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RESUMO

O sensoriamento de analitos é de extrema importancia em diversas dreas da ciéncia
devido a sua capacidade de detectar e quantificar substancias quimicas especificas de maneira
rapida, precisa e seletiva. No monitoramento ambiental, destaca-se o acompanhamento de
poluentes ambientais, incluindo metais pesados, pesticidas, e outros contaminantes quimicos.
Na inddstria alimenticia, os sensores sdo uteis na detec¢do de contaminantes e aditivos
indesejdveis, garantindo a seguranca dos alimentos consumidos e na medicina, destaca-se a
deteccao de biomarcadores especificos que sdo associados a diversas doengas.

O desenvolvimento de sensores fluorescentes é de suma importancia visto a deteccao
rapida e muitas vezes em tempo real dos analitos, sem a necessidade de procedimentos
invasivos ou de preparacdo complexa das amostras. Soma-se a isso, podem ser projetados para
serem altamente especificos para determinados ions ou moléculas, minimizando a interferéncia
de outras substancias.

Neste trabalho, foi desenvolvido a sintese, caracteriza¢do e estudo fotofisico de um
sensor, contendo o niicleo quinolinico, capaz de detectar a presenca do fon Zn>* com alta
seletividade. O sensor (LRN?2) foi sintetizado em duas etapas, a partir da ciclocondensacao da
2-aminoacetofenona, seguido pela condensacio do produto com  2-hidroxi-1-
nafatlenocarboxaldeido, obtendo-se um sélido amarelo com rendimento de 82%. O produto,
LRN?2, foi caracterizado através de técnicas de analises instrumentais como IR, NMR ('He '*C)
e HRMS. Os espectros de UV-vis e de fluorescéncia foram realizados na presenca e auséncia
de diversos ions metalicos utilizando acetonitrila (ACN) como solvente. Quando dissolvido em
ACN, o ligante LRN2 ndo se mostrou emissivo, mas na presenga de Zn>*, observou-se uma
significativa emissdo em 540 nm, sendo atribuida a formacdo de um complexo 1:1 entre o fon
Zn**com os centros nucleofilicos do ligante LRN2.

O ligante LRN2 mostrou-se sensivel a baixissimas concentracdes de Zn* (0.2 equiv. —
6,1x10® mol), permitindo identificar a presenga do fon na ordem de nmol. Experimentos de
competicdo foram feitos com outros fons metdlicos e, a emissdo de fluorescéncia causada pela
mistura contendo Zn** foram similares a emissio causada quando h4 apenas o Zn** em solugio.
Na presenca dos fons Cu®*, Cr’* e Fe’', observou-se uma significativa diminui¢io da
intensidade de emissdo em 540 nm, o que sugere que esses cdtions metalicos estdo causando
o fenomeno de supressao devido ao efeito do dtomo pesado. Estudos por RMN evidenciaram
que a complexacdo envolveu a hidroxila fendlica, onde observou-se uma diminui¢io da area

integrada do sinal OH conforme a concentracdo de Zn>* aumentou na solugio.



Foi possivel sintetizar e cristalizar o complexo formado entre LRN2 e Zn**, o qual foi
caracterizado por DRX de monocristal, apresentando uma geometria bipiramidal trigonal, tendo
o fon nitrato como ligante auxiliar. Os resultados mostraram que o LRN2 atua como ligante
tridentado e que a hidroxila participa do processo de complexacdo, conforme ja havia sido
observado pelos resultados obtidos por RMN.

Por fim, usando a técnica de fluorescéncia com variagdo de temperatura, foi possivel
determinar que a formagao do complexo ocorre de forma espontanea, com variagao de entalpia
igual a -40,79 kJ/mol.

LRN2 também foi testado em amostras reais cujos rotulos da embalagem indicavam a
presenca do micronutriente. As amostras consistem em pastilha de Vitamina C + zinco, suco
de caixinha e leite integral. Com a adi¢do do ligante LRN2, foi possivel observar a emissao
caracteristica do complexo LRN2:Zn?" , indicando que o sensor é capaz de detectar o fon em

diferentes matrizes.

Palavras-chave: sensores, fluorescéncia, ion zinco, complexo, seletividade



ABSTRACT

The sensing of analytes is of utmost importance in various fields of science due to its
ability to detect and quantify specific chemical substances quickly, accurately, and selectively.
In environmental monitoring, it stands out in the tracking of environmental pollutants, including
heavy metals, pesticides, and other chemical contaminants. In the food industry, sensors are
useful for detecting contaminants and undesirable additives, ensuring the safety of consumed
foods, and in medicine, they are notable for the detection of specific biomarkers associated with
various diseases.

The development of fluorescent sensors is of great importance due to the rapid and often
real-time detection of analytes, without the need for invasive procedures or complex sample
preparation. Additionally, they can be designed to be highly specific for certain ions or
molecules, minimizing interference from other substances.

In this work, the synthesis, characterization, and photophysical study of a sensor
containing a quinoline core capable of detecting the presence of the Zn** ion with high
selectivity was developed. The sensor (LRN2) was synthesized in two steps, starting from the
cyclocondensation of 2-aminoacetophenone, followed by the condensation of the product with
2-hydroxy-1-naphthaldehyde, obtaining a yellow solid with a yield of 82%. The product,
LRN2, was characterized through instrumental analysis techniques such as IR, NMR ('H and
13C), and HRMS. UV-vis and fluorescence spectra were recorded in the presence and absence
of various metal ions using acetonitrile (ACN) as the solvent. When dissolved in ACN, the
ligand LRN2 was non-emissive, but in the presence of Zn**, significant emission at 540 nm was
observed, attributed to the formation of a 1:1 complex between the Zn?* ion and the nucleophilic
centers of the LRN2 ligand.

The LRN2 ligand was sensitive to very low concentrations of Zn** (0.2 equiv. — 6,1x10°
mol), allowing the detection of the ion in the nmol range. Competition experiments were
conducted with other metal ions, and the fluorescence emission caused by the mixture
containing Zn>* was similar to the emission caused when only Zn?* was present in the solution.
In the presence of Cu*, Cr**, and Fe" ions, a significant decrease in the emission intensity at
540 nm was observed, suggesting that these metal cations are causing the suppression
phenomenon due to the heavy atom effect. NMR studies showed that complexation involved
the phenolic hydroxyl group, where a decrease in the integrated area of the OH signal was

observed as the Zn?* concentration increased in the solution.



It was possible to synthesize and crystallize the complex formed between LRN2 and
Zn**, which was characterized by single-crystal X-ray diffraction, presenting a trigonal
bipyramidal geometry with the nitrate ion as an auxiliary ligand. The results showed that LRN2
acts as a tridentate ligand and that the hydroxyl group participates in the complexation process,
as previously observed in the NMR results.

Finally, using the fluorescence technique with temperature variation, it was possible to
determine that the formation of the complex occurs spontaneously, with an enthalpy change of
-40.79 kJ/mol.

LRN2 was also tested in real samples whose packaging labels indicated the presence of
the micronutrient. The samples consisted of Vitamin C + zinc tablets, juice box, and whole
milk. With the addition of the LRN2 ligand, the characteristic emission of the LRN2:Zn>*

complex was observed, indicating that the sensor can detect the ion in different matrices.

Keywords: sensors, fluorescence, zinc ion, complex, selectivity
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1 INTRODUCAO

1.1 Fotoquimica

A fotoquimica é o ramo da quimica que investiga as interagdes entre a luz e a matéria.
Este campo de estudo aborda a compreensdo sobre como a energia luminosa, ao ser absorvida
pelas moléculas, pode induzir reacdes quimicas que sdo inacessiveis ou pouco eficientes em
condicdes térmicas, além de obter informagdes sobre os estados excitados. [!!

A evolugdo da fotoquimica pode ser tragada ao longo de vdrias eras histéricas, cada
uma contribuindo significativamente para o entendimento atual deste campo. O século XIX
marcou avancos significativos com a descoberta da fotossintese pelo médico holandés Jan
Ingenhousz (1730-1799) e cientista inglés Joseph Priestley (1733-1804). A fotossintese
demonstrou como a energia luminosa é convertida em energia quimica, um processo vital para
a vida na Terra. ? Um pouco mais tarde, no inicio do século XX, a teoria quantica desenvolvida
por Max Planck, Albert Einstein e Niels Bohr estabeleceu as bases tedricas para a compreensao
da absor¢do de luz. Em 1905, Albert Einstein (1889-1911) explicou o efeito fotoelétrico,
fundamentando a ideia de que a luz pode ser quantizada em f6tons, o que revolucionou a teoria
fotoquimica.

Com o advento da espectroscopia e dos lasers, a pesquisa fotoquimica avangou
consideravelmente, permitindo a andlise detalhada dos estados excitados e da dinamica
reacional em nivel molecular. Este progresso acabou irradiando para outras areas cientificas e
tecnoldgicas, como o desenvolvimento de células solares e na terapia fotodindmica. No
primeiro, destaca-se a importancia do estudo de fotocatalisadores que podem produzir
combustiveis solares, enquanto no segundo utiliza-se fotossensibilizadores no tratamento de
cancer e outras doencas. 8!

A fotoquimica é uma drea interdisciplinar que conecta conceitos fundamentais da
fisica e da quimica para explorar os efeitos da luz na matéria. Sua histdria rica e sua importancia
pratica em diversos campos cientificos e tecnoldgicos destacam seu papel central no avango do

conhecimento e no desenvolvimento de novas tecnologias.

1.2 Sensores

Sensores quimicos sdo dispositivos projetados para detectar e responder a presenca ou
concentracdo de uma substancia especifica em uma amostra. Este dispositivo deve operar de

maneira reversivel e continua, permitindo a medi¢do direta na matriz da amostra sem a



11

necessidade de etapas adicionais de preparo. Um sensor quimico possui dois componentes
imprescindiveis, o elemento receptor e o elemento transdutor. O receptor € responsavel pela
interacdo especifica com a espécie quimica de interesse (analito) e o transdutor converte esta
interacdo em um sinal mensurdvel, que pode ser 6ptico, eletroquimico, elétrico, colorimétrico,
magnético e térmico.””! O principio de funcionamento de sensores quimicos estd representado

de maneira simplificada no esquema abaixo.

Reconhecimento Transdugao Processamento
do sinal
* O analito entra e A interacdo “ ¢ O sinal gerado
em contato com entre o receptor pelo transdutor é
0 elemento e o analito gera processado
receptor,  que uma mudanca eletronicamente
possui alta fisica ou para
seletividade e quimica que o amplificagdo,
sensibilidade transdutor filtragem e
para a espécie converte em um interpretacgao,
alvo sinal resultando na
mensuravel. quantificagdo ou
identificacdo do
analito.

Esquema 1: Esquema simplificado do principio de funcionamento de um sensor quimico

Os sensores quimicos representam uma tecnologia crucial em diversas d&reas,

possibilitando a detec¢ado precisa e eficiente de uma diversidade de analitos.

1.3 Sensores fluorescentes

Os sensores fluorescentes utilizam o fendmeno da fluorescéncia para detectar e
quantificar a presenca do analito. A molécula sensor pode ser organica, inorganica ou um
complexo metdlico e € chamada de fluoréforo. Os fluoréforos absorvem fétons, causando que
um elétron do HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) seja promovido para o orbital
molecular mais baixo desocupado (LUMO - Lowest Unoccupied Molecular Orbital). Ao
retornar ao estado fundamental, a molécula emite luz de um comprimento de onda maior (menor
energia) do que a luz absorvida.!'”! Este fendmeno pode ser condicionado pela presenca e

natureza dos analitos a serem detectados, fazendo com que sensores se tornem emissivos (Turn-
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On) ou, caso o sensor seja fluorescente na auséncia do analito, ocorra a supressdo de sua
emissao (Quenching).

Os sensores fluorescentes sao uma excelente escolha quando pensamos na determinacao
da presenca de solventes, substancias, metais e quaisquer outras espécies que, de alguma
maneira, interajam seletivamente com o sensor.

Sensores fluorescentes do tipo OFF-ON s@o conhecidos por representarem compostos
que sob determinadas condi¢des e na auséncia do analito, ndo apresentam emissdo de luz (modo
OFF). Entretanto, quando submetido a presenca de espécies que irdo interagir com ele, passa a
ser observado a fluorescéncia (modo ON).

A tabela abaixo mostra alguns trabalhos da literatura que envolvem a sintese e aplicacao

de sensores fluorescentes do tipo OFF-ON que foram publicados nos dltimos 5 anos.

Tabela 1: Trabalhos publicados nos ultimos 5 anos que abordam sensores do tipo OFF-ON

Ano de
Artigo Esquema do sensor
publicacio

Trabalho de revisdo de
sensores fluorescentes
utilizados para deteccdo e 2023
geragdo de imagens de ions
metalicos em  sistemas

biologicos.

Determina¢do do ion Zn**
através de um  sensor

fluorescente derivado da 2020

quinolina. ! |

OFF OFF

Determina¢do do fon Zn**
através de um sensor
fluorescente derivado da 2018
cinamil pirazolina quinolina

e sua aplicagdo na geracdo

de imagens de células

OFF

vivas. [13!
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Estudo de sensor
fluorescente ¢ colorimétrico
derivado da
benzol[f]fluoresceina  para

Cu*" e pH. !4

» 2017

1.4 Sensores para zinco

O zinco € o segundo metal mais abundante no corpo humano e o micronutriente com
. ~ . [15,16] . Ly L . .
maior concentragdo trago intracelular . O fon metalico estéd associado a diversos processos
bioldgicos, com destaque para sua atuacdo indireta nas reacdes de fotofenton.
As reacdes de Fenton s@o um conjunto de reagdes quimicas que envolvem perdxido de
hidrogénio (H202) e o fon Fe*. Estas reacdes foram descritas pela primeira vez por H.J.H.
Fenton em 1894 e sdo conhecidas por sua capacidade de gerar radicais livres altamente

reativos.[!7-2%)

Fe?* +H,0, —= Fe3* + HO"+OH
Fe3* +H,0, —= Fe?* + HOO + H*

2H202 — HO + HOO."'HQO

Figura 1: Reagoes de Fenton

O Zn**, por sua vez, ndo participa diretamente da reacdo de Fenton, mas pode influenciar
a disponibilidade de ferro (Fe?*/Fe*"), que € essencial para a geragdo de radicais livres na reagao
de Fenton. O fon Zn** pode competir com o Fe** por locais de ligagdo em biomoléculas e
proteinas. Ao se ligar a essas biomoléculas, o Zn*" impede que o Fe** se ligue e participe da
reacdo de Fenton, reduzindo a producio de radicais hidroxila (sOH). [23-26!

Outrossim, Zn** ¢ um cofator para varias enzimas antioxidantes, como a superoxido
dismutase (SOD), que converte o radical superoxido (O2¢") em peroxido de hidrogénio (H20x),
diminuindo a quantidade de superéxido disponivel para a reagdo de Fenton e,

consequentemente, a producdo de radicais hidroxila. 127-%
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Dessa forma, o fon metdlico pode atuar como um agente antioxidante de maneira
indireta nas reacdes de Fenton, diminuindo a formagao de radicais hidroxila.

Com base na alta relevincia do Zn** no metabolismo humano e as possiveis
complicagdes resultantes da sua baixa concentragdo, € necessario que o cation seja monitorado
e quantificado através de técnicas adequadas para detectd-lo em concentragdo traco.

Uma boa estratégia € o uso de sensores fluorescentes seletivos visto a capacidade de
fornecer informacdes precisas e sensiveis sobre a presenca € a concentracdo do analito. A
espectroscopia de fluorescéncia € uma valiosa ferramenta para avaliar os sinais dpticos gerados
pela fluorescéncia. A sua alta sensibilidade estd relacionada com algumas caracteristicas
intrinsecas da técnica, sendo elas: alta relacdo sinal-ruido, amplificacio do sinal e baixo ruido
de fundo. Em conjunto, esses fatores contribuem para a alta sensibilidade da espectroscopia de
fluorescéncia, que € especialmente ttil quando se deseja detectar e quantificar substancias em

concentragdes muito baixas. *!

1.5 Quinolinas como sensores

1.5.1 A quimica da quinolina e seus derivados
A quinolina ¢ um composto heterociclico aromatico de formula molecular CoH7N e foi
extraida pela primeira vez em 1834 a partir do alcatrao — mistura complexa de HPAs que advém

do processo de coqueifacdo do carvio. 4

X
7
N
Figura 2: Estrutura da quinolina

A quinolina é uma base fraca (pKa (BH") = 4,85 em 4gua) devido a presenga do atomo
de nitrogénio na estrutura piridinica, que pode aceitar um proton. As reagdes quimicas tipicas
da quinolina incluem a alquilagdo, acilacao, nitragcdo e halogenagdo. A quinolina também pode
ser hidrogenada para formar derivados diidros e tetraidros. [>>3¢

Os derivados de quinolina sdo amplamente utilizados como sensores fluorescentes
devido a capacidade de formar complexos estaveis com metais e sua alta fluorescéncia. Estes
sensores sdao especialmente Uteis na deteccdo de ions metalicos e pequenas moléculas em
solugdes aquosas. A formacdo de complexos com ions metélicos, como Zn*", Cd*, e Hg*,

resulta em mudancas na intensidade ou no deslocamento do comprimento de onda da
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fluorescéncia. [sso ocorre porque a interagdo com o ion metalico pode alterar o estado eletronico
do fluoréforo quinolinico.7-41]

A presenga do nucleo pi na estrutura da quinolina e de seus derivados promovem
transicdes eletronicas quando excitados pela radiagdo UV e UV-vis . A transi¢do ¢ comum em
sistemas aromaticos como a quinolina, onde os elétrons m podem ser excitados de um orbital
ligante para um orbital antiligante de maior energia. Soma-se a isso, também ¢é possivel a
transicao n-m* envolvem a excitagdo de um elétron de um orbital ndo ligante (n) associado ao
4tomo de nitrogénio para um orbital 7* antiligante. [**!

A sintese de quinolinas pode ser realizada através de duas reagdes de condensagao:
formagdo de base de Schiff seguida por uma tipo reacao alddlica intramolecular (Figura 3).

Nas duas etapas ¢ utilizado um solvente “verde” , o etanol. Esse tipo de solvente ¢ uma
alternativa sustentavel aos solventes tradicionais em reagdes quimicas pois visam minimizar o
impacto ambiental e os riscos a satide. No caso do etanol, ele ¢ derivado de fontes renovaveis,
como a cana-de-agucar, milho, ou outros materiais vegetais, o que reduz a dependéncia de
combustiveis fosseis ndo renovaveis. Além disso, o uso desses solventes pode melhorar a
seguranga no ambiente de trabalho e reduzir custos relacionados ao manejo de residuos e
conformidade com regulamentos ambientais.

A rota pode ser considerada, portanto, como ecologicamente amigéavel pois além da
utilizacdo de alcoois comuns, o processo ndo utiliza catalisadores metélicos, evitando uma
possivel contaminacdo do produto e a geragio de residuos toxicos. 43441

Neste trabalho, o nucleo quinolinico foi preparado pela ciclocondensagcdo de duas

unidades de 2-aminoacetofenona (Figura 3, reagdo a direita)

R3 R3 R3 H
N R2 R2 R2
| 1 2 Y o H
R I+ OO H —— R ~—— R +
NH2 07 “R! 220 ZS\ Rt 2O 7 NH; 07 °R!

Figura 3: Estratégias sintéticas para a sintese de quinolinas

1.6 A espectroscopia UV-vis e de fluorescéncia

A espectroscopia UV-vis (Ultravioleta-Visivel) ¢ uma técnica analitica que permite a

medi¢do da absor¢do da radiacdo eletromagnética pelas substancias. Esta técnica é baseada na
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intera¢ao da luz com os elétrons de moléculas ou atomos, resultando em transi¢des eletronicas.
As transigdes possuem energia e comprimento de onda especificos € podem ser quantificadas
para fornecer informacgdes detalhadas sobre a concentragdo e estrutura das substancias
analisadas. 4’

A intensidade da absor¢do de radiacdo esta diretamente relacionada a concentragao da
substancia em que estd sendo analisada. Essa associacdo estd prevista na Lei de Lambert-Beer,
conforme apresentado abaixo:

A=¢lc

Equacdo 1: Lei de Lambert-Beer
Onde:

A = Absorvancia
€ = Coeficiente de absortividade molar (L . mol! . cm™)
1 = Comprimento do caminho 6tico percorrido pela luz (cm)

¢ = Concentracdo da substancia

A relacdo linear se mantém precisa apenas para valores de absorvancia relativamente
baixos. Ao ultrapassar o valor de 1, ocorrem desvios da linearidade devido a fatores como, por
exemplo, o ruido instrumental. Com o aumento da absorvancia, a quantidade de luz transmitida
que chega ao detector diminui exponencialmente. Com menos luz chegando ao detector, o sinal
se aproxima dos niveis de ruido instrumental, o que reduz a precisao e a exatidao das medigdes,
resultando em dados menos confidveis por diminuir a sensibilidade e desvios de linearidade.
Outrossim, em altas concentra¢des, pode ocorrer dispersao da luz pela amostra, afetando a
medicdo. Nessas condi¢des, também hd possibilidade de agregacgao e associagao das moléculas,
o que provoca um desvio da proporcionalidade direta entre absorvancia e concentracio, previsto
pela lei. 14!

A sensibilidade e precisdo, capacidade de detectar concentracdes muito baixas, rapidez
e facilidade de uso, e a natureza ndo destrutiva da andlise, que permite multiplas medi¢des na
mesma amostra fazem com que a espectroscopia UV-Vis se destaque em diversas dreas como
bioquimica, a inddstria farmacéutica e ciéncia dos materiais. (74!

A espectroscopia de fluorescéncia abrange as transi¢des eletronicas que ocorrem em
atomos, ions e moléculas que estdo em seu estado de mais baixa energia e a partir da excitagao
advinda da radiagdo UV-vis, esses elétrons atingem niveis energéticos de maior energia. Ao

retornarem para o estado fundamental, a energia extra adquirida pela excitacdo precisa ser
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liberada e uma das maneiras que pode ocorrer esse decaimento ¢ através da fluorescéncia
(mecanismo radiativo).

O diagrama de Perrin-Jablonski é uma representagdo grafica fundamental na
fotoquimica, ilustrando os estados eletronicos de uma molécula e as transicdes entre esses
estados devido a absor¢do e emissdo de luz. Este diagrama, desenvolvido pelo quimico
Aleksander Jablonski, utilizando conceitos de fluorescéncia previamente propostos por Perrin,
mapeia os estados fundamentais e excitados, tanto singletos quanto tripletos, e as diversas
transi¢cdes que ocorrem, como absor¢do, relaxacdo vibracional, fluorescéncia, cruzamento

intersistemas e fosforescéncia. P!

Estados excitados MVAVAY

s, L‘ i conversao interna

A 3
cruzamento intersistema
V-
$ relaxagao vibracional
Sy ’-i T NN~
T,
S 1
| Absorcéo |3 [Fluorescéncia | Fosforescéncia

¥

T i

Estado fundamental S,

Figura 4: Diagrama simplificado de Aleksander Jablonski
MARTINS, VINICIUS; RONCONI, C. M. Redes de coordenagdo:

planejamento, sintese, topologia e propriedades fotofisicas. Revista Virtual
de Quimica, v. 9, n. 3, p. 1318-1341, 2017.

Em sintese, a fotoquimica é uma drea interdisciplinar que explora a intera¢do da luz com
a matéria e seus fenomenos. A fotoquimica estd presente no estudo e desenvolvimento de
sensores quimicos, cuja aplicacdo abrange diversos campos cientificos e tecnoldgicos. Os
sensores quimicos, especialmente os sensores fluorescentes, desempenham um papel crucial ao
possibilitar a detec¢do precisa de diversos analitos em baixas concentracdes e de forma
seletividade. Para as andlises dos sensores, é¢ de suma importancia as espectroscopias UV-vis e
de fluorescéncia. Essas técnicas contam com equipamentos que possuem alta relacdo sinal-

ruido, amplificag¢do do sinal e baixo ruido de fundo.
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Os derivados da quinolina s@o 6timos candidatos a sensores fluorescentes devido a sua
capacidade de formar complexos estaveis. Além disso, as transi¢cdes eletronicas que ocorrem

em sua estrutura podem ser avaliadas pela espectroscopia UV-Vis e de fluorescéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O trabalho visa a preparagdo e o estudo fotofisico de um composto quinolinico capaz de

detectar fluorimetricamente o ion zinco.

2.2 Objetivos especificos

1. Sintese do intermedidrio 2-(4-metilquinolin-2-il)anilina, através da reacdo de

condensacdo da 2-aminocetofenona.

2. A partir do precursor LRN1, sintetizar a imina LRN2 que sera candidata a molécula

Sensor.

3. Utilizar as técnicas de caracterizagio como HRMS, RMN *C e RMN 'H, IV e DRX
para avaliacdo da estrutura dos compostos preparados. Para o estudo fotofisico serdo utilizadas

espectroscopia UV-Vis e de fluorescéncia.

4. Avaliar o comportamento do ligante na presenca de outros cations com auxilio das
técnicas de espectroscopia UV-vis e de fluorescéncia. Também serdo realizados experimentos

de competicdo entre Zn>* e outros cétions.

5. Avaliar a relagdo da concentracao do metal com a intensidade de fluorescéncia, a fim
de determinar a constante de associacao (Ka) e os limites de detec¢do (LoD) e de quantificacao

(LoQ) do sensor.
6. Determinar a estequiometria de complexacao através do Job Plot .
7. Estudar como a temperatura afeta a emissdo do complexo LRN2:Zn**

9. Avaliar a utilidade do sensor em amostras reais.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados nas etapas de sinteses foram adquiridos da Sigma-Aldrich
e foram usados como recebidos. Solventes grau P.A. foram da marca Vetec, enquanto os de

grau HPLC foram da marca Tedia.
3.1 Sintese dos compostos LRN1 e LRN2

A sintese da molécula ligante LRN2 foi realizada em duas etapas, sendo a primeira, a

sintese do precursor LRN1 (Figura 6), contendo o niicleo aminofenil-quinolina.

NH,
N
KOH
EtOH N
: ®

o}
LRN1 H,N

Figura 5: Sintese de LRNI — primeira etapa da reagcdo

Sintese da 2-(4-metilquinolin-2-il)anilina (LRN1). Em um baldo de 25mL (14/20),
adicionou-se 7,39 mmol (1,0 g) de 2-aminoacetofenona, 23 mmol (1,29 g) de KOH e 5 mL de
etanol. A seguir, a mistura foi aquecida sob refluxo por 3h. O andamento da reacdo foi
acompanhado por CCD, usando placas de silica e misturas de hexano/acetato de etila como
eluentes. Adicionou-se 4gua a mistura reacional e extraiu-se com acetato de etila (3x 20mL),
secou-se a fase orgénica sobre sulfato de sédio anidro e filtrou-se através de uma coluna de
silica. Por fim, evaporou-se o solvente em evaporador rotatorio. Obteve-se um solido amarelo

acastanhado com rendimento de 43%.
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Na segunda etapa, ocorreu a sintese do LRN2 (Figura 7), molécula candidata a sensor.

OH EtOH OH N

LRN1 H2N LRN2

Figura 6: Sintese de LRN2 — etapa final da reagdo

Sintese do dI1-(((2-(4-metilquinolin-2-il)fenil)imino)metil)naftalen-2-ol (LRN2). Em
um baldo de 25mL (14/20), adicionou-se 1,69 mmol (0,34 g) de LRN1, 1,7 mmol (0,29 g) de
2-hidroxi-1-naftalenocarboxialdeido e 10 mL de etanol. A seguir, a mistura foi aquecida sob
refluxo por 2h. O andamento da reacdo foi acompanhado por CCD, usando placas de silica e
misturas de hexano/acetato de etila como eluentes. Removeu-se o condensador e deixou-se sob
aquecimento para retirada de boa parte do solvente (~ 50% do volume). O precipitado obtido
foi filtrado em funil sinterizado, lavado com etanol gelado e seco a temperatura ambiente.
Obteve-se 0,533g de um solido amarelo com rendimento de 82% .

A reacgdo de formagdao do complexo se da pela interacdo do fon metédlico com o centro
coordenante da molécula ligante, conforme representada simplificadamente no Esquema 2. A
reacdo pdde ser acompanhada através do teste na cubeta. Na cubeta a esquerda, apenas LRN?2

em ACN e na cubeta a direta, LRN2 em ACN com adi¢@o de Zn(NO3)> .

Zn2+

ACN

Sensor OFF Sensor ON

Esquema 2: Reagdo simplificada de formacdo do complexo LRN2:Zn**
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3.2 Caracterizacao

a)Espectroscopia na regiao do infravermelho
O equipamento utilizado foi um espectrometro NICOLET 6700 MAGNA. Para estas

medidas utilizou-se pastilha de KBr e a regidio analisada foi compreendia entre 4000-400cm’’.

b) Espectrometria de massas de alta resolucao (HRMS)

Os espectros de massas de alta resolugcao foram obtidos em um espectrometro de massas
hibrido Quadrupolo-Orbitrap de alta resolu¢do e exatiddio em massas modelo Thermo
QExactive (Thermo Scientific) com fonte de ionizagdo por eletronebulizacdo (electrospray).

c¢) Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN '*C e de RMN 'H foram registrados em um aparelho Bruker
BioSpin GmBH com frequéncia 500 MHz para hidrogénio e 125 MHZ para carbono a
temperatura de 298K. Cerca de 20 mg de cada amostra foi pesada e solubilizada em 0,6 mL de

acetona-d6 (Cambridge Isotope).

d) Ponto de fusao
Os pontos de fusdo foram determinados utilizando um aparelho de ponto de fusdo da

Fisatom (modelo 431) e ndo foram corrigidos.

e) Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-vis
Os espectros de absor¢do UV-vis foram obtidos utilizando o espectrofotdmetro
Shimadzu UV-2450, variando-se os comprimentos de onda de 200- 600nm. As amostras foram

acondicionadas em cubetas de quartzo com caminho 6tico de 1 cm.

1. Coeficiente de absortividade molar (g)
Para cada solvente mencionado em 3.6.1, foram preparadas solugoes de LRN2 de
concentragdo entre 1x 10 mol.L! e a partir delas, foi realizada em média 8 diluicdes
para acompanhar a variacdo da absorvancia nas bandas mais intensas em relacdo a

concentracdo de LRN2. Assim, foi possivel determinar o € para cada solvente.
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2. Comportamento do ligante e do complexo LRN2:Zn** em diferentes niveis de acidez.
Através do preparo de solu¢des com pH variando de 1 a 12. Foi determinado os

espectros de absorcdo e de fluorescéncia.

f) Espectroscopia de emissao de fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos utilizando o
espectrofluorimetro da Edinburgh Instruments, modelo FO00, com lampada de Xe (Xe900,
450W) e monocromador TMS300, e acondicionando as solu¢des em cubetas de quartzo com
caminho o6tico de 1 cm.

A varredura do espectro ocorreu no intervalo de 462 a 700nm com excita¢do em A =

442nme DO =0,1 .

g) Espectros de emissao de fluorescéncia com variacao de temperatura

Os espectros foram obtidos no espectrofluorimetro Jasco, modelo FP-8250 com
controlador de temperatura Koolance. Foi preparada uma solucdo contendo LRN2 e outra com
LRN2:Zn** (proporgio 1:3), ambas em ACN. Foi acompanhado, entdo, a variacdo da emissdo

de fluorescéncia de ambas as solucdes em um intervalo de temperatura de 0 a 70°C.

Tabela 2: Concentragoes das solucdes de LRN2 e Zn** utilizadas no fluorimetro com variagdo de temperatura

[LRN2] mol/L em ACN [Zn?**] mol/L em ACN
Solugio 1 6,5x10° -
Solugio 2 6,3x10°® 2,3x107

h) Difracdo de Raios X

Os dados de difracdo de raios X foram obtidos no difratdmetro D8 venture (Bruker)
equipado com um detector CMOS (Complementary metal-oxide—semiconductor) a 286 K. Os
cristais foram obtidos pelo método de andlise de difracao de raios X de monocristal. O cristal,
de alta qualidade e pureza, foi irradiado com feixes de raios X. A medida que o aparato onde
estd alocado o cristal € girado, os raios difratados sdo detectados criando um padrado de difracdo
tridimensional. Dessa forma, € produzida a imagem em 3D do cristal, o Oak Ridge Thermal

Ellipsoid Plot (ORTEP).
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3.3 Aplicacao em amostra real

O sensor foi testado, de forma qualitativa, em 3 matrizes diferentes e em todas elas,

acompanhou-se a emissdo em 540 nm .

1. Vitamina C + Zinco

Em um béquer contendo 100mL de dgua, foi adicionado meia patilha efervescente de
Aceviton Zinco ®. Apés o fim da liberacdo do gés, foi retirado 100uL da solucdo e adicionado
em uma cubeta contendo 2,5mL de ACN; Em seguida, aliquotas do ligante foram adicionadas

na cubeta e os espectros de emissao foram obtidos.

2. Suco Ades ® e leite Integral

Tanto o suco quanto o leite, possuem no rétulo da embalagem a indicacdo da presenca
de zinco. Logo, o objetivo € conseguir detectar o fon através do sensor LRN2.

Em um pote de vidro contendo 100ul. de LRN2 em 3mL de ACN, foi adicionado 100uL
do suco. A solugdo foi colocada em camara escura com lampada UV A=400nm de exc. O mesmo

procedimento foi realizado para o leite integral.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacao estrutural

4.1.1 Sintese e caracterizacao de LRN1

Na primeira etapa da reacdo, obteve-se um sélido amarelo acastanhado (LRN1) com
rendimento de 43%. O acompanhamento da reacdo com CCD mostrou que os reagentes foram
consumidos, o que restringe a possivel explicacdo do baixo rendimento a formagdo de
subprodutos. Acredita-se que perdas de material durante a etapa de extracdo podem ter
contribuido ao baixo rendimento. O produto foi caracterizado por espectrometria de massas de
alta resolucao (EMAR), sendo a valor de massa encontrada (m/z = 235,12308) coerente com o

valor de massa calculada (m/z = 235,12297) (Figura 7)

4038_LRN1_pos #1-50 RT: 0.01-0.44 AV: 50 NL: 6.79E9
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.001
100 235.12308

E H,N

T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700

m/z

Figura 7: Espectro de massas do composto LRN1

4.1.2 Sintese e caracterizacio de LRN2

A seguir, na segunda etapa, o composto LRN?2 foi sintetizado com 81% de rendimento,
0 que j4 era esperado para reagOes similares realizadas nos artigos de referéncia (formagao de
iminas).

Apesar do baixo rendimento na primeira etapa da reacdo, a sintese da imina na segunda
etapa foi muito satisfatéria. Ambas as etapas ocorreram com o uso de solventes ecologicamente
amigdveis, sob temperaturas brandas e com pouco tempo de reacdo, além de ndo terem sido

necessdrias etapas extras de purificacdo.
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A faixa de temperatura de fusdo encontrada para LRN2 foi de 149-150°C, indicando
alto grau de pureza do composto preparado. O seu espectro de massas de alta resolug@o forneceu
o ion molecular m/z 389,16442, calculado para C27H21N2O (Figura 8). O m/z encontrado condiz

com a estrutura esperada para o ligante, confirmando, entdo, a sintese de LRN2.

3572_LRN2_pos #1-100 RT: 0.01-0.87 AV: 100 NL: 2.82E9
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-750.00¢

1005 389.16442
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Figura 8: Espectro de massas do composto LRN2

O espectro na regido do infravermelho para LRN2 indicou a presenga de uma banda
larga em 3427 cm’!, atribuida ao estiramento O-H (Figura 9). As bandas caracteristicas de
estiramentos C=N e C=C foram observadas em 1624 cm™ e 1606 cm™!, respectivamente. A
partir dessas informacdes, pode-se concluir que a molécula LRN?2 existe, no estado sdlido, na

forma enol-imina.
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Figura 9: Espectro no IV do composto LRN2

As anélises por RMN foram fundamentais para confirmar a estrutura do ligante LRN2.
Na Figura 10, mostra-se o espectro de '"H-RMN de LRN2, usando acetona como solvente.
Nesse espectro, destacam-se os sinais em 6 15,70 e 6 9,68, sendo ambos dubletos com constante
de acoplamento de 7,8 Hz. Através do espectro bidimensional de correlacio homonuclear H-
H, COSY, foi possivel identificar que esses dois hidrogénios acoplam entre si, sugerindo que o

ligante LRN?2 existe na forma ceto-enamina quando dissolvido acetona.
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Figura 10: Espectro de 'H-RMN de LRN2
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Segundo a literatura 1531 saliciladiminas podem existir como uma mistura de tautomeros
enol-imina e ceto-enamina, tendo como estrutura intermedidria a forma zwitterionica (Figura

11).

enol-imina zwitteriénica ceto-enamina

Figura 11: Equilibrio tautomérico para o ligante LRN2
Conforme esperado, o espectro de RMN de '’C indicou a presenca de 27 sinais,
enquanto o espectro DEP-135 revelou 17 sinais atribuidos a carbonos C-H. No espectro '*C-
RMN, destaca-se o sinal em 6 173,3 atribuido ao carbono carbonilico da forma ceto-enamina

(Figura 12).
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Figura 12: Espectro de '>C-RMN de LRN2
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4.2 Caracterizacao fotofisica

4.2.1 Espectroscopia na regiao do UV-Vis

A partir da solucdo estoque do ligante cuja concentracdo é 2,5x10* mol/L, foram
retiradas aliquotas desta e adicionadas em cubeta de quartzo contendo 2mL do solvente. Em
seguida, foi obtido o espectro eletronico no intervalo de 200 a 700nm do ligante em DMSO,
ACN, TOL e MeOH. Os espectros mostraram que nao houve solvatocromismo com a diferenca

de polaridade dos solventes. Dessa forma, a coloragao da solu¢ao de LRN2 se manteve amarela.

Espectro de absorc¢io de LRN2 em diferentes

: solventes
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Figura 13: Espectro eletronico de LRN2 em ACN, DMSO, MeOH e TOL

Ao comparar os 4 solventes em relagdo aos respectivos coeficientes de absortividade
molar obtidos, verificou-se que no solvente ACN, o ligante LRN2 apresentou o maior valor de
€ no A max. Em todos os casos, os valores de épsilon indicaram transi¢des eletrOnicas de

natureza m,m*.

Tabela 3: Valores de ¢ de LRN2 em diferentes solventes e comprimentos de onda

Solvente MeOH TOL DMSO ACN

Amax (nm) 445 463 450 442
Epsilon 5652,7 | 7189,6 | 8191,3 11407
R? 0,9968 | 0,9997 | 0,9989 | 0,9979

Com base nos valores discriminados na Tabela 3, solvente ACN foi escolhido para ser

utilizado nos demais experimentos que foram realizados com LRN2 e suas aplicacgoes.
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O coeficiente de absortividade molar (g¢) estd diretamente relacionado com a
probabilidade de ocorréncia de transi¢gdes eletronicas dentro de uma molécula. A magnitude de
¢ reflete o quao provavel que uma transicdo eletronica especifica ocorra quando a molécula
absorve luz. Para transi¢des do tipo m-m*, que ocorrem em sistemas conjugados ou anéis
aromaticos, a probabilidade ¢ alta devido a forte interagdo entre os orbitais w e ©* e as regras de
selecao favordveis, tornando-as permitidas. Assim, essas transi¢cdes sdo caracterizadas por altos
valores de epsilon, geralmente na faixa de 10000 — 100000 L-mol*-cm™, B4

Por outro lado, as transi¢des do tipo n-n* sdo classificadas como proibidas e, portanto,
apresentam valores de € mais baixos, tipicamente na faixa de 100 a 1000 L-mol"-cm™.

O epsilon € um parametro importante para identificar em qual solvente que hd maior
absor¢do de luz pela molécula. Relacionando com a Lei de Lambert-Beer, quanto maior o
epsilon, melhor serd a quantificacdo da substincia na solucdo. Em ACN, o ligante LRN2

apresentard uma absorvancia maior para a mesma concentra¢io e caminho 6tico.

4.2.2 Testes preliminares de emissao de fluorescéncia
No estado so6lido, LRN2 apresenta emissao de na regido do amarelo quando excitado

em 440nm.

Figura 14: Sélido LRN?2 obtido de coloracdo Figura 15: LRN2 impregnado em papel de filtro
amarela sob radiagcdo UV

Em solucdo, o comportamento do ligante € diferente. Nao foi observado emissdo de
fluorescéncia em ACN, MeOH, TOL e DMSO. Entretanto, testes qualitativos indicaram que na
presenca de Zn* o ligante passa a emitir. A foto da cubeta (Figura 17) representa o teste de

emissao do ligante LRN2 na presenca de cloreto de zinco.

Figura 16: LRN2 em ACN — auséncia de emissdo Figura 17: LRN2 com ZnCl2 em ACN — emissdo
de fluorescéncia de fluorescéncia
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A proposta do que pode ter acontecido com o ligante, na presenca de Zn?", est4 descrita
no Esquema 2. LRN2, na auséncia de Zn>* apresentara-se como uma molécula sensor no estado
“OFF”, porém, na presenca de Zn?*, foi possivel observar emissio de fluorescéncia o que
representaria a molécula no modo “ON”.

A emissdo de fluorescéncia poderia ser explicada pela interacio do Zn** no centro
nucleofilico da molécula ligante, resultando na formacao de um complexo. Essa interagcdo, por
sua vez, pode resultar no Mecanismo RIR-restriction of intramolecular rotations, diminuindo
os canais de desativacdo térmica por rotacdes de ligacdes e facilitando o processo de emissao.

Em muitas moléculas, partes da estrutura podem girar livremente ao redor de ligagcdes
simples, o que pode dissipar a energia de excitacdo na forma de calor, ao invés de emitir
fluorescéncia. Quando a rotacdo intramolecular é restringida, a dissociagdo da energia via
movimentos rotacionais € impedida. Consequentemente, a energia excitada € mais propensa a
ser liberada via radiativa, através da fluorescéncia. >°

Em complexos metélicos, a interacdo do metal com o ligante pode restringir a rotacao
intramolecular. Isso pode levar a um aumento significativo na efici€éncia quantica da
fluorescéncia.

Para confirmar a participagdo da hidroxila no processo de complexagdo, foram
realizados estudos por RMN de LRN2 na presenga de proporcdes diferentes de zinco.
Observou-se que, conforme aumentou-se os equivalentes de zinco, o sinal do hidrogénio
hidroxilico, em 15,70 ppm, foi diminuindo, sendo praticamente extinto na presenca de 2 eq. de

zinco (Tabela 4)

Tabela 4: Variagdo da drea integrada Ame e Aon com diferentes equivalentes molares de zinco.

Eq. de Zn?** Area integrada-CHs (Ame) | Area integrada-OH (Aon) Ame/Aon
0 3 1 3
0,2 3 0,94 3,2
0,5 3 0,86 3,5
1 3 0,68 4.4
2 3 0,13 23,1
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4.3 Difracao de raios-X
A técnica de difracdo de raios-x foi extremamente util para determinar a estrutura do
complexo LRN2:Zn* soma-se a isso, a estequiometria do complexo. O complexo foi formado
a partir de uma solucdo de LRN2 em ACN e Zn(NOs3)> .A cristalizagdo do complexo ocorreu
de maneira espontanea, apOs a evaporacgao lenta do solvente. Apds algumas semanas da amostra
reservada em ambiente fresco e sem contato com a luz, obteve-se, entio, cristais amarelos do

complexo.

Figura 18: A esquerda, cristais de LRN2:Zn** na luz visivel e a direita sob luz UV.

Como resultado, foi confirmado que o ion metédlico complexa com o centro nucleofilico
da molécula sensora na propor¢ao prevista pelo Job Plot. O ion nitrato liga-se ao Zn pelos dois
oxigénios. O LRN2 atua como ligante tridentado, levando a uma estrutura trigonal bipiramidal.
Essa estrutura confirma os resultados obtidos por RMN, indicando que a hidroxila também

participa do processo de complexagao.

Figura 19: ORTEP para o complexo LRN2:Zn?* obtido por difracdo de raios X (XRD) usando
Zn(NO3)z como a fonte de Zn’*.
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4.4 Sensoriamento de cations

4.4.1 Efeito da presenca de diferentes cations metalicos na emissao de fluorescéncia

A fim de determinar a seletividade do ligante para Zn?* , foram analisadas as emissoes
de fluorescéncia do ligante na presenca de diferentes citions. O Zn** foi o tnico fon cuja
presenca resultou em emissdo de fluorescéncia significativa em 550nm. A presenca do Ni**
gerou uma resposta de emissdo inferior a proporcionada pelo Zn?* e em diferente comprimento
de onda, o que mostra que ambos sdo facilmente diferenciados através do maximo de suas
respectivas bandas. Soma-se a isso, os demais fons nao resultaram na emissdo de fluorescéncia

quando estdo na presenca do ligante LRN2.

Espectro de emissao de LRN2 na presenca de diferentes
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Figura 20: Emissdo de LRN2 na presencga de diferentes cdtions

A principio, nio era possivel garantir a seletividade exclusiva do sensor para o Zn>* sem

antes realizar o experimento de competi¢do com diferentes fons metdlicos e Zn>*.

4.4.2 Efeito da competicio entre Zn** e demais cations na emissio de fluorescéncia

O experimento de competicao foi realizado através da andlise de intensidade de emissdo
de fluorescéncia em 550nm para solucdes contendo LRN**X e LRN**X+Zn?* onde X= fon
metilico diferente de Zn**. O experimento mostrou que ndo houve emissdo de fluorescéncia
significativa para solu¢des que continham apenas o ligante e outro fon metalico.

Ao adicionar Zn** na solugdo contendo LRN2 + X observamos que a emissio de

fluorescéncia é similar 4 emissdo causada apenas pela mistura LRN2 + Zn?*. Ou seja, a presenca
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de outro fon ndo afeta a emissdo de fluorescéncia provocada pelo Zn**. Para os fons Fe**, Cr**
e Hg+ a emiss@o de fluorescéncia foi suprimida, o que sugere o fendmeno de supressdao
(quenching) causado pelos metais pesados.’’>°! No caso do Pb?*, acredita-se que houve
emissdo pois o sal de chumbo possuia baixa solubilidade em ACN, logo, poucos cétions

estavam disponiveis.

Intensidade de emissdo para LRN2+X e LRN2+X+Zn?**

mILRN2-X
180000 LRN2-Zn + X
160000 =
- 140000
E 120000
=
E 100000
E 80000
60000
40000 -I ‘I
20000
0 s -y . A - - - — o~ a— - — -
Zn Co Cu Ni Fe Cr Al Ca Mg K Hg Mn Pb Ba

X= Citions
Figura 21: Experimento de competicdo entre diferentes cdtions

Tendo em vista os resultados promissores para o ligante LRN2 em relacdo a seletividade
do sensor para Zn?*, os experimentos em diante tiveram énfase na detecdo do fon metélico em

diferentes concentragdes.

4.4.3 Efeito da concentra¢io de Zn>* na emissao de fluorescéncia

As crescentes adicdes de Zn®>* em solugdo 2,56x10° mol/L. de LRN2 em ACN
mostraram a formacdo de uma banda de emissdao de fluorescéncia em 550nm. Essas bandas
tiveram sua intensidade aumentada com as adi¢des de equivalentes molares de Zn**. Pelo
espectro, podemos observar que a emissao de fluorescéncia ja € detectada com apenas 0,2
equivalentes molares de Zn** o que equivale a 5,81x107'° moles de Zn**. Esse resultado
demonstra a alta sensibilidade do sensor para o fon de interesse. A partir de 10 equivalentes
molares de Zn>* a intensidade de emissdo se estabiliza, mostrando que todos os centros

nucleofilicos do ligante estdo complexados com o fon metalico.
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Espectro de emissio para LRN2 e LRN2-Zn?*' em ACN
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Figura 22: Emissdo de LRN2:Zn’* para diferentes concentragoes de Zn**

A emissdo correspondente a 0,2 equivalentes molares também pode ser observada ao

olho nu quando se utiliza apenas uma caneta laser para excitar a amostra (Figura 23).

02 05 1,0 20 3,0 10,0 Apenas LRN2

-

Caneta laser

'

S e

Figura 23: Cubetas com solug¢oes de LRN2 contendo diferentes
concentragdes de Zn** sob excita¢do UV

Figura 24: Emissdo de LRN2:Zn**em ACN
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4.5 Efeito da variacao do pH

4.5.1 Espectroscopia UV-Vis

A espectroscopia UV-Vis do ligante em diferentes niveis de acidez foi avaliada. Os
espectros obtidos mostraram que em baixos valores de pH houve o desaparecimento da banda
em 442nm que, inclusive confere a coloragao amarela a soluc¢ao. Portanto, conforme a acidez
aumentava, a solucdo se tornava mais transparente, perdendo a coloragdo original. o espectro
preto tracejado representa o ligante apenas em ACN. os demais espectros mostram o ligante em

ACN, mas com variacao de pH através de tratamento com HCI e NaOH.

Espectro de absor¢io de LRN2 com varia¢do de pH em
ACN
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Figura 25: Espectro eletronico de LRN2 em ACN com variagdo de pH

Na presenca do Zn?**, o comportamento das bandas de absorcio ndo ficou muito

deferente quando comparadas a auséncia do cation.

Espectro eletrénico de LRN2 + Zn?* em ACN com variagio de
pH

Absorvincia
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- A
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Figura 26: Espectro eletronico de LRN2 em ACN com variagdo de pH na
presenca de Zn**
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Da mesma forma que ocorreu na auséncia do cdtion, a banda cuja absorcdo é mdxima,
desapareceu conforme a acidez do meio aumentava. Esse fato estd relacionado com a

protonacdo do centro nucleofilicos do ligante, inclusive ganhando a ‘competi¢do’ com o Zn**.

4.5.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Em elevados niveis de acidez, foi observado a formag¢ao de uma banda em 430 nm. Essa
banda pode estar relacionada com a protonacdo do centro nucleofilico da molécula
preferencialmente em relagio ao Zn**. Conforme a acidez diminui, a banda caracteristica de
emissao do complexo em 550 nm volta a surgir no espectro, retomando a fluorescéncia causada

pela formacdo do complexo LRN2:Zn**,

Espectro de emissido de LRN2-Zn?* com varia¢io de pH
em ACN 10
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Figura 27: Espectro de emissdo de LRN2 em ACN com variagdo de pH na
presenca de Zn**

4.6 Estequiometria do complexo LRN2:Zn**

No experimento do Job Plot foi observado a analisado a intensidade de emissdo de
fluorescéncia do complexo LRN2:Zn** para diferentes fracdes molares de Zn>*.
A concentragio da solugdo LRN2 + Zn** foi fixada em 1,9x10-5 mol/L em ACN. Dessa

forma, foram preparadas 10 solucdes com diferentes propor¢des do ligante e do ion metalico.
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Tabela 5: Dados de intensidade de emissdo e fragcdo molar do metal utilizados no experimento Job Plot.

Intensidade I- Io Fracao molar (X) (I-Io) X
@D de Zn*

1.770 - 0 -
17.900 16130 0,1 14.517
23.800 22030 0,2 17.624
31.200 29430 0,3 20.601
48.900 47130 0,4 28.278
59.100 57330 0,5 28.665
44.700 42930 0,6 17.172
40.000 38230 0,7 11.469
32.700 30930 0,8 6.186
14.200 12430 0,9 1.243

1.120 -650 - -

A intensidade de emissdo na presenca do Zn** est4 representada por I e a intensidade de
emissao de fluorescéncia na auséncia do fon estd representada por lo. X € a fracdo molar de
Zn** presente na solucdo. Através dos dados obtidos, é possivel observar que o maior valor de
intensidade de emissdo corresponde a fracdo 0,5, ou seja, quando hd concentracdes iguais de
ligante e metal. Este resultado esta diretamente relacionado com a estequiometria do complexo

que, para LRN2:Zn* é igual a 1:1.

Job Plot
35000

30000
25000
20000 -

15000 [}

Intensidade

10000

5000

0 , 1 1 1 1 1 L 1 1 -
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Fraciao molar

Figura 28: Grdfico Job Plot para LRN2:Zn** em ACN
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4.7 Constante de associacao Ka

Com os valores extraidos do gréifico da Figura 22 foi possivel determinar a constante de

associacdo Ka do complexo LRN2:Zn** através do grafico 1/(I-Io) vs 1/[Zn**].

Constante de associagio Ka para LRN2-Zn*' em ACN
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Figura 29: Método Benesi-Hildebrand para obtengdo do valor de Ka

Este grafico € resultante da equacdo de Benesi-Hildebrand e através dele podemos extrair
o valor de Ka pela razdo do coeficiente linear pelo coeficiente angular da reta.

O valor de Ka indica a estabilidade do complexo formado e é expresso como a razao
entre a concentra¢do do complexo formado e as concentra¢des dos componentes nao ligados no
equilibrio. Complexos metalicos com valores altos de Ka sdo geralmente considerados muito
estdveis e tendem a se formar facilmente e a resistir a dissociacdo. (606! Para Ka >10°, tem-se
uma associa¢do muito forte. Entre 10° e 10° L/mol, os complexos possuem uma associacio

moderada, resultando em uma estabilidade média.

1 1 1
F—Fo {Kax (Fmax — Fo)x [Zn2*]} + Fmax — Fo

Equacdo 2: Benesi—Hildebrand
Onde:

F = Intensidade de emissido
Fo = Intensidade de emissdo na auséncia do metal
Ka = Constante de associagdo

Fméx = Intensidade maxima de emissdo do complexo



40

O valor de Ka do complexo € de é 3,5x10*L/mol. Para esta ordem da constante, tém-se,

portanto, uma afinidade significativa entre o ligante e o Zn**. 16!

4.8 Limites de deteccao LoD e de quantificacao LoQ

Os limites de detec¢ao LoD e de quantificagdo LoQ também foram determinados através

dos valores extraidos do grafico apresentado na Equacao 3.

3xSy/x

LoD= = 3,56uM ~9nmol

LoQ:% = 11,9uM ~29,6nmol

Equagdo 3: Limites de detec¢do LoD e quantificagdo LoQ

Onde, Sy € a regressao linear do desvio padrado das intensidades de emissao. O limite de
deteccao € a menor quantidade de analito que pode ser detectada sem precisdo e acurdcia
suficientes, enquanto o limite de quantificacdo é a menor quantidade que pode ser detectada
com precisdo e acurdcia suficientes. 6!

Ambos os limites apresentaram valores baixissimos, da ordem de nmol. Dessa maneira,
a sensibilidade prevista nos espectros de emissao de fluorescéncia pdde ser quantificada.

Comparando os valores de Ka e de LoD com os encontrados na literatura de outros
sensores seletivos para Zn**, é possivel observar que a constante de associagio de LRN2:Zn**
estd na mesma ou muito proxima da ordem de grandeza dos demais para estruturas
relativamente parecidas.

LRN2 possui baixo valor de LoD mas quando comparado aos demais sensores, houve

uma discrepancia.



Tabela 6: Ka e LoD de sensores seletivos para Zn** encontrados na literatura
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Constante de

LoD
Sensores para Zn** associacao (Ka) Referéncia
pmol/L
mol/L
0
NH )
HN 1,4 x 10* 7,1 [64]
N
\_7/ Nj
g 7 %
4
6,12 x 10 0236 (65]
1,468x10* 0,0295 [66]
o 3
jq’:\HN NH/:N(O 3’0 X 10 0’53 [67]
% N
o
SN 3,5x10* 3,56 Este trabalho
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4.9 Calculo da variacao de entalpia da formacao do complexo

A variacdo da temperatura € um parametro de suma importancia no comportamento do
complexo LRN2:Zn?* visto a sua influéncia na emissdo de fluorescéncia.

Para a Solug¢do 1, que contém apenas o ligante, ndo foi observado emissdo de
fluorescéncia em 550nm no intervalo de temperatura de 0 — 70°C. O resultado j4 era esperado
visto que o ligante, por si s6, ndo apresenta emissdo de fluorescéncia quando estd em solucao.

Para a solugdo 2, que contém o ligante e o Zn>* na propor¢io 1:3, foi observado a
diminui¢ao da emissao de fluorescéncia com o aumento da temperatura. Esses resultados estao

melhor representados na figura X.

Espectro de emissao de LRN2 e LRN2-Zn** com variagiio d
temperatura em ACN LRN2-Zn
4500

— 272 5K 283 2K
4000 — 033K —303,2K
& 3500 313,2K 323.2K
T 3000 3332K 3433K
:E 2500 - 725K e 2832K
g, 2000 - 2033K == 3032K
= 332K === 3232K
i ‘500 - 333 0K 433K
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Figura 30: Espectro de emissdo de LRN2 e LRN2:Zn** com variagdo de temperatura.

Com o aumento da temperatura, temos, como consequéncia, maior grau de liberdade
das ligacdes presentes do ligante. Em baixas temperaturas, a presenca do Zn** diminui as
rotacdes das ligacdes presente no ligante favorecendo a desativacao do estado excitado por via
radiativa. Entretanto, ao aumentar a temperatura do sistema, temos um aumento nos graus de
agitacdo e rotagdo das ligagdes, o que faz com que desativagdes por vias nao radiativas também
ocorram. Como consequéncia, € observado uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia
com o aumento da temperatura. Tal peculiaridade pode ser explicada pelo aumento de colisdes
entre as moléculas, resultando em um aumento na probabilidade de descomplexacao.

Ainda com os dados de intensidade de emissdo e temperatura, foi possivel determinar a

variacdo da entalpia na formacao do complexo.



43

Variagiio da intensidade de emissdo em 2, = 539nm para LRN2-
Zn2+ em ACN com variacao de temperatura
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Figura 31: Determinagdo da variagdo da entalpia da complexagdo

Figura 30 apresenta a varia¢do da intensidade de emissao de fluorescéncia com o aumento
da temperatura. A linearidade da curva nos permite aferir a variacdo da entalpia na formacgao
do complexo LRN2:Zn?*. Conforme a temperatura aumenta, a intensidade de emissdo diminui,
logo, a desativacdo do sistema estd ocorrendo por via ndo radiativa. Com a curva analitica, e

usando a equacdo de Van’t Hoff, determinamos a varia¢io da entalpia igual a 40,79kJ/mol.

4.10 Aplicacao em amostra real

a) Vitamina C + Zinco

Espectro de emissio de fluorescéncia de solugiio de Vitamina C +
Zinco com adi¢io do sensor LRN2
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Figura 32: Espectro de emissdo de solucdo de Aceviton ® em ACN com adi¢des de LRN2
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Com a adicdo do ligante LRN2 na solucdo contendo o Aceviton® em ACN, pdde-se
observar a formacdo de uma banda de emissdo cujo Amax= 550 nm. Essa emissdo ocorre no
mesmo comprimento de onda da emissdo do complexo LRN2:Zn**. Conforme a molécula

sensor era adicionada, a intensidade de emissdao aumentava.

b) Suco Ades ® e Leite Integral
As amostras foram alocadas em camara UV e excitadas em A= 400 nm. Na presenca de
LRN2, as amostras passaram a emitir fluorescéncia de coloragdo amarelo muito parecida com

a emissdo de LRN2 na presenca de Zn>".

Figura 33: Da esquerda para direita, Figura 34: Da esquerda para direita,
Aceviton ®, Suco de caixinha e leite integral Aceviton ®, Suco de caixinha e leite
em ACN sob radiagéo UV. integral em ACN com o LRN2 sob

radiagdo UV.
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5 CONCLUSAO

A utilizacdo de sensores quimicos para a deteccdo e monitoramento de analitos vem
sendo bastante explorada devido a alta sensibilidade e seletividade que estes dispositivos
proporcionam. Os sensores ndo demandam de preparos complexos para a sua utilizacio e
podem ser reutilizados devido a sua reversibilidade. Os sensores fluorescentes, particularmente,
possuem a vantagem de serem facilmente monitorados através da espectroscopia de
fluorescéncia, técnica que possui altissima precisao.

A aplicagdo de sensores fluorescentes abrange diversas areas da ciéncia, incluindo o
monitoramento da presenca e concentracdo intracelular de micronutrientes, tal como o Zinco.
Este metal, por sua vez, estd relacionado com diversos processos bioldgicos e o seu
metabolismo é amplamente estudado devido a sua relacdo com diversos problemas de satde —
danos no DNA, aumento do risco de apoptose celular, mau desenvolvimento infantil e estresse
oxidativo.

A importancia do monitoramento do Zinco desperta o interesse em dispositivos que
sejam capazes de detectd-lo de maneira eficaz e livre de métodos invasivos. Os sensores
fluorescentes sdo uma excelente escolha para essa tarefa. Neste trabalho, foram realizados a
sintese, caracterizacdo e estudo fotofisico de molécula inédita LRN2 como candidata a sensor
fluorescente seletivo para o fon Zn>*. A sintese ocorreu em duas etapas, ambas com
temperaturas nao muito elevadas (80°C) e utilizando reagentes verdes e de facil manipulagdo.
O rendimento sintese de LRN2 (segunda etapa) foide 81%, demonstrando que além de simples,
a rota sintética utilizada € também eficiente. LRN2 é um sélido amarelo e foi caracterizado
através de técnicas de andlises instrumentais como NMR ('H e '3C), HRMS e IV. Como
resultado, foi confirmada a férmula molecular do ligante a sua estrutura. Além disso, foi
confirmado a formacdo do complexo LRN2:Zn?" através dos espectros de RMN que foram
obtidos na auséncia e na presenca de 0,5 e 1,0 equivalentes molares de zinco. Soma-se a isso, a
razdo de dreas Me/OH diminuiu na presenca do fon, reforcando a hipétese de formacgao de um
complexo.

Ainda na caracterizacdo, o DRX confirmou, mais uma vez, a formac¢do do complexo e
mostrou que o ligante € tridentado, levando a uma estrutura piramidal quando utilizado
Zn(NO3), como fonte de Zn**. A estequiometria de complexacdo de 1:1 foi prevista pelo
experimento do Job Plot e também foi confirmada com o ORTEP obtido para o complexo.

O estudo fotofisico do ligante e do complexo se baseou na espectroscopia Uv-vis e de

fluorescéncia. Em relagdo ao LRN2, foi obtido os espectros eletronicos em quatro solventes
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diferentes, sendo o ACN como o escolhido para ser utilizado nos demais experimentos. A
escolha € resultado da construg@o da curva analitica baseada na Lei de Lambert-Beer. Nesse
solvente, o ligante apresentou € = 11407 L-mol™'-cm™ em A=442nm. O valor obtido esta dentro
da faixa esperada para transi¢des permitidas do tipo n-n*, o que faz sentido visto a presenga do
centro nucleofilico da molécula. A presenca de cétions em solu¢do contendo LRN2 ndo
ocasionou em mudangas significativas no espectro eletronico, exceto pelo Zn**. Na presenca
do metal, houve a formag¢do de uma banda de absor¢ao em 442nm que aumenta sua intensidade
com o aumento da concentracdo do metal.

A fluorescéncia do ligante € restringida ao estado sélido, pois, em solu¢do, ndo ha
emissao. Ao adicionar cations a solu¢do, o comportamento ndo emissivo se mantém até a adi¢ao
do fon zinco. Em sua presenca, h4 formacio do complexo LRN2:Zn** cuja emissdo é facilmente
observada e detectada a partir de 0,2 equivalentes molares do metal. A emissdo ocorre em
550nm e é aumentada concomitantemente a crescente concentracio de Zn>*.

Através da relacdo emissdo x concentracdo, foi possivel inferir que a constante de
associagio (Ka) para o complexo é igual a 3,5x10% e os limites de deteccdo e de quantificagio
sdao 3,56uM e 11,9uM, respectivamente. O Ka obtido para LRN2 estd condizente com os
sensores para Zn>* encontrados na literatura de estrutura parecida e o limite de deteccdo estd
um pouco acima quando comparado aos demais sensores. Ainda assim, LRN2 é capaz de
detectar Zn** na faixa de nmol.

A utilizag@o do sensor em amostras reais confirmou o alto potencial do ligante LRN2 para

deteccio do fon Zn?* em outras matrizes, ainda que de maneira qualitativa.
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APENDICE A - Graficos

1. Espectros de absor¢ao de LRN2 em diferentes solventes
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SOuL
100uL
150ul
200uL
250uL.
300uL
350uLL
400uL
450ulL

Tabela 1 — Absortividade molar do LRN2 em DMSO

A= 450nm

Abs

0,042
0,09
0,163
0,182
0,221
0,256
0,29
0,328
0,363

[ ] mol/L

5,95E-06
1,16E-05
1,70E-05
2,20E-05
2,72E-05
3,20E-05
3,65E-05
4,00E-05
4,51E-05

Absorviincia

A=342

Abs [ ] mol/L
0,105  5,95E-06
0,235 1,16E-05
0,387 @ 1,70E-05
0,487  2,20E-05
0,592  2,72E-05
0,699  3,20E-05
0,801 = 3,65E-05
0,902  4,00E-05
1,008  4,51E-05
0.4

0,35

03

025

0,2

0,15 4

0,1 4

0,05
U | y
0,00000 0,00001

A=318nm

Abs

0,107
0,237
0,377
0,477
0,583
0,689
0,785
0,883
0,989

[]
mol/L

5,95E-06
1,16E-05
1,70E-05
2,20E-05
2,72E-05
3,20E-05
3,65E-05
4,00E-05
4,51E-05

2=450nm

0,00002

0,00003

A=277nm

Abs

0,11
0,215
0,345
0,459
0,567
0,677
0,779
0,882
0,991

R*=(0,9989

0,00004

Concentragiio do ligante (mol/L.)

[]
mol/L

5,95E-06
1,16E-05
1,70E-05
2,20E-05
2,72E-05
3,20E-05
3,65E-05
4,00E-05
4,51E-05

y=8191,3x - 0,004

0.00005
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A=257nm

Abs

0,173
0,296
0,449
0,533
0,662
0,758
0,866
0,928
1,042

[]
mol/L

5,95E-06
1,16E-05
1,70E-05
2,20E-05
2,72E-05
3,20E-05
3,65E-05
4,00E-05
4,51E-05

Para o ligante em DMSO, foram observadas as bandas de transigdes eletronicas em A=450nm ,

A=342nm, A=318nm, A=277nm e A=257nm. Através das curvas analiticas para os citados
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comprimentos de onda, observou-se que a equagdo da reta obtida para A=450nm foi a que
resultou no maior valor de coeficiente de absortividade molar (g). A constante pode ser

determinada através da equacdo de Lambert-Beer.

A =c¢lc
y = 8191,3x — 0,0041

Através do coeficiente angular da reta, foi possivel determinar o coeficiente de absortividade

molar. Dessa maneira:

€=28191,3 mol'.L.cm™

Tabela 2 — Absortividade molar do LRN2 em TOL

A=463nm A=444nm A=380nm A=318nm

Abs [ ]mol/L  Abs [ Jmol/L = Abs [ Jmol/L = Abs [ ] mol/L
S50uLL 0,038 595E-06 0,039 595E-06 0,056 595E-06 0,099 5,95E-06
100uL. 0,075 1,16E-05 0,078 1,16E-05 0,113 1,16E-05 0,196 1,16E-05
150ul 0,116 1,70E-05 0,121 1,70E-05 0,173 1,70E-05 0,297 1,70E-05
200ul. 0,152 220E-05 0,158 2,20E-05 0,226 2,20E-05 0,389 2,20E-05
250ul. 0,187 2,72E-05 0,195 2,72E-05 0,28 2,72E-05 0,483 2,/772E-05
300ul. 0,224 320E-05 0,233 3,20E-05 0,334 3,20E-05 0,576 3,20E-05
350ul. 0,257 3,65E-05 0,267 3,65E-05 0,383 3,65E-05 0,66 3,65E-05

2= 463nm
0.3
0,25
£ 02
=
L
£ 0,15
=
= 0.1 )
< y = 7189,6x - 0,0065
0.05 R =0,9997
0+ - , r
0,00000 0,00001 0,00002 000003 0,00004

Concentracio do ligante (mol/L)
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Para o ligante em TOL, foram observadas as bandas de transi¢des eletronicas (Anexo) em
A=463nm , A=444nm, A=380nm e A=318nm. Através das curvas analiticas para os citados
comprimentos de onda, observou-se que a equacdo da reta obtida para A=463nm foi a que
resultou no maior valor de coeficiente de absortividade molar (g). A constante pode ser
determinada através da equacdo de Lambert-Beer.

Através do coeficiente angular da reta, foi possivel determinar o coeficiente de absortividade
molar. Dessa maneira:

€=7189,6 mol'.L.cm™

A mesma andlise foi realizada para o ligante em MeOH e ACN. Em MeOH, as bandas
apresentaram seus maximos em A=445nm , A=318nm e A=226nm, sendo em A=445nm o maior

valor de ¢, igual a 5652,7 mol!.L.cm™

Tabela 3 — Absortividade molar do LRN2 em MeOH

A= 445nm A= 318nm A=226nm
Abs [] Abs [] Abs []
20ul. 0,011 2,02E-06 0,023 2,02E-06 0,127 2,02E-06

40ul. 0,021 4,01E-06 0,048 4,01E-06 0,338 4,01E-06
60ul. 0,031 5,97E-06 0,076 597E-06 0,547 5,97E-06
80ul. 0,043 7,90E-06 0,108 7,90E-06 0,797 @ 7,90E-06
100ul. 0,055 9,80E-06 0,134 9,80E-06 0,991 9,80E-06

2= 445nm

0,06
0,05
0.04 -+
0,03 -

Absorvincia

0.02 y = 5652.7x - 0,0014

- Y «
0.01 R*= 10,9968

n 4 T
0.00 0,00 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00
Concentracido do ligante (mol/L)
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Em ACN, as bandas apresentaram seus maximos em A=442nm , A=315nm e A=234nm, sendo

em A=442nm o maior valor de ¢, igual a 11407 mol'.L.cm™ .

Tabela 4 — Absortividade molar do LRN2 em ACN

2= 442nm
Abs [ 1]
20ulL 2,02E-06
40ul. 0,04 4,01E-06
60ul. 0,06 5,97E-06
S80ul. 0,082 7,90E-06
100ul. 0,103 9,80E-06
120ul 0,127 1,16E-05
0.14
0.12 -
o O
§ 0.08 -
$ 0,06
o
< 0,04
0,02 -

0

A= 315nm

Abs

0,069
0,104
0,142
0,179
0,221

[]
2,02E-06

4,01E-06
5,97E-06
7,90E-06
9,80E-06
1,16E-05

3= 442nm

Abs

0,252
0,382
0,526
0,663
0,817

=

A= 234nm

[1]
2,02E-06

4,01E-06
5,97E-06
7,90E-06
9,80E-06
1,16E-05

11407x - 0,0072
R*=0,9979

0,000002 0,000004 0.000006 0,000008 0,000010 0,000012 0,000014

Concentracio do ligante (mol/L)

3. Determinac¢do da entalpia



Intensidade

Variacio da emissdo de fluorescéncia de LRN2-Zn?** em

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
0

ACN com aumento da temperatura %272.5K

®283,2K
293 3K
#303,2K
©313.2K
3232K
333,2K
343,3K

460 490 520 550 580 610 640
A (nm)
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