constantes de equilibrio se encontram a

solubilidade e a solvatacao dos compostos que sdo afetados em meio aquoso.

5.1.5 Determinacio dos valores de LD e LQ

O desenvolvimento de metodologias analiticas que permitam detectar e quantificar
diferentes analitos em baixas concentra¢des ¢ um desafio constante para os quimicos. A
validacdo analitica ¢ uma etapa importante para o desenvolvimento de metodologias seguras de
analises. Parametros, como a robustez do método, aliados aos limites minimos de detecgao (LD)
e quantificacdo (LQ) sdao pontos importantes e objetivados (NOGUEIRA; ALVES, 2010;
RIBANI et al., 2004).

Entende-se o LD como a menor concentragdo de uma amostra que possa gerar um sinal
analitico de acordo com o método analitico empregado. A LQ esta relacionada a menor
quantidade do analito que podera ser quantificada (NOGUEIRA; ALVES, 2010; RIBANI et
al.,2004).

Foram determinados os valores de LD e LQ para as aminas alifaticas. Adotando como
base a metodologia j& descrita anteriormente no item 3.13, o segmento linear da curva de
titulagao foi empregado para calcular os valores de LD e LQ. Apos realizar o ajuste linear dos
dados experimentais, LD e LQ foram obtidos de acordo com o procedimento descrito na
literatura (CAPITAN-VALLVEY, 2011;ISAAD et al.,2013), usando as Equacées 1 ¢ 2, sendo

Sb; o desvio padrao do coeficiente linear da curva de calibragdao e S o coeficiente angular da
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curva de calibra¢do. Nos modelos sigmoidais, os segmentos lineares intermediarios, podem ser
usados para determinacao dos valores de LD e LQ (AZADEH et al., 2018; PAPER, 2011;
ZABELL; LYTLE; JULIAN, 2016).

Na Figura 36 ¢ apresentada a curva de titulagdo para o composto 1a frente a BTA.

Aplicando as Equacées 1 e 2 ¢ possivel determinar os valores de LD e LQ.

Figura 36. Curva de titulacao utilizada para determinar os valores de LD e LQ para a detecgao
de BTA por parte do composto 1a e o ajuste linear dos dados experimentais. (—).
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Foram encontrados os valores de LD =2,36 x 10°mol L' e LO = 7,88 x 10° mol L!
(R?=0,993) a 25 °C e com ¢ (1a) = 4,0 x 10 mol L!. O procedimento foi repetido para as
demais aminas e compostos (Figuras S41-S55). Os resultados encontram-se organizados na

Tabela 4.



85

Tabela 4. Valores de LD e LQ para os compostos 1a-3a para BTA, DEA e TEA em meio

aquoso.
Composto Amina LD (mol L) LO (mol L)
BTA 2,36 x 10-° 7,88 x 106
1a DEA 3,01 x 106 1,00 x 10
TEA 2,70 x 10¢ 8,98 x 106
BTA 9,20 x 107 3,07 x 106
2a DEA 1,88 x 10¢ 6,25 x 106
TEA 3,48 x 10¢ 1,15 x 103
BTA 2,46 x 10° 8,20 x 106
3a DEA 1,75 x 106 5,84 x 106
TEA 1,49 x 10¢ 4,97 x 106

Os valores para LD e LQ apresentados na Tabela 4 mostram pequenas variagdes entre
0s compostos € aminas estudadas.

Os valores médios encontrados para os limites de detecgdo e quantificagdo sdo
relativamente pequenos e podem ser comparados a outras técnicas laboratoriais. Os valores de
LD para a detec¢io de BTA foram proximos de 1,8 x 10 mol L™! com a técnica de eletroforese
capilar (MATCHETT, 1997). A cromatografia acoplada a espectrometria de massas permitiu
detectar TEA em meio aquoso mostrando valores para o LD préximos a 1,0 x 10 mol L
(LAN, 2016). Em outro estudo, a CLAE com quimioluminescéncia foi aplicada para detectar
amostras contendo BTA e DEA em meio aquoso. Os valores de LD para as aminas foram de
5,5 x 10® mol L' (MESEGUER LLORET et al, 2004b). Porém, todas estas técnicas
apresentadas envolvem um custo laboratorial maior e o uso de equipamentos mais sofisticados,

em comparag¢ao com o uso dos quimiossensores aqui apresentados.

5.1.6 Ensaio de estabilidade dos compostos em meio aquoso

Os ensaios de estabilidade tém por finalidade garantir a integridade fisico-quimica do
composto quimico de acordo com seus limites especificados. A manutengdo da identidade do
quimiossensor no meio, seja aquoso ou organico, na presenca do analito ¢ fundamental para
compreender a capacidade de conservacdo das constantes cinéticas e termodinamicas nos

sistemas explorados. Isto se traduz no tempo em que as observagdes ou experimentagdes
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poderao ser observadas e coletadas.

A fim de se verificar a estabilidade das iminas em meio aquoso, ensaios foram realizados
seguindo a metodologia descrita no item 3.10. As iminas alifaticas sdo mais instaveis
(WIETHAUS, 2010) e sofrem hidrolise com facilidade (ROCHA, 2008). A presenca de
substituintes aromadticos nas extremidades da base de Schiff aumenta a estabilidade destes
compostos (ANSLYN, 2006) e em muitos casos ha necessidade de catalise 4cida ou basica para
ocorrer a hidrolise (CAREY, 2004, MARCH, 2007). Layer relatou a maior estabilidade para as
iminas substituidas com grupos retiradores de elétrons quando comparadas a grupos doadores
de elétrons (LAYER, 1963). O efeito do pH sobre a velocidade de hidrélise da N-
isobutilidenometilamina em meio aquoso foi estudado por Hine et al. (HINE et al., 1970). Os
estudos mostraram que o valor de kobs € proximo de zero em pH = 5,5, mas ¢ drasticamente
modificado em pH mais 4cido, necessitando recorrer a técnica de stopped-flow para determinar
as constantes cinéticas (HINE et al., 1970).

Um experimento foi planejado seguindo a metodologia apresentada no item 3.14, para
a obtencao de dados para compreender a estabilidade dos compostos 1a-3a na presenga de BTA
em meio aquoso. Ainda se buscou compreender a influéncia dos substituintes cloro e bromo
presentes nos compostos 1a e 2a.

A Figura 37 mostra graficos das absorbancias correspondentes aos maximos nos

comprimentos de onda para cada um dos compostos como uma func¢ao do tempo.

Figura 37. Testes de estabilidade dos compostos 1a-3a (4,0 x10° mol L") em 4gua a 25 °C em
pH 7,0, ¢ (BTA) = 2,0x10 mol L™! e variagdo da absorbancia em 490 nm.
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Os ensaios mostraram que para os compostos 2b e 3b a absorbancia sofreu pouca

alteracdo em funcdo do tempo, o que reflete na manutencdo da coloracdo nos sistemas (Figura
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S2), o que ndo ocorreu para o composto 1b, refletindo assim a estabilidade superior das iminas
substituidas com cloro e bromo. A presenca dos halogénios na estrutura do composto aumenta
a estabilidade do par de elétrons sobre o oxigénio fendlico, e desta forma, contribui para a maior

estabilidade da imina.

5.1.7 Estudos com vapocromismo

Uma aplicagdo bastante interessante surge quando os quimiossensores respondem
opticamente ao serem expostos a vapores de compostos organicos (COVs) (EXSTROM et al.,
1995; SUI et al., 2018).

Estes dispositivos dpticos em contato com os COVs alteram sua caracteristica indicando
a presenga do analito organico. Esta estratégia tem sido estudada e direcionada a vapores
toxicos ou prejudiciais a saude humana (AGUADO, 2006; SUI et al., 2018; WENGER, 2013).

A aplicacdo de testes simplificados baseados nestas estratégias pode contribuir para
verificacao e controle da qualidade de abatedouros, peixarias ou locais que armazenam carnes
e pescados. Isso deve-se ao fato de que a degradacao da matéria organica (CARDOZO et al.,
2013; CUNHA, 2012) libera aminas bioldgicas que apresentam baixas massas moleculares
(CARDOZO et al., 2013; SARKADI, 2009).

Buscando avaliar a potencialidade destes compostos diante dos vapores de BTA, um
ensaio foi elaborado utilizando tiras de papel-filtro Whatman® contendo o composto 1a. As
tiras foram deixadas em contato com os vapores de BTA em atmosfera de argénio em sistema
fechado.

Na Figura 38 sdo mostradas as imagens dos papéis expostos a diferentes concentragdes
de BTA. As tiras contendo o composto 1a tiveram sua coloracdo modificada apds a adi¢ao da

BTA na parede do frasco.
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Figura 38. Testes com tiras de papel contendo 1a na presenca de solugdes gasosas em diferentes
concentragdes de BTA. As tiras foram purgadas com argdnio e a seguir foram expostas a BTA

em diferentes concentragdes.

11 1)

sem  45x10*  9,1x10* 13x10° 1,8x10° 22x10°mol L'
BTA

Ferramentas simplificadas podem ser usadas como testes qualitativos rapidos em
lugares que armazenam compostos aminados.
A mudanga de coloracao do papel permite estimar concentragdes dos vapores de BTA

na atmosfera de argdnio acima de 4,5 x 10* mol L.,
5.1.8 Conclusoes

Os compostos 1a-3a foram sintetizados e aplicados na deteccao de aminas alifaticas em
meio aquoso por uma estratégia acido-base. Os compostos apresentam solugdes levemente
amareladas, que se tornam alaranjadas devido a desprotonacdo gerada pela interagdo com a
amina em meio aquoso. Este processo leva a formagao das espécies 1b-3b como corantes e os
valores de emax encontram-se entre 1,416 x 10* ¢ 2,088 x 10* L mol! cm™.

Os compostos ndo apresentaram a capacidade de formar agregados moleculares na
presenca das aminas, na faixa de concentracao estudada. Entretanto, o composto 3a apresenta
menor solubilidade em dgua quando comparado aos demais compostos.

A seletividade para as aminas alifaticas esta relacionada a basicidade destas espécies no
meio aquoso, sendo capazes de abstrair o proton do oxigénio fenodlico dos quimiossensores. A
determina¢@o dos valores de pK, dos compostos 1a-4a em agua aponta neste sentido.

Os valores de pK. para os compostos 2a e 3a sdo proximos de 5,91 e 6,06,
respectivamente. Ja o composto 1a apresentou pK, = 9,11 enquanto o composto 4a mostra o
maior valor de pKa (12,35), superior ao das aminas em meio aquoso, 0 que o torna incapaz de

atuar como quimiossensor nessas condigoes.
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Os experimentos mostraram que os sistemas apresentaram valores de LD na faixa entre
9,20 x 1077 a 3,48 x 107 mol L' enquanto os valores de LQ ficaram entre 3,07 x 10%a 1,15 x
10° mol L.

Para todos os sistemas, a estequiometria quimiossensor:amina do tipo 1:2 foi verificada

e os resultados foram refor¢ados com os graficos de Job.

5.2 QUIMIOSSENSORES CROMOGENICOS PARA AMINAS BASEADOS EM IMINAS
FENOLICAS EM MEIO AQUOSO CONTENDO SURFACTANTE

Como visto anteriormente, a presen¢a do surfactante ao meio permite gerar condigdes
de modo a aumentar a solubilidade do composto. Inicialmente, um estudo foi realizado a fim
de verificar qual seria o melhor surfactante a ser empregado. Assim, foram preparadas solucdes
dos compostos 1a-4a contendo BTA na presenga de 3 surfactantes diferentes. As solugdes
contendo os surfactantes foram preparadas de modo que cada um deles estivesse em sua CMC
em agua: (i) CTAB com CMC = 1,0x10° mol L' (BHATTARAI, 2014; MEGUELLATI,
2010); (ii) SDS com CMC = 8x10 mol L' (FUGUET et al., 2005); e (iii) Triton X100 com
CMC =2,0x10" mol L' (OLIVEIRA, 1999). O experimento mostrou que apenas o surfactante
CTAB desenvolveu coloragdo na solugdo do composto 4a na presenga de BTA.

Também foi observado que os compostos 2a e 3a, mesmo na auséncia da BTA, ja
desenvolviam coloracao nas suas solucdes, inviabilizando a aplicacdo destes compostos para
atuarem como quimiossensor cromogénico. Os espectros de UV-vis e as imagens digitais para

os compostos 2a e 3a sdo mostrados nas Figura S8 -S9.

5.2.1 Determinacio da concentracio ideal do CTAB

Para determinar a concentragdo de CTAB adequada, uma titula¢do foi realizada. Para
isso, uma solu¢io do composto 4b (4,0 x 10 mol L) foi preparada em meio aquoso na
presenca de BTA (¢ (BTA)=2,0 x 10 mol L'"). Em seguida, aliquotas de uma solugio estoque
de CTAB (2,0 x 10 mol L") foram adicionadas.

A Figura 39A apresenta os espectros de UV-vis para a curva de titulagao realizada com
o composto 4b. A adi¢do crescente de aliquotas da solugdo estoque do CTAB desenvolveram
uma banda com absorbancia maxima em 668 nm. Houve o decréscimo da banda com
absorbancia maxima em 435 nm. A Figura 39B relaciona o valor das absorbancias maximas

coletadas em Amax = 668 nm as quais foram graficadas como uma funcao da concentragao de
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CTAB.

Figura 39. (A) Espectros de UV-vis para o composto 4b. (B) Curva de titulagdo, com as
absorbancias coletadas em 668 nm, utilizadas para determinar a concentragdo de CTAB ideal a
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Inicialmente, a solu¢do do composto 4a em agua na presenga de BTA apresenta uma
banda de absor¢ao maxima em 435 nm (Figura 39A) que corresponde ao composto protonado.

Com a adi¢fio da solugdio estoque do CTAB (¢ (CTAB) = 1,0 x 102 mol L") pode ser
observada uma regido na qual ha um incremento no valor da absorbancia com Amax em 668 nm,
que corresponde a espécie desprotonada 4b, a presenca do CTAB no meio desenvolve
condicdes para que a BTA consiga abstrair o hidrogénio fenolico do composto 4a.

Os valores de absorbancia maximos em 668 nm foram graficados em fungdo da
concentragdo de CTAB e encontram-se apresentados na Figura 39B. Sio observadas 3 regides
distintas, a primeira na qual hd um incremento linear da absorbancia em func¢ao da concentragdo
do CTAB que se estende até 3,4 x 10* mol L™\ Em seguida, uma segunda regidio ¢ caracterizada
pela descontinuidade deste processo e que pode estar relacionada ao processo de micelizagao,
que finaliza quando a CMC ¢ atingida em 9,0 x 10®* mol L' (BHATTARAIL 2014;
MEGUELLATI, 2010). Por fim, uma terceira regido se observa em concentragdes superiores a
da CMC e indica a formacdo de um patamar no qual a adicdo do CTAB pouco altera o valor da
absorbancia registrada.

Desta forma, a regido acima da CMC, representa uma faixa segura para a realizacao dos

experimentos em meio aquoso contendo CTAB. Isto porque é assegurado a inalteracdo da
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absorbancia pela concentragdo do surfactante.

5.2.2 Estudo da viabilidade para aplicacdo de surfactantes nos sistemas contendo os

compostos 1a-4a

O emprego de surfactantes em sistemas aquosos apresenta-se como uma ferramenta
valiosa, pois estas moléculas em concentra¢des adequadas podem modificar o meio quimico e
desta forma aprimorar a capacidade de deteccdo dos quimiossensores.

Muitos trabalhos envolvendo dispositivos opticos de detecgdo tém utilizado solugdes
contendo CTAB (MCDONAGH, 2008; SCHRAMM et al., 2017; XU et al., 2010), tendo em
vista o efeito positivo na solubilidade destes compostos e também na reatividade.

Os trabalhos de Maguellati e colaboradores exploraram a reatividade das iminas frente
a diferentes solucdes de surfactante. Foi observado que os sistemas contendo CTAB em
concentragdes proximas 0,8% (m/m) mostraram ndo ocorrer alteragdes significativas na
constante cinética quando comparado a outros surfactantes como SDS. Uma das razdes esta
relacionada a natureza quimica do surfactante que interage mais fortemente com as iminas
(MEGUELLATI, 2010).

Como consequéncia, as micelas podem contribuir para reduzir a reatividade das iminas,
aumentando a estabilidade destas espécies em meio aquoso.

Com o foco neste trabalho, o uso do CTAB poderia contribuir diretamente na
estabilidade do composto 1a reduzindo sua degradabilidade em agua pura conforme mostrado
anteriormente (Figura 37), além disse contribuiria para a baixa solubilidade apresentada pelo
composto 3a em agua.

Outro ponto interessante estd relacionado ao pKa, o qual pode sofrer alteracdo na
presenca do surfactante como ja relatado na literatura (PHARR, 2017; SCHRAMM et al.,
2017b).

5.2.3 Estudo dos compostos 1a-4a para atuarem como quimiossensores acido-base na

deteccio de aminas em meio aquoso contendo CTAB

Os estudos iniciais para explorar os compostos 1a-4a em meio aquoso contendo CTAB
(¢ (CTAB)=1,0 x 10~ mol L") foram obtidos seguindo a metodologia descrita no item 3.6. Na
Figura 40 sao mostradas as imagens digitais para as solugdes dos compostos 1a-4a, na auséncia

e na presenga das aminas alifaticas e aromaticas [c (amina) = 2,0 x 10* mol L].
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Figura 40. Solu¢des dos compostos 1a-4a em meio aquoso contendo CTAB (¢ (CTAB) = 1,0

x 107 mol L") na auséncia e seguido da adi¢io das aminas alifaticas e aromaticas a 25 °C [c

(amina) = 2,0 x 10 mol L™'].
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Pode ser observado na Figura 40 que as solu¢des do composto 1a tornaram-se coloridas

na presenca das aminas alifaticas, passando inicialmente do amarelo para o violeta. Nas
solucdes do composto 4a (Figura 40) o amarelo inicial deu lugar ao azul-claro, j& as solugdes
dos compostos 2a e 3a nao houve mudangas significativas de coloragdo na presenca das aminas
alifaticas, permanecendo levemente avermelhadas. Este fato fez com que estes compostos
fossem desqualificados para serem usados como quimiossensores cromogeénicos.

Foram coletados os espectros iniciais para os compostos 1a (Figura 41) e 4a (Figura
42). Foi observado que em todos os experimentos as aminas aromadticas ndo alteraram o

espectro de UV-vis dos sistemas estudados.
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Figura 41. (A) Espectros de UV-vis para solugdes aquosas do composto 1a contendo as aminas
e (B) absorbancias relativas para: BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA a 25 °C [¢ (CTAB)
=1,0 x 103 mol L e ¢ (amina) = 2,0 x 10* mol L!].
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Com a adi¢do da amina alifatica € possivel observar na Figura41A o surgimento de uma
banda de absorbancia maxima em 515 nm para o composto 1b simultaneamente a diminuicao
da intensidade da banda na regido de 410 nm. Na Figura 41B ¢ mostrada a absorbancia relativa
apresentada nos sistemas contendo as aminas. E possivel notar que as aminas alifaticas
apresentam valores relativos muito superiores quando comparadas as aminas aromaticas.

Outro ponto interessante observado nos sistemas aquosos contendo CTAB ¢ que a
formacgao da espécie quimica 1b ocorre na regido com absorbancia maxima proxima a 515 nm
enquanto em meio aquoso sem a presenca de surfactante estes valores sao proximos de 490 nm
(Figura 34A).

Na Figura 42A os espectros para o composto 4a sdo mostrados na presenga de
diferentes aminas. Observa-se o surgimento de uma banda com absorbancia maxima em 668

nm, indicando a formag¢ao do composto 4b enquanto a banda na regido de 430 nm ¢ suprimida.
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Figura 42. (A) Espectros de UV-vis para solugdo aquosa do composto 4a contendo as aminas
e (B) as respectivas absorbancias relativas para: BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA a 25
°C [c (amina) = 2,0 x 10* mol L''].
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De forma semelhante a observada para o composto 1a, as aminas alifaticas apresentam
valores de absorbancias relativas muito superiores as aminas aromaticas. Estes resultados sio
positivos pois diferenciam estes dois grupos de aminas, alifaticas e aromaticas, ¢ desta forma
evidenciam uma melhor seletividade para o emprego dos compostos la e 4a como
quimiossensores cromogénicos para aminas alifaticas.

Por se tratar de um modelo baseado numa estratégia acido-base, a compreensdo dos
fatores que afetam a acidez dos compostos nos diferentes meios torna-se uma ferramenta
valiosa para compreender o sistema. Os valores de pK, foram novamente medidos seguindo a
metodologia descrita no item 3.12, porém na presenga de CTAB (1,0 x 107 mol L'). Os

resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de pK. determinados em dgua na auséncia e na presenga de CTAB (1,0 x 10

3mol L) a 25 °C.

Composto pKa em agua pK: em CTAB ApKa
la 9,11 £0,01 8,57+ 0,01 0,54
2a 5,91 £ 0,01 4,40 + 0,01 1,51
3a 6,06 + 0,02 4,38 + 0,01 1,68
4a 12,35 + 0,02 10,08 + 0,04 2,27

Enquanto em 4gua os compostos 1a ¢ 4a apresentam valores de pKa 9,11 e 12,35,
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respectivamente, em meio aquoso contendo CTAB os valores foram reduzidos. O pK, do
composto la passou para 8,57, apresentando uma redugdo em 0,54 no valor do pKa entre os
diferentes meios. Uma diminuicdo cerca de 4 vezes maior ocorreu para o composto 4a,
passando inicialmente de 12,35 para 10,08 na presenca do CTAB o que equivale a uma
diminui¢do de 2,27 no valor do pKa registrado entre o meio aquoso e o contendo CTAB.

Um ponto interessante a ser observado ¢ que na presenca do CTAB, o pK. do composto
4a se tornou menor que o pK. das aminas alifaticas. Esta diminui¢do no valor do pK, do
composto 4a favoreceu a capacidade de interacdo do composto com as aminas alifaticas e desta
forma forneceu condigdes para que o composto pudesse ser utilizado como quimiossensor
cromogénico.

Ainda ¢ possivel observar na Tabela 5 que os compostos 2a ¢ 3a apresentam valores de
pK. inferiores aos dos compostos 1a e 4a. Estes valores representam uma redugao da basicidade
da espécie conjugada que pode atingir a ordem de até¢ 100.000 vezes aproximadamente,
evidenciando que a presen¢a da micela fornece condigdes para que os compostos 2a e 3a sejam
desprotonados automaticamente no meio sem a necessidade da presenca da amina.

Estes compostos exibem pericromismo (DE MELO et al., 2018), e desta forma sdo
capazes de detectar alteragdes muito pequenas na polaridade de seu microambiente, que se
refletem na alteracdo da cor visualmente perceptivel, o que os torna potencialmente atraentes
para serem utilizados na investigacao da polaridade de solventes puros (DE MELO et al., 2018;
PIRES et al., 2019).

Um exemplo ¢ proporcionado pelo composto 1b, que em agua apresenta banda de
absor¢do maxima em 490 nm [Er (corante) = 58,34 kcal mol™!]. Em meio contendo CTAB,
ocorre um deslocamento batocromico para 515 nm [Et (corante) = 55,51 kcal mol'] que
corresponde a uma variagio na AEr (corante) = 2,82 kcal mol™!. Este deslocamento batocrémico
de +25 nm permite propor que o composto encontra uma forte interagdo com a micela ou até
mesmo esteja incorporado em partes no interior da micela, pois este microambiente ¢ muito
proximo ao observado pelo composto em etanol, cujo comprimento de onda maximo ¢ de 524,6
nm (DE MELO et al., 2018, 2020).

Esta mesma analise por ser realizada para o composto 4b. Em agua, o composto
apresenta absor¢io maxima em 615 nm [Er(corante) = 46,48 kcal mol '], entretanto na presenca
do CTAB 0 Amax ocorre em 668 nm [Er(corante) = 42,79 kcal mol!], apresentando um
AEr(corante) = 3,68 kcal mol ™!, o que acentua um deslocamento batocromico ainda maior, de
53 nm (Tabela 7).

A presenca do surfactante permite o desenvolvimento de uma microrregido diferente da
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agua pura. A interacdo das moléculas dos compostos la-4a com a agua ¢ modificada na
presenca de micelas de CTAB. Isso pode ser observado pela mudangca na estrutura do
cromoforo, o que pode ser monitorado espectrofotometricamente (GARCIA, 1986).

Melo e colaboradores analisaram o solvatocromismo em estruturas de compostos
semelhantes ao composto 4b, quando as tert-butilas nas posi¢des 2,6 do composto 4b foram
substituidas por fenilas (pKa. = 11,43 £+ 0,03). Foi observado uma mudanga significativa entre
dois ambientes quimicos, da dgua para o ciclohexano, o que sugere que a presenca das tert-
butilas no composto 4b favorece uma maior interagdo do composto com o interior da micela.

Na Tabela 6 sao mostrados os comprimentos de absor¢do maximos apresentados pelos

compostos em agua e em agua contendo CTAB.

Tabela 6. Valores de absor¢ao maxima nos comprimentos de onda para os compostos em dgua

e em agua contendo CTAB (1,0 x 102 mol L).

Composto | Amax (nm) em agua | Amax (nm) em CTAB | Variac¢do (nm)
1a 490 515 +25
2a 480 508 + 18
3a 480 508 + 18
4a 615 668 + 53

A maior acidez apresentada pelos compostos 2b e 3b reflete na interagdo com a micela.
A presenca das micelas de CTAB proporciona um ambiente mais hidrofobico, o que favorece
a dissociagio acida e consequentemente ocorre a diminui¢do do pKa (SARPAL; BEILETETE;
DUROCHER, 1993). O ambiente hidrofobico aproxima a carga negativa das bases conjugadas
dos compostos 1a-4a da parte positivamente carregada das micelas.

O pKa do vermelho de metila ¢ correspondente a 4,95 em agua, entretanto na presenca
de micelas cationicas o pKa aparente ¢ reduzido para 3,67 (MONTAL; GITLER, 1973). O
mesmo ocorre com os valores de pK, encontrados na literatura para aminas e fendis, na presenca
de tensoativos catidnicos (MINCH; GIACCIO; WOLFF, 1975; MONTAL; GITLER, 1973).

As mudangas nos valores de pKa. para os compostos 1a-4a na presenca do CTAB sao
explicadas pela influéncia do potencial de superficie da micela (MONTAL; GITLER, 1973).
Outro aspecto a ser apontado esta relacionado a redugdo da diferenca de energia livre entre os
forma 4acida do composto e sua base conjugada na micela (GARCIA; SANZ-MEDEL, 1986).

Desta forma, a associagdo entre o quimiossensor € a micela catidnica leva a uma diminui¢ao da
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energia da base conjugada em comparacdo com a energia livre do composto em sua forma
fendlica, visto que a forma anidnica ¢ mais polarizavel e interage mais fortemente com os
grupos carregados positivamente das moléculas do surfactante (GARCIA; SANZ-MEDEL,
1986).

Numa andlise minuciosa, os espectros de UV-vis mostram bandas regulares e
uniformes, ndo alargadas, com pontos isosbésticos bem definidos, o que permite supor que o
composto esteja totalmente incorporado a micela.

Muitos quimiossensores apresentam grande potencial para detectarem diferentes
espécies quimicas, sejam estas organicas ou nao, porém sao aplicados favoravelmente em meio
organico dada a melhor solubilidade dos compostos € a menor possibilidade de autoagregarem
no meio. A fim de verificar a possibilidade dos compostos autoagregarem em meio aquoso
contendo CTAB, ensaios foram preparados adotando a metodologia descrita no item 3.9.

Os resultados mostraram que em toda a faixa de concentragdes utilizadas para realizagdo
desta tese os compostos 1la e 4a ndo formaram agregados moleculares. O valor de emax
determinado para o composto 1a ¢ igual a (1,833 £ 0,001) x 10* L mol! cm™ enquanto para o
composto 4a emax = (1,785 £ 0,001) x 10* L mol! em™.

Os resultados sdo muito proximos aos determinados em meio aquoso sem o uso de

CTAB (Tabela 2) e os ensaios estdo apresentados no material suplementar (Figuras S24 - S40).

5.2.4 Titulacio e determinacio das constantes de equilibrio entre as aminas alifaticas e os

compostos 1a e 4a em meio aquoso contendo CTAB

Foram realizados ensaios a fim de mensurar o grau de interacdo das aminas alifaticas
com os compostos 1a e 4a e determinar as constantes de equilibrio para os sistemas explorados,
por meio das metodologias descritas nos itens 3.10 ¢ 3.11.

Na Figura 43A ¢ apresentada a titulagio com BTA para o composto 1a (4,010~ mol
L") em solugio contendo CTAB (1,0 x 10 mol L™"). Com a adi¢iio da BTA ocorre o surgimento
de uma banda, com absor¢ao maxima em 515 nm, ao passo que ha a diminui¢ao da intensidade
da banda com Amax em 410 nm, com dois pontos isosbésticos em 350 e 454 nm sugerindo o

equilibrio entre as espécies no meio.
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Figura 43. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (5,0 x 10~ mol L") com
BTA em meio aquoso contendo CTAB (1,0 x 102 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagio
correspondente, com as absorbancias coletadas em 515 nm. (—) Ajuste matematico dos dados

experimentais para a determinagdo da constante de associacdo obtido com o uso da Equacio
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Em seguida, os dados experimentais foram tratados com o uso da Equacio 5,
fornecendo o valor de K12 = (1,162+0,050) x 108 L?> mol (S.D. =4,63 x 102 e R*=0,997). Foi
realizado tratamento estatistico, seguindo modelo proposto por Jurczak e colaboradores
(ULATOWSKI et al., 2016) com o intuito de validar os modelo matematico empregado. Os
resultados foram inseridos na Figura 43B e mostraram valores residuais muito pequenos,
inferiores a 0,04, o que favoreceu o modelo matematico empregado.

Os dados indicam a existéncia de um equilibrio do tipo 1:2 entre o quimiossensor € a
amina. De forma semelhante ao verificado anteriormente, as titulagdes foram realizadas
utilizando o composto 4a. Na Figura 44A sdo exibidos os espectros de UV-vis para a titulagdo
do composto 4a com a BTA. Na titulagdao houve a existéncia de dois pontos isosbéstico em 350

nm e outro em 506 nm,
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Figura 44. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 4a (4,0 x 10~ mol L") com
BTA em meio aquoso contendo CTAB (1,0 x 102 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagio
correspondente, com as absorbancias coletadas em 668 nm. (—) Ajuste matematico dos dados

experimentais para a determinagdo da constante de equilibrio obtida com o uso da Equacio 6.
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Na Figura 44B, os dados experimentais foram tratados com o uso da Equacao 6,
gerando os valores de K12 (8,958 + 0,219) x 107 L? mol™ e K13 (2,012 £ 0,043) x 10° L mol™
(S.D.=6,62 x 10%) e R>= 0,997. O grafico de Job inserido na Figura 44B exibe o valor para
absorbancia maxima em 0,71, que corresponde exatamente ao valor intermediario entre 0,67
(que caracteriza a estequiometria 1:2) e 0,75, que ¢ atribuida a estequiometria 1:3.

A diferenga entre os modelos estequiométricos pode estar relacionada ao maior pK, do
composto 4a (pK. = 10,08) quando comparado ao la (pK. = 8,5). A presenca de pontos
isosbésticos e espectros bem definidos reforca a ideia de que a interacdo da amina com os
compostos 1a e 4a ocorre via abstracdo total do proton do oxigénio fenolico do composto.

O tratamento matematico dos dados experimentais foi aplicado as demais titulagdes
envolvendo as aminas DEA e TEA. Os dados obtidos foram usados na elabora¢ao da Tabela
7, na qual sdos apresentados os valores Ki.» para o composto 1a e Ki2 e Ki:3 para o composto

4a.
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Tabela 7. Valores das constantes de equilibrio Ki.» (L? mol?) para o composto 1a e K (L?

mol?) e K13 (L* mol?) para o composto 4a.

Composto BTA DEA TEA

1a Kia | (1,713 £0,094) x 108 | (1,178 = 0,106) x 108 | (1,173 + 0,049) x 108

Ko | (8,958 £0,214) x 107 | (1,240 £0,279) x 108 (1,844 +0,325) x 108
4a

Kis | (2,012+0,043) x 105 | (7,160 = 0,182) x 104 | (7,780 = 10,99) x 10

Os dados contidos na Tabela 7 evidenciam uma estequiometria do tipo 1:2 entre o
quimiossensor € a amina para o composto 1a. Também foi observada a proximidade entre os
valores encontrados nas constantes de equilibrio K> em agua e na presenga de CTAB.

Para o composto 4a os dados apontam para uma nova possibilidade de estequiometria
ocorrendo entre uma molécula do quimiossensor e trés moléculas da amina. A inexisténcia de
dados na literatura para o composto 4a em agua sem a presenca do CTAB valida o papel da
micela no processo de detec¢do. Apesar das constantes de equilibrio, K3, apresentarem valores
até 2 mil vezes menores que K2, a lipofilicidade e o pKa podem servir como ferramentas
importantes para compreender o mecanismo de detec¢ao.

A estabilidade das espécies 1b ¢ 4b foi testada em meio micelar aquoso e pode ser vista
na Figura 45. Pode-se verificar a instabilidade do composto 4b em meio aquoso micelar em
relagcdo ao composto 1b. Esta evidéncia € perceptivel analisando a diminui¢do dos valores de
absorbancia em func¢ao do tempo e comparando com o composto 1b. A comparagao entre o
composto 1b nos diferentes meios, aquoso € micelar, permite observar maior estabilidade na
presenca de CTAB.

Esse fato pode ser devido a hidrolise da ligagao iminica, favorecida em meio aquoso, e
que ¢ reduzida na presenga de micelas de CTAB, que protegem o composto 1b das moléculas

de agua.
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Figura 45. Teste de estabilidade para os compostos 1b (5,0 x 10" mol L") e 4b (4,8 x 107 mol
L) em solugdio aquosa de CTAB (1,0 x 10~ mol L") a 25 °C. Os valores de absorbancia foram

coletados nos valores de Amax de 525 nm e 664 nm, para 1b e 4b respectivamente, pH = 7,0.
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O ambiente micelar torna os sistemas mais estaveis, ¢ desta forma, torna-se um
instrumento valioso que pode ser empregado. A instabilidade apresentada pelo composto 4a
acarreta numa maior inseguranca quanto aos dados coletados, o que o deixa menos promissor
para ser empregado na elaboracgao de kits ou instrumentos simplificados de detec¢do, conforme

abordado nos topicos seguintes.

5.2.5 Determinacio de LD e LQ em meio aquoso contendo CTAB

Seguindo a metodologia descrita anteriormente no item 3.13, os segmentos lineares das
curvas de titulagdo foram empregados para calcular os valores de LD e LQ. Entretanto, CTAB
(1,0 x 10 mol L) foi adicionado ao meio. Os dados experimentais sio apresentados na Tabela

8.



Tabela 8. LD e LQ para os compostos 1a e 4a.

102

la 4a
Amina
LD (mol L) LQO (mol L) LD (mol L) LQO (mol L)
BTA 6,83 x 10”7 2,27 x 10¢ 7,00 x 107 2,33 x 106
DEA 9.32 x 107 3,10 x 10 7.43 x 107 2,47 x 10
TEA 5,44 x 107 1,81 x 106 5,93 x 107 1,97 x 106

A Tabela 8 mostra que para ambos os compostos os valores de LD e LQ foram

relativamente baixos e proximos aos obtidos em meio aquoso. Também nido houve uma

discrepancia elevada quando comparados os compostos 1a e 4a. Ocorreu um pequeno aumento

nos valores do LD e LQ do composto 4a em relacdo ao composto 1a.

Uma compilagdo contendo os valores do LD para aminas alifaticas em meio aquoso

usando diferentes técnicas ¢ mostrada na Tabela 9. Os dados mostram que as determinagdes

obtidas utilizando as técnicas CG e HPLC oferecem os menores limites de detec¢do, mas os

valores aqui relatados, utilizando os compostos 1a—4a, sdo em geral menores do que os obtidos

utilizando outras técnicas. Assim, os resultados obtidos aqui ilustram o interessante potencial

para a aplicacao desses compostos considerando a simplicidade, versatilidade e baixo custo da

técnica utilizada.
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Tabela 9. Comparacao entre os limites de deteccdo para a deteccdo de aminas alifaticas na

agua, obtidas da literatura e para os compostos 1a—4a.

Técnica LD (mol L) Referéncia
HPLC 1,6 x 1013 (CAO et al., 2005)
CG-NPD ? 7,7 x 10711 (ABALOS et al., 1999)
CcG 9,0 x 10711 (KAMAREI et al., 2010)
HPLC 6,8 x 107 (LLORET et al., 2004)
GC-MS 4.1 x 1078 (AKYUZ; ATA, 2006)
Fluorescéncia 4,3x%x10%a93x 108 (YU; ZHANG, 2020)
Fluorescéncia 6,6 x 1078 (MALLICK et al., 2019)
Espectrofotometria UV-vis 1,0 x 107a 1,0 x 10°° (STILLWELL et al., 1987)
Eletroforese 1,4x10%a3,3 x 1073 (SACHET et al., 1997)
Espectrofotometria UV-vis 5,0 x10%al,0x 1073 (STARK et al, 2008)
Fluorescéncia 1,0 x 1073 (MOHR ef al., 2001)
1a e 3a (sem CTAB) 9,71 x 1007-2,36 x 1076 Neste trabalho
1a e 4a (com CTAB) 5.08 x 10-7—7.00 x 1077 Neste trabalho

®aminas em liquidos idnicos.

#GC com um detector de fosforo de nitrogénio;
A comparacao entre 0 meio aquoso na auséncia e na presenca de CTAB permite verificar
que os valores de LD e LQ sdo préximos em ambos os sistemas para o composto 1a. Nos
sistemas micelares, para este conjunto de dados, a presenca do CTAB permite o
desenvolvimento de coloragcdo mais perceptivel a olho nu.
As propriedades caracteristicas dos sistemas, como as constantes de equilibrio, sdo
preservadas enquanto aspectos relacionados a estabilidade do composto sdo levemente

melhorados.

5.2.6 Aplicacdes para o composto 1a em suportes solidos

A fim de se avaliar o potencial dos compostos frente a aplicagdo pratica voltada a
capacidade de detectar aminas alifiticas em meio aquoso, foram preparadas tiras de papel filtro
Whatman®, que por imersdo em uma solucdo de acetona contendo o composto 1a (1,0 x 103

mol L) e aguardado o tempo necessario para a evaporacio do solvente organico, foram
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mergulhadas em diferentes solugdes aquosas contendo BTA em diferentes concentragdes.
A Figura 46 mostra a influéncia da BTA sobre os kits de testes apds sua imersao de

tiras de papel Whatman® contendo o composto 1a, em diferentes solu¢des aquosas.

Figura 46. Imagem digital dos testes com papel Whatman® para 1a na presenga de solucdes

aquosas contendo CTAB (1,0 x 10~ mol L") em diferentes concentracdes de BTA.

5

Sem 1,L0x10° 1,0x10° 1,0x10* 1,0x10° 1,0x107? 0,1 mol L™!
BTA

Na Figura 46 as tiras mergulhadas nas solucdes contendo a BTA tiveram sua coloragao
alterada. Os resultados sugerem a possibilidade da aplicagdo destes testes como ferramentas
simplificadas e rapidas.

A mudanga de coloragdo do papel permite visualmente detectar a presenca do analito
em concentragdes superiores a 1,0 x 10 mol L™!.

Cabe salientar que durante os experimentos ndo foram observadas mudangas na
coloragdo das solugdes contendo as aminas, descartando a possibilidade do composto estar
sendo lixiviado pela solucao contendo a amina. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Uma vantagem para o emprego do CTAB vem ao encontro da coloragdo, desenvolvida
pelo composto 1a na presenca da BTA, a qual torna-se mais intensa. Na auséncia do CTAB a
percepcao visual para estes sistemas torna-se prejudicada pela pouca alteragdo de coloragao
observada. H4 de salientar também que a melhor estabilidade apresentada pelo fenolato na

presenca do CTAB permite tempo maior para realizar e armazenar os testes.
5.2.7 Conclusoes
Os sistemas contendo CTAB permitiram a utilizacdo do composto 4a para atuar como

quimiossensor cromogénico para aminas alifaticas, o que ndo foi possivel em agua. Por outro

lado, a reducdo dos valores de pK, de 5,91 para 4,40 para o composto 2a, e de 6,06 para 4,38
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para o composto 3a, tornou os compostos desprotonados em meio aquoso com o surfactante o
que impossibilitou a aplicagao destes compostos para atuarem como quimiossensores para
aminas alifaticas em meio aquoso contendo CTAB.

Os valores das constantes de equilibrio Ki2 sd@o proximos aos encontrados para os
sistemas aquosos sem o uso de CTAB e os limites de detec¢do e quantificagdo apresentam
proximidade em ambos os sistemas, aquoso e aquoso contendo surfactante. O sistema micelar
proporciona maior estabilidade ao composto 1b quando comparado com o meio aquoso sem o
uso de surfactante.

Os valores de LD e LQ permaneceram dentro dos valores médios encontrados para
outros compostos e aminas. O composto 4a apresentou maior valor de pK, (12,35 em agua e
10,08 no sistema contendo CTAB) entre os compostos estudados. Os ensaios de estabilidade
favoreceram o composto 1b quando comparado ao 4b.

O composto 1a foi utilizado na preparagdo de kits rapidos e pode ser aplicado com

sucesso na deteccdo de aminas alifaticas em meio aquoso contendo CTAB.

5.3 APLICACAO DO QUIMIOSSENSOR CROMOGENICO 1a PARA A DETECCAO DE
LIDOCAINA

A possibilidade de aplicar o composto 1a como quimiossensor cromogénico para
aminas, em meio aquoso contendo CTAB, permitiu explorar outras moléculas que
apresentassem caracteristicas semelhantes a das aminas alifaticas.

Assim, testes iniciais foram realizados visando a detec¢dao da lidocaina (ver estrutura
molecular na Figura 16). Os resultados mostraram que este farmaco apresenta capacidade para
desprotonar o composto 1a em agua desenvolvendo coloracao ao sistema.

As imagens digitais foram realizadas e apresentadas na Figura 47.
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Figura 47. Solu¢des do composto 1a (A) em 4dgua e 1a (B) em meio aquoso contendo CTAB,
na auséncia (a) e seguido da adicdo de TEA e lidocaina a 25 °C [c (amina) = 2,0 x 10* mol L!

e c (lidocaina) = 3,0 x 10~ mol L'].

(A) 1a - dgua (B) 1a - CTAB
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O ensaio exibido na Figura 47 mostra que a presenca da lidocaina, nas solugdes do
composto 1a (4,0 x 10 mol L"), torna os sistemas alaranjados em meio aquoso (Figura 47A)
e violeta quando o meio contém o surfactante CTAB (Figura 47B).
A lidocaina apresenta carater alcalino, com pK, para a sua forma protonada igual a 7,9
(PARISSI-POULOU; PANDERI, 1999), sendo suficientemente alto para gerar a espécie 1b, a
qual ¢ a espécie responsavel por tornar os sistemas coloridos.

Os espectros de UV-vis foram coletados € mostrados na Figura 48.
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Figura 48. (A) Espectros de UV-vis para solucao aquosa do composto 1a em agua e (B) em
agua contendo CTAB na auséncia (a) e na presenca de TEA (b) e de lidocaina (¢) a 25 °C [c
(CTAB) = 1,0 x 10 mol L''; ¢ (amina) = 2,0 x 10* mol L!; ¢ (lidocaina) = 3,0 x 10~ mol L
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Os espectros apresentados na Figura 50 mostram semelhangas entre os valores
maximos de absorbancia, tanto na presenca da lidocaina quanto da TEA. Em meio aquoso, a
absorbancia maxima foi observada em 490 nm enquanto em meio aquoso contendo CTAB

houve um deslocamento batocrdmico, para Amax = 515 nm.

5.3.1 Titula¢do do composto 1a com lidocaina

Os ensaios de titulacao foram realizados e a constante de equilibrio foi determinada com
o tratamento matematico dos dados experimentais alicer¢ados na Equacio 4. A Figura 49
exibe os dados coletados em meio aquoso. Os espectros de UV-vis mostrados na Figura 49A
foram usados na confeccao da Figura 49B, com as absorbancias méximas sendo anotadas em
490 nm apos adi¢oes crescentes da solugao de lidocaina padrao farmacéutico.

Os dados mostraram a existéncia de uma Uinica constante de equilibrio (Ki:1) do tipo 1:1,

que corresponde ao equilibrio equimolar entre a lidocaina e o quimiossensor.
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Figura 49. (A) Espectros de UV-vis para o composto 1a com o aumento da concentracio de
lidocaina em agua. (B) Curva de titulagdao correspondente, com as absorbancias coletadas em
490 nm a 25 °C. (—) Ajuste matematico dos dados experimentais para a determinacao da

constante de equilibrio, obtida com o uso da Equacao 4.
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O valor da constante de equilibrio determinada foi igual a (2,209 + 0,045) x 10° L mol
!, conforme mostrado na Figura 49B. Os segmentos lineares das curvas de titulagio foram
usados para estimar os valores de LD e de LQ, os quais em agua geraram os valores de 1,26 X
10° mol L' e 4,21 x 10 mol L'}, respectivamente.

Umas das vantagens para a utilizacdo do CTAB esté relacionada a melhor solubilidade
da lidocaina, que ¢ praticamente insolivel em agua (ULLAH, 2012), mas que em presenca do
surfactante pode aumentar em cerca de 20 vezes a sua solubilidade no meio (ULLAH, 2012).
O ensaio de titulacao foi repetido, porém desta vez foi adicionado CTAB ao meio. Os dados
estdo apresentados na Figura 50. Os espectros de UV-vis registrados na Figura 50A foram
usados na confec¢do da Figura 50B, a qual apresenta a influéncia das adi¢des crescentes da
solucdo de lidocaina padrdo farmacéutico sobre as absorbancias registradas em 525 nm. O
tratamento matematico com o uso da Equacéo 4 gerou o valor de K11 = (2,333 £ 0,004) x 10*
L mol! (Figura 50B). Este valor ¢ cerca de 10 vezes maior ao determinado no meio puramente
aquoso. O segmento linear foi usado na determinac¢do dos valores de LD e LQ, os quais
corresponderama 5,37 x 10°®mol L' e 1,78 x 10~ mol L', respectivamente. Uma das vantagens
observadas com o uso do surfactante nos ensaios de titulacao, foi a reducao dos valores de LD

e LQ, o que leva a deteccao do analito em concentracdes menores.
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Figura 50. (A) Espectros de UV-vis para o composto 1a como aumento da concentragdo de
lidocaina em agua contendo CTAB (1,0 x 10 mol L!). (B) Curva de titulagdo correspondente,
com as absorbancias coletadas em 490 nm a 25 °C. (—) Ajuste matematico dos dados

experimentais para a determinagdo da constante de equilibrio, obtida com uso da Equacio 4.
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O grafico de Job foi realizado para o sistema contendo surfactante e apresentado na
Figura 50C a absorbancia maxima ¢ atingida quanto a fracdo em quantidade de matéria ¢é
equivalente a 0,50 indicando a estequiometria do tipo 1:1 entre a lidocaina e o composto 1a.

A andlise dos insertos apresentou valores inferiores a 0,05 (Figura 50D) os quais consolidam

os dados experimentais obtidos.

5.3.2 Comparacao entre padriao farmacéutico da lidocaina e amostras comerciais

Os valores do LD e do LQ encontrados para a lidocaina em meio aquoso ¢ micelar sao

proximos aos determinados em outras técnicas. Como um exemplo, Tan e colaboradores
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aplicaram a técnica de eletroforese em diferentes amostras contendo lidocaina. O valor do LD
determinado neste estudo foi equivalente a 5,0 x 10 mol L™ (TAN et al., 2012). A analogia
com outras técnicas analiticas permite sustentar a viabilidade para a metodologia desenvolvida
neste trabalho.

A fim de validar a capacidade destes sistemas para serem usados frente a amostras
comerciais, uma comparagao foi feita entre amostras comerciais de cloridrato de lidocaina e o
padrao farmacéutico da lidocaina. Foi realizada uma curva de titulagao utilizando o composto
1a com padrao farmacéutico da lidocaina em agua. Em seguida, amostras contendo diferentes
concentragdes de lidocaina comercial foram comparadas ao padrao farmacéutico.

Na Figura 51A ¢ mostrado os espectros de UV-vis para o composto 1a em diferentes
concentragdes de uma amostra comercial de lidocaina seguindo os mesmos padrdes analiticos
que foram utilizados na obtengdo da curva de titulagdo para o padrao farmacéutico do mesmo

composto.

Figura 51. (A) Espectros de UV-vis para o composto 1a (4,0x10” mol L'') em 4gua a 25,0 °C
em (a) sem lidocaina, (b) 1,52 x 10* e (c) 2,54 x 10* mol L' de uma amostra comercial de
lidocaina. (B) Curva de titulagdao a 490 nm realizada com quantidades crescentes de lidocaina

padrao farmaceéutico. Os circulos vermelhos correspondem as amostras comerciais de lidocaina.
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E possivel observar na Figura 51B que as amostras de lidocaina comercial, destacadas
na Figura 51B como circulos vermelhos, nas concentra¢des de 1,52 x 10 e 2,54 x 10 mol L-

!, apresentaram valores de absorbancia muito proximos aos indicados pelo padrio farmacéutico
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da lidocaina.

A possibilidade de detectar valores menores de lidocaina pode ser alcangada com o uso
de surfactante. Assim, o ensaio foi repetido usando CTAB no meio aquoso. Na Figura 52A os
espectros de UV-vis sdo mostrados para 3 solugdes de uma amostra comercial em diferentes
concentracdes (1,02 x107, 3,04 x 107 e 6,99 x 107 mol L), as quais estdo destacadas por
circulos vermelhos. Esses valores foram inseridos na curva de titulagdo do composto 1a com

o padrao farmacéutico da lidocaina, conforme pode ser visto na Figura 52B.

Figura 52. (A) Espectros de UV-vis para o composto 1a em 4agua com CTAB (1,0 x 10~ mol
L) a 25,0 °C, em (a) sem lidocaina, e com (b) 1,02 X107, (c) 3,04 x 107 e (d) 6,99 x 10-> mol
L' de uma amostra comercial de lidocaina. (B) Curva de titulagdo a 515 nm para a titulagdo de
1a (5,2 x 10° mol L") com quantidades crescentes de lidocaina farmacéutica padrio. Os

circulos vermelhos (@) correspondem as amostras comerciais de lidocaina.
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Conforme observado na Figura 52B, os valores da absorbancia da amostra comercial
da lidocaina coincidem com os valores da absorbancia do padrio farmacéutico em
concentragdes correspondentes, acordando com os LD e LQ estabelecidos anteriormente.

Para assegurar os resultados obtidos neste trabalho, foi realizado um novo ensaio
analitico, porém confrontando as amostras do padrao farmacéutico da lidocaina ao da amostra
comercial. Os ensaios foram realizados por duas técnicas analiticas distintas sendo escolhida a
cromatografia liquida e comparada a espectrofotometria de UV-vis.

A cromatografia liquida tem sido uma técnica frequentemente empregada na detecgdo

de lidocaina (AL NEBAIHI et al., 2017; KADIOGLU et al., 2013; KANG; JUN; MCCALL,
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1999; PARISSI-POULOU; PANDERI, 1999; PENDELA et al, 2011; RUA-GOMEZ;
PUTTMANN, 2012).

O preparo das amostras para as analises cromatograficas foi realizado de acordo com o
item 3.21, sendo inicialmente 3 amostras contendo o padrdo farmacéutico da lidocaina e uma
quarta contendo lidocaina comercial. As amostras para os ensaios espectrofotométricos foram
realizadas de acordo com o item 3.9 em meio aquoso.

Na Figura 53 sao mostrados os resultados obtidos através dos dois ensaios analiticos.
A area dos cromatogramas foi graficada como uma fungdo da concentracdo da lidocaina e
encontra-se mostrada na Figura 53A enquanto a absorbancia foi relacionada a concentracdo da

lidocaina na Figura 53B.

Figura 53. Estudo comparativo entre a lidocaina padrao farmacéutico e a comercial, em (A)
via cromatografia liquida e em (B) por espectrofotometria de UV-vis. Os circulos vermelhos

(®) correspondem as amostras comerciais de lidocaina
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Apesar de representarem técnicas bastante distintas, ¢ possivel observar na Figura 53
que a amostra de lidocaina comercial (®) apresenta boa correlagao linear quando comparada as
amostras do padrdo farmacéutico da lidocaina. Os cromatogramas podem ser observados no
material suplementar nas Figuras S61-64.

A percepcao visual nos sistemas contendo o composto 1a e lidocaina torna-se mais viva
na presenga do CTAB (1,0x10° mol L") que na auséncia dele, o que contribui para a deteccio
visual. Faixas mais amplas envolvendo diferentes concentragdes de lidocaina podem produzir

diferengas perceptiveis de coloracao observaveis a olho nu.
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Na Figura 54, foram preparadas diferentes solu¢des contendo o composto 1a (5,0 x 10°
> mol! L) em meio aquoso contendo CTAB e lidocaina padrio farmacéutico em diferentes
concentragdes. Em seguida, uma amostra contento lidocaina comercial foi comparada as
amostras do padrao farmacéutico; visualmente ¢ possivel aferir a qual faixa de concentragdo a

amostra apresenta.

Figura 54. (A) Espectros de UV-vis para as solu¢des do composto 1a em meio contendo CTAB
na presenca de diferentes concentragdes de lidocaina padrio farmacéutico: (a) 1,7x10° mol L
1 (6)5,0x 10" mol L, (c) 8,0 x 10° mol L, (d) 1,7 x 10*mol L, (e) 2,5 x 10* mol L e (f)
3,0 10 mol L. (B) Imagens digitais correspondentes. O espectro para a solugdo mostrada em

(g) refere-se a uma amostra comercial de lidocaina com concentragio igual a 2,6 x 10 mol L-
1
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Os experimentos mostrados na Figura 54 apresentam a potencialidade para explorar sistemas
semelhantes voltados a deteccdo de lidocaina em solugdes aquosas de maneira simplificada,
conforme mostrado na Figura 54B a cor pode servir como um indicativo da faixa de
concentragdo da lidocaina. Os espectros mostrados na Figura 54A correspondem a faixa de
concentragdo das amostras de lidocaina.

Entretanto, cabe ressaltar, que a técnica requer cautela, pois pequenas oscilagdes no pH
do meio podem comprometer o resultado obtido, indicando concentra¢des errdneas ou até
mesmo falsos positivos. Todavia a simplicidade da metodologia apresentada refor¢a a ideia de

manter estudos semelhantes a este.
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5.3.3 Modelo de interacio entre o composto 1a com lidocaina

Wang e colaboradores exploraram a forma¢ao do complexo formado por ligacdes de
hidrogénio entre a lidocaina e o ibuprofeno. Naquele trabalho, foi observada a possibilidade do
par de elétrons isolado da amina, presente na lidocaina, participar ou abstrair o hidrogénio do
ibuprofeno (WANG et al., 2014)

A estrutura de interagdo entre lidocaina e ibuprofeno foi apresentada por Berton e
colaboradores (BERTON et al, 2017). Wang e colaboradores descreveram interagdes
semelhantes para mostrar a interacdo da lidocaina com a superficie de xerogéis (WU et al.,

2005). O Esquema 8 propde o modelo de interagdo entre a lidocaina e o composto 1a.
Esquema 8. Modelo de interagdao proposto para a lidocaina com o composto 1a.
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5.3.4 Conclusoes

Compostos quimicos com as propriedades apresentadas pelo composto 1a permitem a
aplicagdo em diferentes areas da quimica. Na industria, podem ser aplicados na determinagao
do rendimento de reagdes quimicas em reatores de batelada, no qual a absorbancia apresentada
pelo meio reacional pode estar relacionada a concentracdo da espécie reativa no meio. Em
hospitais, clinicas ou farmacias podem constituir kits rapidos para testagem de medicamentos
ou farmacos.

Os estudos mostraram que o composto la apresenta potencial para ser aplicado como
quimiossensor cromogénico para lidocaina em meio aquoso e aquoso micelar.

As constantes de equilibrio foram determinadas e apresentaram valores iguais a (2,209

£ 0,045) x 10° L mol! em 4gua e (2,333 £ 0,004) x 10* L mol! em meio aquoso contendo



115

CTAB.

Os valores de LD e LQ para o composto 1a em dgua foram proximos de 1,26 x 10 mol
L' e 421 x 10° mol L' respectivamente. Em meio contendo surfactante os valores foram
respectivamente menores (LD = 5,37 x 10°mol L' e LO = 1,78 x 107> mol L™).

Os ensaios foram comparados a cromatografia liquida, o que fortaleceu a metodologia

desenvolvida neste trabalho.
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6 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Os compostos 1a-3a puderam ser aplicados numa estratégia acido-base para detectar
aminas e lidocaina em meio puramente aquoso enquanto os compostos 1a e 4a, em meio aquoso
contendo CTAB. O trabalhou mostrou que o emprego de surfactantes representa uma
ferramenta fundamental a ser observada em sistemas que ocorrem em meio aquoso, dada a
potencialidade de modular a atuagdo destes compostos como quimiossensores.

A aplicagdo dos compostos 1a-3a em meio aquoso abre a perspectiva para que novas
moléculas possam ser sintetizadas com o mesmo intuito.

Os ensaios com o composto la e a lidocaina mostraram potencial para o
desenvolvimento de metodologias simplificadas para controle e quantificacdo de farmacos. O
composto 1a foi aplicado com sucesso em suportes solidos, permitindo detectar visualmente
concentracdes de BTA em meio aquoso e gasoso a partir de 1,0 x 10 ¢ 9,1 x 10 mol L,
respectivamente. A presenga do CTAB causa um deslocamento batocrémico da banda
pericromica dos fenolatos, indicando que os compostos sdo transferidos para o interior das
micelas. Por outro lado, a alteracdo do pKa dos compostos 1a-4a inabilita o uso dos compostos
2a e 3a como quimiossensores cromogeénicos em meio aquoso na presenga de CTAB, entretanto
permite a aplicagdo do composto 4a.

O trabalho desenvolvido contribui para o desenvolvimento e o aprimoramento na area
de deteccao de espécies neutras. Além do mais, comprova a possibilidade do processo ocorrer

em meio puramente aquoso, algo pouco explorado na literatura.
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APENDICE A - IMAGENS DIGITAIS

Figura S1. Solugdes dos compostos 2a € 3a em meio aquoso na auséncia e presenca de BTA,

DEA, TEA, ANI, NMA, NNDA e lidocaina a 25 °C. ¢ (amina) = 2,0 x 10 mol L™!
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Figura S2. Solu¢des do composto 3a em meio aquoso, apos 25 min (A) e 18 h de preparo, na
auséncia e ap6s a adicdo das aminas alifaticas e aromadticas e lidocaina a 25 °C. ¢ (amina) = 2,0

x 10* mol L!
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Figura S3. Solucdes do composto 4a em meio aquoso, na auséncia e apds a adigdo das aminas

alifiticas e aromaticas a 25 °C. ¢ (amina)=2,0 x 10 mol L!
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Figura S4. Solu¢des do composto 1a em meio aquoso na presenca de Triton X100 (¢ = 2,0 X
102 mol L), na auséncia e ap6s a adicio de BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA a 25 °C.

¢ (amina) = 2,0 x 10 mol L"!
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APENDICE B — ESPECTROS DE UV-vis
Figura S5. (A) Espectros de UV-vis para solugdes aquosas do composto 2a contendo as aminas.

(B) Absorbancias relativas para: BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA. Dados: temperatura
de 25°C; c (2a)=4,0 x 105 mol L'!; ¢ (CTAB) = 1,0 x 10~ mol L!; ¢ (amina) = 2,0 x 10™* mol
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Figura S6. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias relativas correspondentes para solugdes
aquosas do composto 3a contendo BTA, DEA, TEA, ANI, NMA e NNDA. Dados: ¢ =25 °C,
c(3a)=4,0x10°mol L, ¢ (CTAB)=1,0 x 107 mol L', ¢ (amina) = 2,0 x 10* mol L.
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Figura S7. Espectros de UV-vis para solucao aquosa do composto 4a: BTA, DEA, TEA, ANI,

NMA e NNDA. Dados: temperatura de 25 °C, c¢(4a) = 4,0 x 10 mol L', ¢(amina) =2,0 x 10

“mol L.
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Figura S8. Espectros de UV-vis para uma solucao aquosa do composto 2a contendo CTAB na

auséncia (a) e na presen¢a de BTA (b) a 25 °C. ¢ (amina) = 2,0 x 10 mol L.
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Figura S9. Espectros de UV-vis para solugdo do composto 3a em meio aquoso contendo CTAB

na auséncia (a) e na presenga de BTA (b) a 25 °C. c(amina) = 2,0 x 10 mol L.
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APENDICE C - ENSAIOS DE AUTOAGREGACAO

Figura S10. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 485 nm para quantidades crescentes

de 2b em 4gua a 25,0 °C. O composto 2a foi desprotonado usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10 mol L

!. Os dados foram ajustados por meio de uma equacio linear (—), fornecendo emax = (1,771 +

0,002) x 10* L mol! em™ (R? = 0,999).
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Figura S11. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 485 nm para quantidades crescentes

de 3b em 4gua a 25,0 °C. O composto 3a foi desprotonado usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10~ mol L°

I, Os dados foram ajustados por meio de uma equagio linear (—), fornecendo &max = (2,088 £

0,006) x 10* L mol! cm! (R = 0,997).
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Figura S12. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 615 nm para quantidades crescentes

de 4b em 4gua a 25,0 °C. O composto 4a foi desprotonado usando ¢ (NaOH) = 1,0 mol L', Os

dados foram ajustados por meio de uma equacao linear (—), fornecendo emax = (1,714 + 0,009)

x 10* L mol™! em™ (R2=0,998).
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Figura S13. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 515 nm para quantidades crescentes
de 1b em 4gua contendo CTAB (1,0 x 10 mol L") a 25,0 °C. O composto 1a foi desprotonado
usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10~ mol L!. Os dados foram ajustados por meio de uma equagcio linear

(—), fornecendo &max = (1,772 £ 0,018) x 10* L mol! cm™ (R> = 0,998).
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Figura S14. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 505 nm para quantidades crescentes
de 2b em 4gua contendo CTAB (1,0x 10~ mol L") a 25,0 °C. O composto 2a foi desprotonado
usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10~ mol L. Os dados foram ajustados por meio de uma equagio linear

(—), fornecendo €max = (1,415 £0,012) x 10* L mol™' cm™ (R* = 0,996).

1 10 -
.2 ru (B) --I
L}
.I
| ]
1,0 0sl “{'
R @ :"-
2 2 ost
«T «0
£ s ke -
3 () ",'
» 04l
0 a '
< 04 < 4
02+t
02 '
U,U 1 1 1 i 2 U'u ' 1 1 1 1 L 1 1 1
35 400 450 500 550 600 650 700 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Comprimento de onda/nm 105 ¢ (2a) / mol L



141

Figura S15. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 505 nm para quantidades crescentes
de 3b em agua contendo CTAB (1,0 x 10~ mol L") a 25,0 °C. O composto 3a foi desprotonado
usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10~ mol L!. Os dados foram ajustados por meio de uma equagcio linear

(—), fornecendo &max = (1,700 £ 0,005) x 10* L mol™! em™ (R = 0,997).
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Figura S16. (A) Espectros de UV-vis e (B) absorbancias a 664 nm para quantidades crescentes
de 4b em agua contendo CTAB (1,0 x 10~ mol L") 2 25,0 °C. O composto 4a foi desprotonado
usando ¢ (BTA) = 1,0 x 10~ mol L. Os dados foram ajustados por meio de uma equagio linear

(—), fornecendo €max = (1,784 £ 0,010) x 10* L mol™! cm™ (R> = 0,999).
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APENDICE D - DETERMINACAO DOS VALORES DE pK.

Figura S17. Determina¢ao do pKa. para o composto 2a em meio aquoso tamponado com MES.

Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os valores da absorbancia obtidos em

480 nm como uma fun¢ao do pH. Os dados foram ajustados utilizando uma equagao sigmoidal

para determinar o valor do pK, de 5,91 + 0,01 (R*=0,997).
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Figura S18. Determinacao do pK, para o composto 3a em meio aquoso tamponado com MES.

Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os valores da absorbancia obtidos em

478 nm como uma fun¢do do pH. Os dados foram ajustados utilizando uma equagao sigmoidal

para determinar o valor do pKa, de 6,06 + 0,02 (R*=0,997).
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Figura S19. Determina¢do do pK. para o composto 4a em meio aquoso tamponado com

pirrolidona. Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os valores da absorbancia

obtidos em 615 nm como uma fun¢ao do pH. Os dados foram ajustados utilizando uma equagado

sigmoidal para determinar o valor do pKa, de 12,35 + 0,02 (R*> = 0,994).
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Figura S20. Determinagdo do pK, para o composto 1a em meio aquoso contendo CTAB,

tamponado com BIS-TRIS-propano. Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os

valores da absorbancia obtidos em 515 nm como uma funcio do pH. C (CTAB) = 1,0 x 107

mol L' e os dados foram ajustados utilizando uma equacdo sigmoidal para determinar o valor

do pKa de 8,57 + 0,01 (R = 0,999).
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Figura S21. Determinagdo do pKa para o composto 2a em meio aquoso contendo CTAB,

tamponado com acetato de s6dio. Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os

valores da absorbancia obtidos em 508 nm como uma fungio do pH. ¢(CTAB) = 1,0 x 10~ mol

L' e os dados foram ajustados utilizando uma equagio sigmoidal para determinar o valor do

pKa de 4,40 £ 0,01 (R*=0,999).
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Figura S22. Determinagdo do pK, para o composto 3a em meio aquoso contendo CTAB,

tamponado com acetato de sddio. Em (A) sd@o mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os

valores da absorbancia obtidos em 511 nm como uma fung¢do do pH. ¢(CTAB) 1,0 x 10~ mol

L' e os dados foram ajustados utilizando uma equacdo sigmoidal para determinar o valor do

pKade 4,38 £ 0,01 (R>=0,999).
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Figura S23. Determinagdo do pK, para o composto 4a em meio aquoso contendo CTAB,
tamponado com CAPS. Em (A) sdo mostrados os espectros de UV-vis e em (B) os valores da
absorbancia obtidos em 668 nm como uma fun¢iio do pH. ¢(CTAB) 1,0 x 10 mol L e os
dados foram ajustados utilizando uma equagdo sigmoidal para determinar o valor do pK, de

10,08 + 0,02 (R> = 0,999).
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APENDICE E —- DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE EQUILIBRIO

Figura S24. (A) Espectros de UV-vis para a titulagdo do composto 1a (4,0 x 10° mol L!) com

BTA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm. K12 = (1,463 + 0,048) x 10® L? mol(S.D. = 5,02 x 10”) e R>=0,998.
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Figura S25. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (4,0 x 10~ mol L") com

DEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm. K12 = (1,070 £ 0,027) x 103 L? mol(S.D. = 4,05 x 10%) e R?=0,999.
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Figura S26. (A) Espectros de UV-vis para a titulagdo do composto 1a (4,0 x 10 mol L") com

TEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm. K12 = (1,729 + 0,054) x 103 L? mol? (S.D. = 5,92 x 107) e R*=0,998.

Absorbancia

02

00

08

06 F

Absorbancia

04

0.2

(B)

600
Comprimento de onda/nm

500

|
1.5 20 25 3.0 3.5

104 ¢ (TEA) / mol L1

Figura S27. (A) Espectros de UV-vis para a titulagdo do composto 2a (4,0 x 10 mol L") com

BTA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 480 nm. K12 = (8,797 =0,191) x 10® L?> mol (S.D. =1,78 x 10*) e R*=0,999.
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Figura S28. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 2a (4,0 x 10~ mol L") com

DEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 480 nm. K12 = (8,797 £ 0,191) x 103 L? mol? (S.D. = 1,78 x 107) e R*=0,999.
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Figura S29. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 2a (4,0 x 10> mol L) com

TEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 480 nm. K2 = (2,236 + 0,079) x 108 L> mol? (S.D. = 2,61 x 10?) e R>=0,998.
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Figura S30. (A) Espectros de UV-vis para a titulagdo do composto 3a (4,0 x 10 mol L") com

BTA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 485 nm. K12 = (1,721 £ 0,044) x 103 L? mol? (S.D. = 2,62 x 107) e R*=0,999.
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Figura S31. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 3a (4,0 x 10~ mol L") com

DEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 485 nm. K12 = (4,454 + 0,7518 x 10® L2 mol (S.D. = 8,20 x 10%) e R*=0,980.
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Figura S32. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 3a (4,0 x 10~ mol L") com

TEA em meio aquoso a 25 °C. (B) Curva de titulagdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 478 nm. K1 = (1,159 £ 0,163) x 10° (S.D. = 1,43 x 10%) e R*= 0,985.
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Figura S33. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (5,0 x 10> mol L) com
BTA em meio aquoso contendo CTAB (1,0 x 10 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagio

correspondente, com as absorbancias coletadas em 515 nm. K2 = (1,162 + 0,050) x 108 L? mol

2(S.D. = 4,63 x 107) e R2=0,997.
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Figura S34. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (5,0 x 10~ mol L") com
DEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0 x 10 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagdo
correspondente, com as absorbancias coletadas em 515 nm. K12 = (1,781 £ 0,106) x 10 (S.D.

=9,36 x 10%) e R?=0,994.
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Figura S35. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (5,0 x 10> mol L) com
TEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0 x 107 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagio

correspondente, com as absorbancias coletadas em 515 nm. K> = (8,511 +0,262) x 107 L? mol

2(S.D.=3,29 x 10%) e R2=0,998.
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Figura S36. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 4a (5,0 x 10~ mol L") com
DEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0x107 mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagdo

correspondente, com as absorbancias coletadas em 668 nm. K12 = (1,240 + 0,279) x 10% L? mol

2e Ki13=(7,60 £ 0,182) x 10* L’ mol™ (S.D. = 6.17 x 10%) e R*=0,997.
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Figura S37. (A) Espectros de UV-vis para a titulagdo do composto 4a (5,0 10 mol L™!) com

TEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0x10° mol L) a 25 °C. (B) Curva de titulagio

correspondente, com as absorbancias coletadas em 668 nm. K12 = (1,844 + 0,325) x 108 L? mol

2 e K13 = (7,780 £ 1,099) x 10* L* mol” (S.D. = 5,44 x 107) e R*=0.998.
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Figura S38. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 1a (5,0 x 10~ mol L") com

lidocaina em agua a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm. K11 = (2,091 £ 0,007) x 10° L mol™! (S.D.
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Figura S39. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 2a (5,0 x 10~ mol L") com

lidocaina em agua a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 490 nm. K11 = (1,688 £ 0,099) x 10* L mol! (S.D. = 1,590 x 10*) e R*=0,993.
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Figura S40. (A) Espectros de UV-vis para a titulagio do composto 3a (5,0 x 10~ mol L") com

lidocaina em agua a 25 °C. (B) Curva de titulacdo correspondente, com as absorbancias

coletadas em 482 nm, K11 = (1,070 £ 0,103) x 10* L mol! (S.D. = 1,185 x 10%) e R*=0,991.
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APENDICE F - DETERMINACAO DOS LIMITES DE DETECCAO (LD) E

QUANTIFICACAO (LQ)

Figura S41. Curva de titulagdo do composto 1a ¢ BTA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LO=2,36 x 10°mol L' e LO = 7,88
x 10° mol L™ (R* = 0,993).
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Figura S42. Curva de titulagdo do composto 1a e DEA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD = 1,61 x 10°mol L' e LO = 5,36
x 10° mol L™ (R* = 0,996).

Absorbancia

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

0,5 1,0 15 20 25 3,0 3,5

10" ¢ (DEA) / mol L




156

Figura S43. Curva de titulagdo do composto 1a e TEA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =1,45 x 10°mol L' e LO =4,18
x 10° mol L™ (R* = 0,996).
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Figura S44. Curva de titulacdo do composto 2a ¢ BTA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =9,71 x 107 mol L' e LO = 3,23
x 10 mol L' (R? = 0,989).
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Figura S45. Curva de titulacdo do composto 2a e DEA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD = 1,84 x 10°mol L' e LO = 6,54
x 10° mol L™ (R = 0,999).
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Figura S46. Curva de titulagdo do composto 2a e TEA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD = 1,42 x 10°mol L' e LO = 4,75
x 10 mol L' (R?=0,991).
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Figura S47. Curva de titulacdo do composto 3a ¢ BTA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =1,42 x 10°mol L' e LO = 4,97
x 10° mol L™ (R* = 0,993).
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Figura S48. Curva de titulacdo do composto 3a e DEA em meio aquoso. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =1,09 x 10°mol L' e LQ = 3,65
x 10 mol L (R?=0,997).
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Figura S49. Curva de titulagdo do composto 3a e TEA em meio aquoso. Segmento linear (—)

utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =2,64 x 10°mol L' e LO = 8,80
x 10° mol L (R* = 0,990).
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Figura S50. Curva de titulagdo do composto 1a e BTA em meio aquoso contendo CTAB (¢
(CTAB) = 1,0 x 107 mol L'"). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD
e LO. Dados: LD = 6,83 x 10" mol L' e LO =2,27 x 10° mol L'! (R* = 0,996).

Absorbéncia

0’0 1 1 1 1 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

10* ¢ (BTA) / mol L*



160

Figura S51. Curva de titulagdo do composto 1a e DEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0

x 103 mol L!). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados:

LD=9,32%10"mol L' e LO=3,10 x 10° mol L' (R* = 0,996).
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Figura S52. Curva de titulacdo do composto 1a e TEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0

x 107 mol L!). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados:

LD=54x10"mol L' e LO=1,81 x 10° mol L' (R* = 0,998).
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Figura S53. Curva de titulagdo do composto 4a e BTA em meio aquoso contendo CTAB (1,0

x 103 mol L!). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados:

LD=7,00x 10" mol L' e LO =2,33 x 10 mol L' (R* = 0,997).
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Figura S54. Curva de titulagdo do composto 4a e DEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0

x 103 mol L). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados:

LD =743 x 10" mol L" e LO
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Figura S55. Curva de titulacdo do composto 4a e TEA em meio aquoso contendo CTAB (1,0
x 103 mol L!). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados:

LD=593%10"mol L' e LO=1,97 x 10°mol L' (R* = 0,997).

07 r

06| ugiSEguiEnEn
, S

L [ 1]
[ ]
05 [ ]

03F

Absorbancia

02t

01}

u
I...
O O r 1 1 1 1 1 1
Y 0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0 1,2

10* ¢ (TEA) / mol L

Figura S56. Curva de titulacdo do composto 1a e lidocaina em agua. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =337 x 10°mol L'e LO=1,12
x 10 mol L' (R?=0,991).
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Figura S57. Curva de titulacdo do composto 2a e lidocaina em agua. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD =3,57 x 10®mol L' e LO=1,19
x 10° mol L™ (R* = 0,989).
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Figura S58. Curva de titulacdo do composto 3a e lidocaina em agua. Segmento linear (—)
utilizado para determinar os valores do LD e LQ. Dados: LD = 1,07 x 10°mol L' e LO = 3,59
x 10° mol L' (R? = 0,996).
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Figura S59. Curva de titulagdo do composto 1a e lidocaina em meio aquoso contendo CTAB

(1,0 x 107 mol L"). Segmento linear (—) utilizado para determinar os valores do LD e LQ.

Dados: LD =4,77 x 107 mol L e LO=1,59 x 10 mol L (R? = 0,994).
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APENDICE G —- CROMATOGRAMAS

Figura S60. Cromatograma da lidocaina comercial (c (lidocaina) = 2.5 x 10> mol L'!).

Diatafile Name: AMDS_Solvente. led
Sample Name:AMDS_Lidecaina_Comercial
Sample |D:Alberton

Al
oo P
525-; Peak# Ret Time Area Height Area%

s 1 10.784 202192 5561 100.000
.3 Total 202192 5561 100.000
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Figura S61. Cromatograma do padrdo farmacéutico da lidocaina (¢ (lidocaina) = 3,9 x 10 mol

L.

Catafile Mame:AMO7_Lidocaina_Padric_Farmaceutico. lod
Sample Mame:AMDT_Lidocaina_Padrio_Farmaceutico
Sample ID:Alberton

Feak# Ret Time Area Height Area%

1 5115 11649 686  6.296
2 8.950 26715 1407 14.438
3 9.799 146668 3412 79266
Total 185033 5505 100.000
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Figura S62. Cromatograma do padrio farmacéutico da lidocaina (c (lidocaina) = 1,9 x 10 mol

L.

Datafile Name:AM0S_Lidocaina_Padrdo_Farmaceutico.lcd
Sample Name:AM09_Lidocaina_Padréo_Farmaceutico
Sample ID:Alberton
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Figura S63. Cromatograma do padrio farmacéutico da lidocaina (c (lidocaina) = 6,0 x 10~ mol

L.
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APENDICE H — CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Figura S64. Espectro de RMN de 'H (CDs;CN, 400 MHz) do composto 1a.
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Figura S65. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) do composto 2a.
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Figura S66. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) do composto 3a.
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APENDICE I - ARTIGO CIENTIFICO PUBLICADO COM OS RESULTADOS
OBTIDOS NA PRESENTE TESE

Journal of the Brazilian Chemical Society

Chromogenic Chemosensors Based on Phenolic Imines for the
Detection of Alkylamines and Lidocaine in Water and in the Vapor Phase

Eduardo A. Ribeiro®® and Vanderlei G. Machado*<

presence of

arning presence of

lidocaine

Three phenolic imines were used as chromogenic chemosensors to detect alkylamines in
water. The system allows the detection of vapors of alkylamines and quantification of
lidocaine in water.
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Chromogenic Chemosensors Based on Phenolic Imines for the Detection of

Alkylamines and Lidocaine in Water and in the Vapor Phase
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Three imines comprised of 5-nitrothiophen-2-yl as electron-accepting and phenols as electron-
donating groups were synthesized and used as chromogenic chemosensors to detect alkylamines.
The compounds are colorless in water, but their deprotonation by the alkylamines generates the
corresponding colored phenolates, which can be used to detect those analytes. The addition of
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) causes bathochromic shift of the perichromic band of
the phenolates, indicating that the compounds are transferred into the micelles. In addition, CTAB
lowers the pK, of phenols and increases the stability of the phenolates, improving their performance
as chemosensors. Applications were prospected with the chromogenic chemosensors adsorbed
on strip papers to detect alkylamines in water and in the vapor phase. The compounds were also
used in solution for the quantification of lidocaine in water. Thus, the versatility of the compounds
studied allows to think about applications in industrial, environmental, and pharmaceutical areas.

Keywords: amines, chromogenic chemosensors, perichromism, vapochromism, volatile

organic compounds, lidocaine

Introduction

Amines are among the most important neutral target
analytes in terms of naked eye and quantitative detection.
This is due to their roles in chemical, biochemical, and
industrial processes.' For instance, the amino functional
group is present in amino acids, which are the building
blocks for the formation of protein chains. The biogenic
amines, which are produced from the enzymatic
decarboxylation of amino acids or in amination and
transamination processes, are important for the evaluation
of food quality.?* The degradation of fish and meat
releases volatile amines. Many pharmaceutical drugs
have amino substituents in their molecular structures.
For instance, lidocaine has a tertiary amino group in its
molecular structure, being one of the most utilized local
anesthetics.*’

The literature presents different methods of detection/
quantification of amines, such as gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS)*' and high-performance liquid
chromatography (HPLC).'"'* Although these methods
are recognized for their sensitivity and efficiency, they

*g-mail: vanderlei.machado@ufsc.br

have disadvantages, such as their availability, difficulties
in their operation, high cost, and the analyses are time-
consuming and laborious. The design of molecular
and supramolecular optical devices for the detection of
neutral analytes has recently been gaining importance.'>2!
The detection of amines with the use of molecular and
supramolecular devices has been intensively explored due
to their simplicity, reliability, precision, and low cost.?>3?

Thus, the design of chemosensors for the detection of
amines is important for planning low cost and simple assays
to verify the purity of chemical compounds, for setting
up tests for clinical diagnostics, for monitoring levels of
environmental pollutants, and to perform the quality control
of foods and drugs. In this sense, the search for simple
chromogenic chemosensors for the detection of amines
in a purely aqueous medium represents a very important
challenge.®

A very interesting application for the chemosensors can
be observed when exposed to vapors of volatile organic
compounds (VOCs).**** These vapochromic systems
in contact with VOCs change their optical properties,
indicating the presence of the organic analyte. This strategy
has been studied and aimed at vapors that are toxic or
harmful to human health.
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Merocyanines and merocyanine-like dyes are
heterocyclic compounds recognized by their perichromic
properties, ' which have been utilized in recent years in
the design of many detection optical devices. Classical
examples of these compounds are provided by the pyridinium
N-phenolate betaine dye 1 (Figure 1), better known as
Reichardt’s dye,***? and Brooker’s merocyanine (2).%
These and other perichromic dyes are capable to probe
very small changes in their microenvironment, in the
form of visually perceptible color changes, making
them potentially attractive to be utilized in strategies for
the detection of several analytes.*>* These compounds
can be utilized directly in solution (organic or aqueous
medium)*>* or associated with different materials, such as
silica,* polymers,*-? hydrophobic porous membranes,™*
polystyrene resins,**-* 5758
mesoporous silica,” glass previously treated with
silanizing agents,*"¢? and ionic liquids.®}

organically modified silicas,

(1) (2)

Figure 1. Molecular structures of dyes 1 and 2.

A very simple strategy to be designed for the detection
of analytes using perichromic dyes involves the use
of the protonated form of the dye, which is colorless,
in solution*®+% or anchored/adsorbed in a polymeric
matrix.***% [f the system is brought into contact with an
analyte that is sufficiently basic to cause the detection unit
to deprotonate, the dye is generated. The appearance of
color indicates the presence of the analyte in the medium,
which can be visually detected and quantified. This strategy
is based on the rationalization of Steiner that all hydrogen
bonds (HBs) can be seen as occurring through incipient
proton-transfer processes and in the case of strong HBs
these processes are in a very advanced stage.®

These observations led us to investigate whether it
would be possible to use the same systems for the detection
of amines in solution. Thus, the protonated form of
compounds 1 and 2 were investigated in organic solvents
(dichloromethane, acetonitrile, and dimethyl sulfoxide
(DMSO)).™ The two compounds were capable to detect
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alkylated amines in the solvents, while aromatic amines
did not cause any effect. The level of interaction of the
protonated dyes with the amines revealed to be dependent
on the basicity of the amine, on the molecular structure
of the dye, and on the medium.” However, these systems
could not be utilized in the investigation of amines in
aqueous solution, due to practical problems related to the
low solubility of the compounds used and to the fact that
the acidity-basicity of the species involved does not show
compatibility in those experimental conditions.

Thus, the research for compounds exhibiting better
solubility in water and with compatible acidity to be
deprotonated by the amines represents an interesting
challenge for the development of detection strategies
for those analytes in aqueous medium. In this sense, we
have studied the solvatochromism of some families of
merocyanine-like dyes.”"” Some of these compounds
are imine dyes comprised of 5-nitrothiophen-2-yl as
electron acceptor and phenolate as electron donor group.™
These compounds are soluble in water and the acidity of
their protonated form can be tuned by the insertion of
substituents at the phenolate moiety.

Herein we describe the synthesis of compounds 3a-5a
(Scheme 1) and their use as chromogenic chemosensors for
the detection of alkylamines in water. The rationale here
is consider that compounds 3a-5a are colorless in water,
but their deprotonation by basic amines generates the
corresponding colored species 3b-5b, which can be used
to detect those analytes. The differences in the use of this
strategy in water in the absence and presence of a cationic
surfactant were investigated. All findings were explained
here in the light of a model that considers the molecular
structure of the chemosensor, the micropolarity of the
medium, and the basicity of the amine. Applications were
prospected with the use of the chromogenic chemosensors
adsorbed on strip papers in the detection of alkylamines in

NO; NO,
N8 N0
. @
P + iNRg P + NRgH
N T o N
+ H
R R R R
OH | Oe |
colorless colored
3a=H (3b-5b)
4a=Cl
5a = tert-butyl

Scheme 1. Molecular structures of compounds 3a-5a, colorless in solution,
and their deprotonation to generate the colored forms 3b-5b.
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vapor phase and in water, and in solution for the detection
of lidocaine in water.

Experimental
Materials

All reagents were analytically pure and were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) and Vetec (Duque
de Caxias, Brazil). The amines (n-butylamine (BTA),
diethylamine (DEA), triethylamine (TEA), aniline (ANI),
N-methylaniline (NMA), and N,N-dimethylaniline
(NNDA)) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA), and distilled twice immediately before use. Lidocaine
(pharmaceutical standard, > 99%) was purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Commercial lidocaine
hydrochloride, at a 20 mg mL" solution, stored in a 5 mL
ampoule, and without the presence of vasoconstrictor, was
obtained from Hypofarma (Ribeirdo das Neves, Brazil).
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) was purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Ethanol (Honeywell,
HPLC grade, Muskegon, USA) and acetone (Synth,
Diadema, Brazil) were purified according to the procedure
described in the literature”™™ and were stored on molecular
sieves (4 A, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Water used
for all measurements was deionized, boiled, and bubbled
with nitrogen and kept in a nitrogen atmosphere to avoid
the presence of carbon dioxide.

Methods

The UV-Vis studies were performed using an Agilent
Technologies Cary 60 and a Hewlett Packard 8452A
diode array UV-Vis spectrophotometers (Palo Alto, USA).
The temperature was kept at 25.0 °C in the cuvette in all
measurements by coupling a thermostated water bath
(MicroQuimica, model MQBTC 99-29, Palhoca, Brazil).
Quartz cuvettes with 1 cm of optical path were used, being
closed with a rubber septum, which was used to avoid
contamination with CQO,.

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were
recorded with 200 MHz Bruker AC-200F and with 400 MHz
Bruker Avance 400 spectrometers (Massachusetts, USA).
Chemical shifts were recorded in ppm with the solvent
resonance as the internal standard and data are reported as
follows: chemical shitt, multiplicity (s = singlet, d = doublet),
integration, and coupling constants (Hz). Infrared (IR) spectra
were obtained with an FT Varian 3100 spectrometer (Palo
Alto, USA), by using KBr pellets. High-resolution mass
spectra (HRMS) were obtained with a Bruker OTOF-Q II
10243 electrospray ionization-quadrupole time-of-flight

Ribeiro and Machado 3

mass spectrometer (HR ESI-MS QTOF). The melting
points were determined by means of differential scanning
calorimetry (DSC) analysis, by using a Shimadzu DSC-50
apparatus (Oregon, USA). The samples were dried under
vacuum for 24 h before analysis.

The determinations of pK, values were performed
at 25.0 = 0.1 °C using a Kasvi bench pH meter, model
K38-2014B (Sao José dos Pinhais, Brazil), with a combined
glass electrode. The measurements were performed using
buffer solutions, previously prepared, according to the pK,
of each compound.

Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)
measurements were performed using a LCMS-2020
single quadrupole liquid chromatography mass Shimadzu
apparatus (Oregon, USA), with a Phenomenex CI18
column (particle size = 5 pm; internal diameter = 4.6 mm;
length = 150 mm). The sample of the compound
was prepared in acetonitrile. The eluent used was an
acetonitrile:water mixture (4:1; vol/vol) containing formic
acid (1%), in a flow rate of 0.2 mL min™, and a column
temperature of 27 °C.

Synthesis of the compounds

Compounds 3a and 4a were synthesized according with
a previously described procedure.” 4-Amino-2,6-di-tert-
butylphenol was prepared in two steps. Firstly 2,6-di-tert-
butylbenzo-1,4-quinone-4-oxime was prepared, according
with Kharasch and Joshi,” which was further reduced,
following the procedure of Uliana er al.,’® to obtain the
desired amine.

(E)-2,6-Di-tert-butyl-4-(((5-nitrothiophen-2-yl)methylene)
amino)phenol (5a)

5-Nitrothiophene-2-carboxaldehyde (0.04 g,
0.25 mmol), 4-amino-2,6-di-tert-butylphenol (0.05 g,
0.25 mmol), and ethanol (5 mL) were placed in a round-
bottomed flask and 2 drops of glacial acetic acid were
added. The reaction mixture was refluxed at 70 °C for 2 h.
After the end of the period of reaction, the system was
cooled to room temperature and the precipitate formed
was filtered. The obtained solid was recrystallized from
n-hexane. The filtrate was washed with ice-cold n-hexane.
Brown solid; yield 66%; mp obtained 178.1 °C; IR (KBr)
Viae / €cm™ 3627 (OHg,.), 3400 (OH), 3090, 2961 (CH),
1615 (C=N), 1497 (C=C), 1335 (CH,), 1229 (C-0), 1146
(Ar-H), 889 (C=C); 'H NMR (400 MHz, CDCl,) 6 1.48
(s, 18H), 5.37 (s, 1H), 7.18 (s, 2H), 7.32 (d, 1H, J 4.4 Hz),
7.90 (d, 1H, J 4.4 Hz), 8.55 (s, 1H); “C NMR (100 MHz,
CDCL,) 6 154.3, 149.9, 147.7, 141.4, 137.1, 128.8, 128.4,
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118.7, 118.7, 77.5, 77.2, 76.8, 34.7, 30.4; HRMS (ESI,
TOF) m/z, calcd. for C,,H,sN,O,S [M + H]*: 361.1580,
found: 361.1578.

Influence of CTAB on the studied systems

Firstly, a stock solution of CTAB (2.0 x 102 mol L)
in water was prepared. In a quartz cuvette, sealed with a
rubber septum, 2 mL of a previously prepared solution
containing both the chemosensor (4.0 x 10~ mol L) and
BTA (4.0 x 10* mol L") were placed. Then, increasing
volumes of the CTAB stock solution were added to the
cuvette with a microsyringe, until no changes in the Vis
spectrum were verified. The absorbances in the their
maximum wavelength (A, ) values for each experiment
were plotted as a function of the concentration of CTAB.

‘max.

Determination of pK, values

A stock solution for each compound (3a-5a) was
prepared at a concentration of 2.0 x 10~ mol L' in
anhydrous acetone. Aliquots of these solutions were
transferred to glass vials. The concentrations of these
aliquots corresponded to 5.0 x 10~ mol L. Afterwards,
distilled water at different pH values was added. The
different pH values (3.0-13.5) were adjusted by dripping
KOH or HCI solutions (0.1 mol L' and/or 1.0 mol L),
The UV-Vis spectra were recorded at 25.0 °C for each
solution at different pH values. The absorbance values in
A Values for each experiment were plotted as a function
of pH. With the application of a sigmoidal equation, the
inflection point allowed collecting the pK, values for each
compound. In micellar systems, the pK, values of the
compounds were determined based on the same procedure
already described, using CTAB at a concentration of
1.0 x 10~ mol L.

Self-aggregation assays

Studies were carried out observing the influence of the
concentration of compounds 3a-5a on the absorbance values
at the wavelength maxima. Solutions of the compound
(2.0 x 10~ mol L") in anhydrous acetone were prepared.
Then, in a cuvette sealed with a rubber septum, 2.0 mL of
distilled water were added and then BTA to a concentration
of 5.0 x 10~ mol L. With the aid of a microsyringe,
small volumes of the stock solution of the compound were
added, generating a new spectrophotometric reading with
each addition. The absorbance values corresponding to
the maximum wavelengths in each solvent were collected
and used to perform absorbance plots as a function of the

J. Braz. Chem. Soc.

concentration of the compound. BTA in excess was added to
ensure that the total concentration of the compound present
in the medium was in the deprotonated form (3b-5b).

Study of the compounds as chromogenic chemosensors

Initially, a stock solution of each compound (3a-5a)
was prepared in anhydrous acetone at a concentration of
2.0 x 103 mol L. The same procedure was performed for
the preparation of the stock solution of the different amines,
but with a concentration of 3.0 x 10~ mol L. Then, aliquots
of the stock solution of the compound were transferred to
different volumetric flasks partially filled with water. After
homogenizing the system, an aliquot of the stock solution
of each amine was transferred to the flasks. The contents of
the flasks were again homogenized, and the volumes were
completed with water. The concentrations in the volumetric
flasks were 5.0 x 10 mol L! for the chemosensors and
5.0 x 10~ mol L' for the amines. Subsequently, the
digital images of the solutions were made and the UV-Vis
spectra were collected at 25.0 °C. The same procedure was
followed for the studies containing CTAB, utilizing water in
the stock solutions with ¢ (surfactant) = 1.0 x 10~ mol L.

Stability of the compounds in aqueous and micellar medium

Firstly, a stock solution of the chemosensors at a
concentration of 2.0 x 10~ mol L in anhydrous acetone
was prepared. In parallel, an aqueous solution of BTA
(2.0 x 10~* mol L") was prepared. Then, 2 mL of the aqueous
solution containing the amine were transferred to a quartz
cuvette, which was properly sealed with a rubber septum.
The cuvette was inserted into the spectrophotometer and
a few minutes were waited until the thermal equilibrium
had been reached.

An aliquot of the stock solution of the chemosensor
was transferred to the cuvette, and the concentration of
the compound in the cuvette was 4.0 x 10 mol L. Then,
several UV-Vis spectra were made at 25.0 °C during time
intervals and the absorbance values were recorded at &,
The proportions between the compounds and the amine
were kept constant in all stability tests. The micellar tests
were carried out using the same procedure described above,
but the water was replaced by an aqueous CTAB solution
with a concentration of 1.0 x 10~ mol L.

Spectrophotometric titrations
The titration experiments were carried out at 25.0 °C

with the amines that changed the color of the solutions of
the compounds. Firstly, a stock solution of each compound
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and another of the amine were prepared in anhydrous
acetone. An aliquot of the stock solution of compound was
used to prepare a diluted solution in an aqueous medium
with a concentration on the order of 5.0 x 10~ mol L.
Then, 2 mL were transferred to a quartz cuvette closed
with a rubber septum and sealed with parafilm. Increasing
volumes of the amine stock solution were then added
repeatedly to the system, until no changes occurred in the
absorbances at the A, corresponding to the deprotonated
compounds. In the experiments with a surfactant, water
was replaced by a stock solution containing CTAB
(¢ = 1.0 x 10~ mol L'). In micellar systems, UV-Vis
spectra were collected more than once to ensure that the
system was in equilibrium.

The collected data were used to plot the titration curves
with absorbance as a function of the concentration of the
amine or anion.

Determination of equilibrium constants and stoichiometries

The equilibrium constants (K,,, K,,, and K,;) of
compounds 3a-5a with the amines were obtained using
the mathematical model of Connors” through linear and
non-linear regressions using the Origin 6.1% software.”™

Equations 1-3 were used to determine the equilibrium
constants K,;, K,,, and K,; for the systems in which
complexes were formed with stoichiometries 1:1, 1:2, and
both 1:2 and 1:3 between the chemosensor and the amine,

respectively.s"™

Abs, + K|, c(amine)

Abs= . (1
1+ K|, (amine)
Abs, + Abs ,K,, (c (amine))’
Abs — s, + Abs, K, (¢ (a@me}) )
1 + Abs,,K ,(c(amine))
. Abs, + Abs K ,(c(amine))* + Abs K,k ,(c(amine))® 3)

1+ K, (c(amine))* + KK, (c(amine))’

In these equations, Abs is the absorbance value after
each addition of the amine, Abs, is the initial absorbance
without the addition of the amine, Abs,, is the maximum
absorbances obtained considering the interaction of 1 equiv
of the compound for every 2 equiv of the amine, Abs , is the
maximum absorbances obtained considering the interaction
of 1 equiv of the compound for every 3 equiv of the amine,
and ¢ (amine) corresponds to the concentration of the amine
after each addition.

Job’s method was also employed. Several volumes
(0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 mL) of
the solution of the compound (4.0 x 10~ mol L) were
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placed in 5 mL volumetric flasks. The volume of each
flask was completed with the corresponding amine solution
(4.0 x 10”° mol L") and the solutions were homogenized.
The UV-Vis spectra were collected at 25.0 °C and the
absorbances were collected at A, corresponding to the
dyes (3b-5b). Finally, the absorbance values were plotted
as a function of the mole fraction of the amine.

Limits of detection and quantification

The linear segment obtained on the titration curve of
each compound was used to calculate the LOD (limit of
detection) and LOQ (limit of quantification) values. The

80-82

procedure described in the literature®* was applied, using

equations 4 and 5.

LOD =3 x Sb,/S 4)
LOQ =10 x Sb,/S (5)

where Sb, represents the standard deviation of the blank
solution and S is the slope of the calibration curve.

Tests with solid support

Symmetrical strips of Whatman® quantitative filter
papers were cut out. The strips were dipped for 5 s
in a previously prepared solution of compound 3a
(1.0 x 10 mol L") in anhydrous acetone. After the
evaporation of the solvent, the strips were immersed in
aqueous solutions containing different concentrations of
BTA.

Detection of amines in the vapor phase

Glass vials were washed and dried under vacuum for
24 h. The previously prepared paper strips were placed
inside the glass vials, which were immediately closed
with a rubber septum. An argon (99.99%) flow was passed
through each system for 20 s and different amounts of BTA
were cautiously placed at the wall of the vials, with the aid
of a microsyringe. The ratio between the amount of BTA
and the volume of each vial was used to determinate the
amine concentrations.

Assays with lidocaine

The assays with lidocaine were performed according
to the procedures described above. The concentration of
lidocaine in the stock solutions was 3.0 x 1072 mol L.

For the assays using commercial lidocaine hydrochloride
in solution the drug was neutralized using sodium
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Scheme 2. Route for the synthesis of compounds 3a-5a.

bicarbonate. Then, the aqueous solution was extracted
with dichloromethane for three times. The extracts were
combined, dried with anhydrous magnesium sulfate, and
the organic solvent was evaporated.

Results and Discussion
Synthesis of the compounds

Compounds 3a-5a were synthesized as shown
in Scheme 2, using a methodology described by
Stock et al.,*® through the condensation of 5-nitro-
2-thiophenecarboxyaldehyde with the corresponding amine
in ethanol as the solvent and in the presence of acetic
acid as the catalyst. Compounds 3a and 4a had already
been synthesized and characterized by de Melo et al.”
Compound 5a is a novel compound and was characterized
using IR, '"H NMR, “C NMR, HRMS, and DSC techniques
(Figures S3-57, Supplementary Information (SI) section).

Interaction of the chemosensors with the amines

Figure 2 shows photographs for the solutions of
compounds 3a-5a in water in the absence and presence
of aliphatic and aromatic amines. Only the alkylamines
(BTA, DEA, and TEA) changed the color of the solutions
of 3a and 4a, from colorless or pale yellow to red, while no
color changes were verified for the solutions of 5a with the
addition of the amines. The UV-Vis spectra of the solutions
were obtained, revealing that the colored species correspond
to the deprotonated species 3b and 4b (Figures S8-510,

_CHiCHaOH

R
D—\\
CHCOOHy o S N OH + H0
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3a:R=H
4a:R=Cl
5a: R = tert-butyl

ST section). Table 1 displays the X, and the molar
absorptivity coefficient (g,) values for dyes 3b-5b in
water. For instance, compound 3b has A, = 490 nm and

Emae = (1.804 £ 0.006) x 10*L mol™ cm™ and dye Sb has

(a)
S —
>
< < < = < 9«
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Figure 2. Solutions of compounds 3a (a), 4a (b), and 5a (c) in water in
the absence and after the addition of amines at 25.0 °C. The concentration
of the amines was 2.0 x 10~ mol L.

NMA

Table 1. Values of A, and &,,, for dyes 3b-5b in water at 25.0 °C in the absence and presence of CTAB (1.0 x 10-* mol L)

Water Aqueous CTAB solution
Compound Ak, nm
K / I € / (L mol™' cm™) A / I €, / (L mol™ cm™)
3b 490 (1.804 + 0.0006) x 10* 515 (1.833 £ 0.001) x 10* +25
4b 480 (L.719 £0.003) x 10* 508 (1.415+0.012) x 10* +28
5b 615 (1.774 £ 0.012) x 10* 668 (1.785 + 0.001) x 10* +53

Al = Anax (aqueous CTAB solution) —
coefficient.

Aoy (water). CTAB: cetyltrimethylammonium bromide; 1,,,.: maximum wavelength; g, molar absorptivity
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Amae=015nmand g, =(1.774 +£0.012) x 10* Lmol' cm™
(Figures S11-816, SI section), while 3a and 5a have A,
of 405 and 430 nm.

Compounds 3a-5a act as chemosensors according to
the acid-base strategy, therefore being sensitive to the pH
of the medium in which the analyte is found. The use of
these chemosensors in water will depend on the pH of
the medium, in the absence of the amine, being below the
pK, of the compounds in the protonated form. Thus, it is
crucial to determine the pK, of each compound to define
its range of action in solution. Table 2 displays the pK,
values for compounds 3a-5a (Figures S17-822, Sl section).
The pK, value of 3a in water is 9.12 + 0.01, while for dye
4a the pK, is lowered to 5.91 + 0.01, which is expected
due to the presence of the chloro electron-withdrawing
substituents. The presence of the tert-butyl groups, which
are electron-donating substituents, increases the pK, value
to 12.25 £ 0.02.

Table 2. Values of pK, determined for compounds 3a-5a in water at
25.0 °C in the absence and presence of CTAB

Compound pK, (without CTAB) pK, (with CTAB)*
3a 9.12+0.01 8.57+0.01

4a 591+0.01 4.40 £ 0.01

Sa 1225 £0.02 10.08 £ 0.04

¢ (surfactant) = 1.0 x 10~* mol L-'. CTAB: cetyltrimethylammonium
bromide.

We verified previously that the pK, of phenolic
chemosensors is lowered with the addition of CTAB as
surfactant above its critical micellar concentration (CMC).%%%
The CMC of CTAB in water is 9.8 x 10~ mol L' * and the
concentration of surfactant used in the experiments was
1.0 x 10~ mol L. Table 2 shows that in micellar medium
the pK, values of all compounds studied were lowered. For
instance, the pK, of 3a was lowered from 9.12 to 8.57, while
compound 5a had its pK, lowered from 12.25 to 10.08.

The results obtained agree with data from the
literature of pK, values in water of different compounds,
such as amines and phenols, in the presence of cationic
surfactants.®348% The changes in the pK, values for the
compounds in the presence of CTAB is explained by
the influence of the micelle surface potential.*® Another
aspect to be pointed out is related to the reduction of the
difference in free energy between the acid form of the
compound and its conjugate base in the micelle.* Thus,
the association of the chemosensor with the cationic
micelle leads to a decrease in the free energy of the
conjugate base in comparison with the free energy of
the compound in its phenolic form, considering that the
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anionic form is more polarizable and that it is interacting
firmly with the positively charged groups of the surfactant
molecules.®

Another aspect to be considered is that species 3b-5b
are perichromic,” exhibiting reverse solvatochromism.
For example, for 3b, changing from water to aqueous
CTAB solution, a bathochromic shift from 490 to
515 nm occurs (Table 1), which corresponds to a shift of
+25 nm. Comparing the results with those obtained by de
Melo et al.,”* this would correspond to leaving water and
going to a less polar microenvironment, which is situated
between methanol and ethanol (493.8 and 524.6 nm,
respectively). For compound 5b, the value of A, changes
from 615 nm in water to 668 nm in aqueous CTAB solution.
This then tells us that the compound must be incorporated
inside the micelle. Moreover, the analysis of the UV-Vis
spectra shows very clean, not enlarged bands, which suggest
the incorporation of practically all the dye molecules inside
the CTAB micelles.

The results obtained suggest that the reactivity of the
compounds could be modified in a medium containing
surfactant. Figure 3 exhibits photographs for the solutions
of the chemosensors in aqueous CTAB solution. Data show
that the solutions of 3a are pale yellow in the absence and
in the presence of the aromatic amines but are pale ruby in
the presence of the alkyl amines. Differently from it was
verified in purely aqueous medium, 4a is colored even
in absence of the amine. It means that the compound in
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Figure 3. Solutions of compounds 3a (a), 4a (b), and 5a (c) in aqueous
CTAB solution in the absence and after the addition of aliphatic and
aromatic amines at 25.0 °C. The concentrations of the amines and CTAB
were 2.0 x 10~ and 1.0 x 10~ mol L', respectively.
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CTAB medium is sufficiently acidic to be predominantly
in the deprotonated form (see also Figure S23, SI section).
Thus, the use of compound 4a as chemosensor in this
medium should be discarded. Other interesting result is that
compound 5a, pale yellow in aqueous CTAB solution, now
is deprotonated if the alkylamines are added, generating
blue colored solutions of 5b. These observations are a result
of the changes in the pK, values of the compounds with the
use of CTAB above its CMC.

Some experiments were performed to verify the stability
of the compounds in water at pH = 7.0 and 25.0 °C in the
absence and presence of CTAB. The tests showed that for
compound 4b the UV-Vis spectrum underwent little change
as a function of time, which reflects the maintenance of
color in the system (Figure S24, SI section). However, for
compound 3b, the absorbance value at 490 nm starts to
decrease after 200 s, indicating the hydrolysis of the imine,
thus showing the superior stability of imines replaced with
chlorine substituent. Layer reported greater stability for
imines replaced with electron withdrawing substituents
when compared to electron donor groups.*” The addition of
CTAB caused an important influence on the stability of 3b,
as no changes in the A, at 515 nm were observed over an
interval of 1800 s (Figure S25, SI section). Consequently,
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micelles can contribute to reduce the reactivity of the imine
group in the compounds, increasing the stability of these
species in an aqueous medium. Thus, the surfactant could
contribute by increasing the stability of the compounds
and causing a decrease in the degradation of 3b in water.

Figure 4a shows UV-Vis spectra of 3a in the absence
and presence of amines in aqueous CTAB solution.
Compound 3a exhibits a band with maximum at 410 nm.
This band disappears if the alkylamines are added to the
system, simultaneously with the appearance of other
band with A, = 515 nm, being the latter related to the
generation of 3b species. The influence of the addition of
the alkylamines on the UV-Vis spectrum of Sa is shown in
Figure 4b. The band with A, =430 nm, associated with the
protonated species is changed to other band with maximum
at 668 nm related to 5b species. Figures 4c and 4d show the
relative absorbances for the appearance of the deprotonated
compounds (3b and 5b) after the addition of the amines on
the solutions of the chemosensors, being verified that only
the alkylamines deprotonate the compounds.

Figure 5a compares the pK, values of 3a-5a in water with
those of the protonated amines used in this paper (Table S1,
SI section).”*! Data show that the protonated aromatic
amines have pK, values between 4.58-5.06, meaning that

0.8+ 668 nm

0.61 430 nm
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0.0 T
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Relative Absorbance at 668 nm

0.0
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Figure 4. UV-Vis spectra for the aqueous solutions of 3a (a) and 5a (b) at 25.0 °C containing BTA, DEA, TEA, ANI, NMA, and NNDA. (c). (d) Corresponding
relative absorbances at 515 and 668 nm for the appearance of 3b and 5b, respectively. The concentrations of the chemosensors and amines were 4.0 x 10~

and 2.0 x 10~ mol L', respectively, and of CTAB was 1.0 x 10~ mol L-".
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(a)

BTA DEA TEA ANI NMA NNDA

3a

| —

4a Sa

32 4a Sa BTA DEA TEA ANI NMA NNDA

Figure 5. Values of pK, at 25.0 °C of compounds 3a-5a in (a) water and
in (b) aqueous CTAB solution and comparison with the pK, values of the
protonated aliphatic and aromatic amines.

these amines are not sufficiently basic to deprotonate the
chemosensors. However, the protonated alkylamines exhibit
pK, values between 10.59 and 10.98, being sufficiently
basic to deprotonate 3a and 4a. Compound 5a is not
sufficiently acid to be deprotonated by the amines in these
experimental conditions. On the other hand, in micellar
medium (Figure 5b), 4b is the predominant species even
in the absence of the amines. The lowering in the pK, of
5a makes the compound able to act as chemosensor for the
aliphatic amines in micellar medium. In these conditions, 3a
is also deprotonated by the aliphatic amines.
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Titrations of the chemosensors with the amines

The influence of the alkylamines on the UV-Vis spectra
of the chemosensors in water and in aqueous CTAB
solution was studied. These data allowed to obtain the
equilibrium constants, which were used to understand the
level of interaction of the chemosensors with the amines.
Figure 6a shows UV-Vis spectra related to the titration of
3a in water with increasing amounts of BTA. Data show
that the amine addition led to a reduction in the absorbance
values of the band with A, =405 nm simultaneously with
an increase in the absorbances of the band with a maximum
of 490 nm. The bands at A, values of 405 and 490 nm
are related to the protonated and non-protonated forms
of the compound, respectively, and an isosbestic point
occurs at 438 nm, suggesting an equilibrium between the
two species. Figure 6b exhibits the corresponding titration
curve, in the form of a plot of the absorbance values at
Amax = 490 nm as a function of ¢ (BTA). The Job plot was
obtained for 3a and BTA (inset in Figure 6b), suggesting a
1:2 chemosensor:amine stoichiometry. The sigmoid shape
in the titration curve corroborates the stoichiometry verified
in the Job experiment.

Figure 7a shows the UV-Vis spectra for the titration of
Sa with BTA in aqueous CTAB solution. The band with
maximum at 432 nm, related with 5a, decreased on the
addition of BTA, with the simultaneous appearance of
the band at A, = 668 nm, related with the formation of
deprotonated species 6b. An isosbestic point was verified
at 505 nm. The corresponding titration curve shown in
Figure 7b exhibits a sigmoidal shape, suggesting a 1:2
chemosensor:amine stoichiometry. The Job plot (inset in
Figure 7b) exhibited a maximum at 0.71, which is between
0.67 (1:2 stoichiometry) and 0.75 (1:3 stoichiometry). This

0.84
0.7 4

0.6 4

0.5+

0.4 1

Absorbance

0.3+

0.2+

06 08 10

BTA + LW )

02 04

Mgra

/(n

0.1 T
0.0 0.5

T T T T
1.0 1.5 2.0 25 3.0

10* ¢ (BTA) / mol L™

3.5

Figure 6. (a) UV-Vis spectra at 25.0 °C showing the behavior of 3a (4.0 x 10~ mol L") in water with the addition of increasing amounts of BTA and the
corresponding titration curve (b). The final concentration of BTA was 3.17 x 10~ mol L' and the absorbance values were collected at 490 nm. The inset

displays a Job plot for 3a and the amine.
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Figure 7. (a) UV-Vis spectra at 25.0 °C showing the behavior of 5a (4.0 x 10~ mol L") in aqueous CTAB solution (1.0 x 10~ mol L") with the addition
of increasing amounts of BTA. (b) Corresponding titration curve with BTA. The final concentration of BTA was 1.07 x 10~ mol L-! and the absorbance
values were collected at 668 nm. The inset displays a Job plot for 5a and the amine.

suggests that the system is best represented as presenting
1:2 and 1:3 stoichiometries.

The trends verified in the titration curves shown in
Figures 6 and 7 are typical for all titrations performed
with 3a-5a and the alkylamines in water and in aqueous
CTAB solution (see also Figures S26-S38, SI section).
The titration curves obtained allowed, with the use of
equation 2, to calculate K, values of 3a and 4a with the
amines. The titration curves with 5a in aqueous CTAB
solution were fitted using equation 3, providing K, and
K, values.

The results are given in Table 3 and show very good fits for
all systems studied (standard deviation (SD) < 9.818 x 10°). For
instance, K, = (1.463 = 0.048) x 10° L mol (determination
coefficient (1*) =0.998 and SD =5.02 x 10~%) was obtained for
3a with BTA in water while 5a with the same amine in water/
CTAB system provided K, = (8.959 + 0.219) x 10’ L? mol~
and K5 = (2.012 + 0.043) x 10° L* mol” (r* = 0.997 and
SD =6.62 x 107).

Scheme 3 summarizes the behavior of the chemosensors
in the presence of the alkylamines, showing two possibilities.
The alternative (a) indicates 2 equiv of amine to completely
abstract the proton. This model is in consonance with several
studies published by different research groups which have

investigated the influence of anionic species on chemosensors
with an acidic H-atom in their molecular structure. 57707984929
The abstraction of the proton with only 1 equiv of the amine
requires a sufficiently strong base and a sufficiently acid
chemosensor. However, 2 equiv of the amine (alternative
(a)) may be required to deprotonate each equivalent of the
chemosensor if the analyte is not a sufficiently strong base.
Thus, the alternative (a) involves firstly 1 equiv of amine to
interact with the phenolic moiety of the chemosensor through
hydrogen bonding. This interaction weakens the O—H bond,
and by adding a second equivalent of the amine the proton
is abstracted, forming a [R;N-~H~NR;]* complex.

The titration curves of S5a with the amines could be
fitted only with the use of equation 3, suggesting that the
amines can also interact with the chemosensor through
the alternative (b). Compound 5a is less acidic than
compounds 3a and 4a. In addition, the compound has
in its molecular structure lipophilic tert-butyl groups as
substituents. Thus, the data suggest that, in addition to the
CTAB’s role in reducing the pK|, of Sa, the first equivalent
of the amine can interact with the phenolic moiety of the
compound by hydrophobic effect. This interaction occurs
previously to the addition of the 2 equiv of the amine
required to the full abstraction of the proton.

Table 3. Values of equilibrium constants K, for 3a-5a and K, for 5a with the amines in water at 25.0 °C

BTA

DEA

TEA

Compound

3a K,/ (L* mol?)

3a° K,/ (L?* mol?)

4a K,/ (L? mol?)
K,/ (L? mol?)

sa“ 12

K, /(L* mol?)

(1.463 + 0.048) x 10°
(1.162 + 0.050) x 10°
(8.797 £ 0.191) x 10°
(8.959 = 0.219) x 107
(2.012 £ 0.043) x 10°

(1.070 +0.027) x 10°
(1.173 +0.049) x 10°
(1.721 £ 0.044) x 10¢
(1.240 +0.279) x 10¢
(7.160 + 0.182) x 10°*

(1.729 + 0.055) x 10*
(8.511 +0.262) x 107
(2.237 +0.080) x 10%
(1.844 + 0.325) x 10¢
(7.780 + 1.099) x 10°*

“With cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 1.0 x 10~ mol L-'. BTA: n-butylamine; DEA: diethylamine; TEA: triethylamine.
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Scheme 3. Proposed model for stoichiometries of the chemosensors with the amines in pure water and in aqueous CTAB solution. In (a) compounds 3a
and 4a interact with the amines following a 1:2 chemosensor:amine stoichiometry while the 1:3 stoichiometry (b) occurs with 5a in CTAB system in the

presence of the alkylamines.

The titrations curves were used to estimate the
values of LOD and LOQ for the systems (Table 4 and
Figures $39-5S53, SI section). The lowest LOD and LOQ
values were obtained for compounds 3a and 5a in aqueous
CTAB solution. For comparison, the values of LOD
for the detection of BTA with 3a were 2.36 x 10°and
6.89 x 107 mol L in water and aqueous CTAB solution,
respectively. The lowest value of LOD (4.64 x 10" mol L)
was obtained for 5a in the detection of BTA in aqueous
CTAB solution. A compilation of LOD values for the
detection of aliphatic amines in water using different
techniques is shown in Table 5.1%!9512 The data show
that the determinations obtained using the GC and HPLC
techniques offer the lowest limits of detection, but the
values reported here, using compounds 3a-5a, are in general
less than those obtained using other techniques. Thus, the
results obtained here illustrate the interesting potential

for the application of these compounds considering the
simplicity, versatility, and low cost of the technique used.

Applications

Compound 3a was chosen to be used in three different
applications involving detection of amines. Strips of
Whatman® filter paper containing the compound were used
for the analysis of BTA in water and in the form of vapor.
Another potential application was the use of 3a for the
detection of lidocaine in water and for the quantification
of lidocaine in a commercial sample.

Detection of vapors of amines

An assay was elaborated using paper strips containing
3a to evaluate the potential of the system to act as

Table 4. Values of limit of detection (LOD) and quantification (LOQ) for compounds 3a-5a with the amines in water at 25.0 °C

BTA DEA TEA
Compound
LOD/ (mol L) LOQ/ (mol L) LOD/ (mol L) LOQ/ (mol L) LOD /(mol L) LOQ/ (mol L!
3a 236 x 10 7.88 x 10 1.61 x 10 536 x 10° 1.45 x 10 418 x 10
3a® 6.89 x 107 229 x 10* 529 x 107 1.76 x 10 6.27 x 107 2.09 x 10
4a 9.71 x 107 323 % 10 1.84 x 10 6.54 x 10° 1.42 x 10 475 x 107°
Sa? 7.00 x 107 233 x10* 6.99 x 107 233 x 10° 5.08 x 107 1.69 x 10

“With cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 1.0 x 10~} mol L-". BTA: n-butylamine; DEA: diethylamine; TEA: triethylamine.



12 Chromogenic Chemosensors Based on Phenolic Imines for the Detection of Alkylamines and Lidocaine

Table 5. Comparison between limits of detection (LOD) for the
detection of aliphatic amines in water, obtained from the literature and
for compounds 3a-5a

Technique LOD/ (mol L) Reference
HPLC 1.6x 10" 95
GC-NPD* 7.7 x 10" 96
GC 9.0 x 10" 97
HPLC 6.8 x 10 11
GC-MS 4.1 x 1078 10
Fluorescence 43 %x10%t0 9.3 x 10 32
Fluorescence 6.6 x 10°* 98
UV-Vis spectrophotometry 1.0x 107 o 1.0 x 10* 99
Electrophoresis 14 x10°t03.3 % 10° 100
UV-Vis spectrophotometry® 50x 10 to 1.0 x 107 101
Fluorescence 1.0 x 107 102
3a and 4a (without CTAB) 9.71 x 107-2.36 x 10~ this work
3a and 5a (with CTAB) 5.08 x 107-7.00 x 10~7 this work

*GC with a nitrogen phosphorus detector; "amines in ionic liquids.
HPLC: high performance liquid chromatography; GC: gas
chromatography; GC-MS: gas chromatography mass spectrometry;
CTAB: cetyltrimethylammonium bromide.

vapochromic chemosensors for the detection of amines.
The strips were left in contact with the BTA vapors in a
closed system. Figure 8 shows the images of the papers
exposed to different concentrations of BTA. The strips
containing 3a had their color changed after the addition
of BTA to the wall of the flask. The change in color of the
paper allows to estimate concentrations of BTA vapors
above 4.5 x 10~ mol L.

1.8x 107

4 4

without 4.5 x 107 x 107 1.3x 107 22107 mol L™

amine

Figure 8. Photographs of test strips for 3a in contact with vapors of BTA
at different concentrations in argon atmosphere.

Detection of amines in water

The paper test strips containing 3a were immersed
in aqueous solutions containing BTA in different
concentrations (Figure 9). The strips dipped in the solutions
had their color changed, allowing qualitative detection
of ¢ (amine) > 1.0 x 10~ mol L. No leaching of the
chemosensor from the paper to the solution was verified:
the solution containing the amine remained colorless after
the paper strip was dipped.

J. Braz. Chem. Soc.

" |
|

1LOx10° 1.0x10% 10x10% 10x10° x 10

without 0.1mol L

amine

Figure 9. Photographs of test strips for 3a in aqueous CTAB solution
(1.0 x 107 mol L") in the absence and presence of increasing amounts
of BTA.

Detection of lidocaine

Figure 10 shows solutions of compound 3a in the
presence of lidocaine in water and in aqueous CTAB
solution. The data show that lidocaine deprotonates 3a,
making the solutions colored, orange in water (Figure 10a)
and pink in aqueous CTAB solution (Figure 10b).

(a) (b)
qu;p.-
S EEEEN

3a TEA lldocame , 3a TEA lidocaine
Figure 10. Solutions of 3a (4.0 x 10 mol L") in water in the absence (a)

and presence of CTAB (1.0 x 10 mol L) (b), without and after the
addition of TEA and lidocaine at 25.0°C, with ¢ (TEA)=2.0 x 10~ mol L'
and ¢ (lidocaine) = 3.0 x 10~ mol L.

Figure 11a shows UV-Vis spectra for the titration of
3a in aqueous CTAB solution with increasing amounts of
standard pharmaceutical lidocaine. The addition of the drug
led to the reduction in the absorbances of the band with
Amae = 418 nm, corresponding to 3a, simultaneously with
an increase in absorbance of the band with a maximum of
515 nm, related to the formation of 3b. An isosbestic point
was verified at 454 nm, which suggests an equilibrium
between 3a and 3b in solution.

The absorbance values at A, = 515 nm on each
spectrum were plotted as a function of ¢ (lidocaine)
(Figure 11b). Equation 1 was used to fit the experimental
data, providing K, = (2.333 + 0.004) x 10* L mol™!
(r*=0.999 and SD = 4.805 x 10~*). Values of LOD and
LOQ were calculated (Figure S52, SI section), being equal
t05.35 x 10 and 1.78 x 10~ mol L, respectively. The Job
plot (inset in Figure 11b) suggests also a 1:1 3a:lidocaine
stoichiometry. The same stoichiometry was also verified
in pure water (Figure 536, SI section). These observations
disagree with what was verified for the same compound in
the presence of the alkylamines in water.

Some experiments were carried out to compare
the pH of aqueous CTAB solution, 3a, and lidocaine
at concentrations of 1.0 x 1073, 4.6 x 10-°, and
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Figure 11. (a) Influence of the addition of increasing amounts of a standard pharmaceutical lidocaine on the UV-Vis spectrum of 3a (4.0 x 10 mol L)
in water containing CTAB (1.0 x 10~ mol L") at25.0 °C. (b) Corresponding titration curve for the absorbances collected at 515 nm. The inset displays a

Job plot for 3a and lidocaine.

3.3 x 10~ mol L, respectively. The starting pH for the
distilled water used in the tests was equal to 5.9, the
same being verified for an aqueous CTAB solution and
for water containing both CTAB and 3a. The pH of an
aqueous CTAB solution of lidocaine was 9.1, while for
the mixture of CTAB, 3a, and lidocaine a value of 8.7 was
obtained. Thus, the A(pH) = 0.4 verified by comparing the
lidocaine solutions in the absence and in the presence of
the chemosensor is due to the neutralization of 3a, with
the formation of the colored species 3b.

The pK, value of protonated lidocaine in water is 7.8,'
being lesser than the pK, for protonated TEA (10.65). Data
suggest that lidocaine has a molecular structure capable
to make with 3a, previously to the proton abstraction, a
1:1 complex by means of both hydrophobic effect (using
its phenyl group) and hydrogen bonding. This complex
could weaken the OH bond in the phenolic moiety of the
chemosensor, which would facilitate the abstraction of the
proton, such as suggested in Scheme 4.

O;N
) s

MR

3a H

o

o

S}
oy
S/

lidocaine ]

-

Z—I---

Scheme 4. Proposal for the interaction of 3a with lidocaine in solution.

Tests were carried out to verify the application of
3a as a chromogenic chemosensor for commercial
lidocaine samples. A calibration curve was obtained by
LC-MS measurements (Figures $54-S58, SI section),
using the standard pharmaceutical lidocaine, in order to
find a comparison with the titration curve of Figure 11b.
Figure 12A shows UV-Vis spectra for different
concentrations of a commercial sample of lidocaine. The
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Figure 12. (A) UV-Vis spectra of 3a in water with CTAB (1.0 x 10~ mol L") at 25.0 °C without (a) and with 1.02 x 10~ (b), 3.04 x 10~ (c), and
6.99 x 10~° mol L' (d) of a commercial sample of lidocaine. (B) Titration curve at 515 nm for the titration of 3a (5.0 x 10~° mol L") with increasing
amounts of a standard pharmaceutical lidocaine. The red circles correspond to the commercial samples of lidocaine.
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absorbances at 515 nm were collected and the values were
applied in the curve shown in Figure 12B (red points in
the curve) to obtain the concentrations of lidocaine. Data
were compared to the LC-MS calibration curve, showing
a good agreement between the two techniques. The LOQ
and LOD values were very close when both techniques
were compared. Compound 3a was also efficient in
the evaluation of lidocaine in purely aqueous medium
(Figure $59, SI section).

Conclusions

Compounds 3a-5a were synthesized and studied as
chromogenic chemosensors for the detection of alkylamines
in water based on the acid-basic approach, in which
the basicity of the analytes was used as a property to
generate the colored phenolates in solution. The acidity
of the compounds could be increased with addition of
CTAB to water above its CMC, which enabled the use
of compound 5a as chromogenic chemosensor. Thus,
the use of the compounds as chemosensors depends on
the molecular structure of the phenols, the basicity of the
amines, and the medium.

The studies performed in water in the presence of
CTAB revealed that the compounds in their deprotonated
form (3b-5b) are perichromic. The A, values in the Vis
region of the dyes are shifted to longer wavelengths if
CTAB is added to the medium, indicating that the dyes are
incorporated in less polar media than pure water. These data
suggest that these compounds and other dyes with related
molecular structures can be used as probes for the detection
of surfactants in water. The addition of CTAB also increases
the stability of phenolate 3b, improving the performance
of the system as chemosensor.

The titration curves obtained for the compounds and
the alkylamines showed that compounds 3a and 4a interact
with the amines in a 1:2 chemosensor:amine stoichiometry,
requiring 1 equiv of amine to interact with the phenolic
moiety of the chemosensor through hydrogen bonding,
which weakens the O-H bond, and a second equivalent of the
amine for the full abstraction of the proton. Data for Sa show
1:2 and 1:3 chemosensor:amine stoichiometries, which was
explained by a combination of two aspects, the lower acidity
of the compound compared to the others and the presence of
the lipophilic fert-butyl groups as substituents. In this case,
one equivalent of the amine can interact with the compound,
through hydrophobic effect, previously to the addition of the
other 2 equiv of the amine required to abstract the proton.

The versatility of the compounds studied was
demonstrated for the design of chemosensors for the naked-
eye and quantitative detection of alkylamines in aqueous

J. Braz. Chem. Soc.

and vapor phases. The systems were also applied for the
quantitative detection of lidocaine in water. The use of the
systems on solid support, as vapochromic chemosensors
or for the detection of amines in water, allows to think
about their applications in industrial, environmental, and
pharmaceutical areas.

Supplementary Information

Supplementary data (characterization data; UV-Vis
studies; self-aggregation assays; pK, determinations;
determination of equilibrium constants; determination
of limits of detection and quantification; stability of
compounds; and chromatography assays) is available free
of charge at http://jbcs.sbq.org.br as PDF file.
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