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REsumMmo

Nos ultimos anos o campo das maquinas moleculares tem ganho bastante notorie-
dade uma vez que se trata de um ramo de investigacao que, apesar de ainda bastante
fundamental, pode vir a ter tradugao expressiva no modo de vida actual. Este ramo esta
intimamente ligado a Quimica Supramolecular e faz uso do seu conhecimento sobre
interacgdes nao covalentes aplicando-o no desenho de moléculas (ou supra-moléculas)
funcionais. Neste trabalho foram estudados complexos supramoleculares da familia dos
rotaxanos usando compostos analogos as antocianinas (os flavilios) como eixos, tirando
partido das suas propriedades de fotocomutacao.

Assim, foram sintetizados alguns compostos como um bisflavilio cuja afinidade para com
os cucurbiturilos de 7 e 8 unidades foi estudada, tendo sido verificada a formac¢ao de com-
plexos do tipo 1:2 com o CB8 revelando uma emissao inesperada. Foi também sintetizado
um outro composto no qual se ligou um bipiridinio ao flavilio, o que tornou o sistema
electrorresponsivo. Este composto mostrou-se adequado como componente activo num
pseudo-rotaxano formado com CB7. Gragas a fotocomutagao flavilio-chalcona foi possi-
vel direccionar o CB7 entre o niicleo de flavilio e o bipiridinio. Por fim, foram analisados
quanto ao potencial para formar um vaivém molecular, dois compostos também baseados
em flavilios.

Estes estudos, bem como a caracterizacao dos flavilios per se, foram realizados com o
auxilio de diversas técnicas, designadamente espectroscopias de absorpgao e emissao,
ressonancia magnética nuclear, dicroismo circular, voltametria ciclica, HPLC e espectro-
metria de massa. Foram ainda efectuados alguns calculos tedricos com vista a potencial

aplicagao das moléculas.

Palavras-chave: Maquinas moleculares; Fotocomutadores; Antocianinas; Receptores; Li-

gandos; Espectroscopia.
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ABSTRACT

In the last few years the field of molecular machines has gained quite a lot of popular-
ity since, although it is a field of research still very fundamental, its potential applications
in our way of life are thrilling. This area is closely related to Supramolecular Chemistry
making use of the developed knowledge on non-covalent interaccions and applying it on
the design of new funtional molecules (or supra-molecules). In this work were studied
some anthocyanin based rotaxanes, supramolecular complexes that take advantage of the
photoswitching properties of flavylia.

With this in mind, bisflavylium type compounds synthesis and characterization was per-
formed and the formation of complexes with macrocycles like cucurbit[7,8]urils was
also studied. CB8, that forms 2:1 type complexes, revealed some unexpected properties
on emission studies. An electrorresponsive axle was also synthesized by connecting a
flavylium unit with a bipyridinium. This new compound proved to be adequate in the
formation of a pseudo-rotaxane with CB7 that was thoroughly chractherized. Thanks
to the photoswitching beetween flavylium and chalcone forms it was possible to direct
the CB7 from the flavylium to the bipyridinium moiety. At last two flavylium based
compounds were studied regarding their potential to form a molecular shuttle type of
device.

The above mentioned studies were performed using of a number a techniques like absop-
tion and emission spectroscopies, nuclear magnetic ressonance, circular dichroism, cyclic
voltametry, HPLC and mass spectrometry. In addition, some theoretichal calculations
were also performed providing usefull informations about the potential of application of

the molecules.

Keywords: Molecular Machines; Photoswitches; Anthocyanins; Host-Guest; Spectroscopy.
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GLOSSARIO

Método relativo para a medicao do rendimento quéantico de uma reac-

cao fotoquimica.
Regiao da molécula responsavel pela absor¢ao de luz.

Estado em que por mais que uma amostra seja irradiada nao se verifi-

cam alteragoes espectrais.

2-fenil-benzopirilio.

Regiao da molécula responsavel pela emissao de luz.

Dispositivo Molecular constituido por uma molécula longitudinal (eixo)

e um macrociclo que oscila entre duas zonas do eixo, num movimento

de vaivém.
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CariTUuLO

INTRODUCAO

“A investigacdo em ciéncias aplicadas conduz a reformas,
a investigagao em ciéncia pura conduz a revolugoes”
J. J. Thomson

1.1 AS GRANDES QUESTOES

Que leis regem o universo? Quais sao as regras pelas quais funciona a vida? Se sao estas
as grandes questOes da Fisica e da Biologia, onde esta entao a grande questao da Quimica?
De facto, e perante a auséncia de uma “grande questao”, poder-se-ia pensar que a Quimica
€ uma ciéncia de somenos importancia. Que existe apenas para fazer a ponte entre os
dominios da Fisica e da Biologia. E, no entanto, precisamente para isso que servimos,
estando a imprecisao no termo “apenas” ja que essa € uma ponte de extrema importancia
e complexidade. A Fisica é a ciéncia do big bang, das particulas elementares, estuda e
enuncia as mais fundamentais, e por vezes abstratas, leis. A Biologia procura perceber
aquilo que regula a vida como a conhecemos. E é a Quimica que, pegando nos limites
da Fisica, nos elementos fundamentais, vai explicar como estes se ligaram entre si, se
associaram mais ainda, ganharam ageéncia, e por fim a inteligéncia de se questionarem a

si proprios, chegando assim aos limites da biologia.

A quimica é, portanto, a ciéncia transversal. De origem eminentemente pratica ganhou
nos ultimos anos a necessaria profundidade tedrica. Para, em didlogo com as outras
ciéncias poder responder a sua grande questao, mesmo sem a ter formulada. A quimica
esta no centro das ciéncias ja que nos leva desde os atomos isolados estudados pelos

fisicos até complexas estruturas quasi-biologicas.
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1.1.1 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

Numa defini¢do um pouco redutora, a Quimica € a ciéncia que estuda a forma como a
matéria interage entre si, como os atomos se ligam uns aos outros para formar molécu-
las. E essa a quimica molecular. A sua ligagao de exceléncia é a covalente, uma ligacio
forte que mantera a molécula coesa. Mas existem varios outros tipos de ligacoes, mais
fracas, como as pontes de hidrogénio, as intera¢des dipolo-dipolo ou ido-dipolo e, claro,
as forcas de Van Der Walls. Estas sao ligacoes que se podem estabelecer entre moléculas
distintas (ou até dentro de uma mesma molécula) e dar origem a uma estrutura maior e
mais complexa. Esta estrutura mais complexa é aquilo a que chamamos de supramolé-
cula, geralmente abreviada por “complexo”. O ramo da Quimica que estuda este tipo de
associa¢oes denomina-se por Quimica Supramolecular tendo sido praticamente criado e
impulsionado por Donald J. Cram, Jean-Marie Lehn e Charles J. Pedersen, vencedores do
prémio Nobel da Quimica em 1987 [1]. O termo “Supramolecular” tem a sua raiz etimo-
légica no grego “Supra” que significa “para além de” pelo que Quimica Supramolecular

se pode traduzir pela “Quimica para além da molécula”.

1.1.2 RECETORES E LIGANDOS

Um dos primeiros capitulos da Quimica Supramolecular a ser desenvolvido foi o da com-
plexagdo de ligandos por receptores. Com diversas aplicagdes, por exemplo no campo dos
sensores quimicos para detecao de ides metalicos em misturas complexas. Os primeiros a
serem desenvolvidos terdao sido os poliéteres para detecao de catides varios. Se o poliéter
estiver ligado a um fluoréforo sensivel, podemos ter um sensor que liga ou desliga a fluo-
rescéncia consoante a presenga ou nao de um determinado ido, detetado pela unidade de

poliéter [2], como representado esquematicamente na figura 1.1.

( ® d bo—d N
<—ooo /@/N / (o_ _’\>//

Figura 1.1: Complexacao de um ido de potassio por um poliéter ciclico. A complexagao
induz uma alteracao de cor notéria (adaptado de [2]).

Desde entdo a quimica de receptores e ligandos conheceu iniimeros desenvolvimentos
como a utilizagao de receptores electrodeficientes, sinteticamente mais desafiantes [3]. E
tém vindo a ser desenvolvidos varios tipos de complexos que podem assumir diversas
formas e até ser controlados por estimulos externos como a luz, o pH ou a eletricidade.
Existem varios tipos de complexos receptor ligando, como sejam os rotaxanos, os calixare-
nos, os carcerandos, os foldameros, os criptandos. Enquanto alguns se limitam a capturar

o ligando (como os carcerandos, cujo nome deriva de “carcer” — prisdo), outros podem
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ser manipulados de forma a que depois de complexarem o ligando, o complexo sofra al-
gum tipo de alteracao conformacional ou estrutural [4]. Uma das grandes dificuldades no
controlo dessas altera¢des passa pela seletividade, quer do receptor, quer do ligando. Nas
ultimas décadas, varios grupos de investigacao por todo o mundo tém vindo a trabalhar
no desenho e sintese de complexos cada vez mais eficientes o que levou ao surgimento de

um novo ramo na Quimica Supramolecular: o ramo das maquinas moleculares.

1.1.3 MAQUINAS MOLECULARES

Desde o advento das mais basicas tecnologias, e principalmente aquando da revolugao
industrial, que o pensamento de Homens engenhosos se virou para o desenvolvimento
de maquinismos cada vez mais complexos. De um “simples” relégio de corda a um robo
humanoide, o ser humano sempre tentou criar maquinas que fossem capazes de desen-
volver trabalho para poder auxiliar ou substituir o trabalho humano. No inicio do séc XX,
e reflexo do deslumbramento industrial, Fritz Kahn desenhou o ser humano como uma
enorme fabrica repleta de maquinas e operarios responsaveis por nos fazer movimentar,

pensar e viver.

| Der Mensch als Industriepalast

(a) O corpo humano como (b) O cérebro com os seus “traba-
uma enorme fabrica lhadores”

Figura 1.2: No inicio do séc. Fritz Kahn imaginou o ser humano como contendo uma série

de maquinas e operarios. (CC-BY)

Mas nao sera de facto o ser humano uma enorme maquina? Alimentada a “energia
biologica” em vez de queimar carvao? Levados as ultimas consequéncias, todos os fendme-

nos bioldgicos tém uma explicagdo quimica subjacente pelo que poder-se-ia pensar que
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a maquina biolégica ndo passa de uma maquina quimica, uma maquina supramolecular
altamente aperfeicoada. Efetivamente um dos ramos da Quimica Supramolecular que
tem ganho maior notoriedade nos ultimos anos, tem sido o das maquinas moleculares
com o prémio Nobel da Quimica de 2016 a ser atribuido a este tema. Nesse ano o prémio
foi atribuido a Jean-Pierre Sauvage, Bernard Feringa e J. Fraser Stoddart pelo desenho e
conce¢ao de maquinas moleculares [5]. Estruturas supramoleculares ja com alguma com-
plexidade e acima de tudo, capazes de realizar algumas tarefas ou movimentos. Foram ja
apresentados varios tipos de dispositivos capazes, por exemplo, de fazer um movimento
de vaivém, ou de pegar num dado “bloco” e de o mover para outro local. Chegou até a
ser apresentado um modelo de um “carro molecular”. Essencialmente um eixo central
com quatro ramificagoes em cujas pontas estavam unidades capazes de aderir a uma su-
perficie e de acordo com o estimulo apropriado, rodar sobre si proprias fazendo o carro

deslocar-se.

1.2 FLAVILIOS: O SISTEMA MULTIESTADO

Presentes um pouco por toda a parte as quintessenciais antocianinas sao uma das princi-
pais familias de compostos responsaveis por colorir a natureza. Desde os azuis, amarelos
ou vermelhos das flores, aos varios tons de vermelho a rubi do vinho tinto, as antocianinas
estao em todo o lado. Mas como pode ser possivel que apenas uma familia de compostos
seja responsavel por uma tao diversa paleta de cores? Tal deve-se a enorme versatilidade
destes compostos. Na figura 1.3 apresenta-se a estrutura de uma antocianina, a oenina.
A laranja encontra-se destacado o niicleo de 2-fenil-benzopirilio, conhecido como catiao

flavilio.

i
/OH
HO\ \O/
| No  OH
OH \
0] OH
Oenina -
(com nucleo de OH
flavilio destacado) OH

Figura 1.3: Uma antocianina natural

E este nucleo o responsavel pela enorme versatilidade das antocianinas e antocianidi-
nas (analogos nao glucosidados) ja que pode sofrer varias transformacdes que originam
espécies com diferentes cores, além claro da variedade de compostos analogos que podem

existir. Na figura 1.4 apresenta-se o esquema das transformacodes que o catiao flavilio pode
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sofrer. Estas dependem, de um ponto de vista termodinamico, do pH do meio, ja que o
catiao flavilio é estavel apenas a pHs muito acidos (cerca de 2 ou menor). Sem pretender
descrever exaustivamente o esquema, o que ocorre com a subida do pH é que a posicao
2, eletrofilica, sofre uma hidratacao formando o hemicetal (B). Este produto nao é muito
estavel e facilmente tautomeriza para dar a chalcona cis (Cc) que por sua vez isomeriza a
dupla ligacao para se obter a chalcona trans (Ct), a mais estavel e é esta cascata de reac-
¢Oes que comega com o catido flavilio a pH acido que chamamos de “Sisterna Multiestado”
[6]. No caso de alguns flavilios que tenham um grupo hidroxilo nas posi¢oes 7 ou 4’, a
primeira espécie a ser formada é aquela que resulta da desprotonagao desse hidroxilo
com a consequente deslocalizacao da carga para o anel de pirilio. Esta espécie designa-se
por base quinoidal (A) e apesar de ser relativamente comum, nao sera discutida nesta tese,

ja que nao é possivel de ser formada nos compostos estudados.

K K o K o
—_— —_— 0 —_—
~ ~ ~— y
Kn Kt P ki
HIDRATAGCAO TAUTOMERIZAGAO ISOMERIZAGAO o
Catigo Flavilio (AH*) Hemicetal (B) Chalcona cis (Cc) Chalcona trans (Ct)

Figura 1.4: A cascata de reagoes do catido flavilio

1.2.1 COMPREENSAO DO MULTIESTADO

Quando analisamos o multiestado das antocianinas ha que considerar uma outra espécie
que apenas surge a pHs mais elevados (geralmente acima de 8), trata-se da chalcona trans
ionizada (Ct~). Podemos assim considerar os seguintes equilibrios entre o catiao flavilio e

as espécies derivadas (com K,, = o)

" kh kt ki kCt _
AH B Cc Ct Ct (1.1)
ko k. k; k_c:

Uma vez que a Ct é a espécie mais estavel termodinamicamente e a tautomerizagao
B == Cc é muito rapida, podemos simplificar o equilibrio considerando que B, Cc e Ct
actuam como uma base conjugada, BC, de AH* com a respectiva forma desprotonada que

inclui as formas B~ e Cc™. Isto resume o equilibrio a:

”

K; 0
AH'" == BC = BC~ (1.2)

Se agora tivermos em conta os balancos de massas para cada espécie (AH*, BC e BC™),

vem que:
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s = [H*]? ne = K;[H*] Cae = K K7
AR T I 2+ KJ[HY + KK, B¢ T [H 2+ K[H ]+ KK, B¢ 7 [H*2+K,[H*]+ KK/
(1.3)

As dedugoes mais completas que levam a estas expressoes podem ser encontradas no

apéndice A. Uma consideracao que pode ser feita é que quando a Ct é a espécie termodi-
namicamente mais estavel, no equilibrio toda a base conjugada estara nessa forma pelo
que se considera BC =Ct e BC™ =Ct".

Outra simplificagao que pode ser feita é para os casos em que se trabalha apenas na
gama de pHs acida a neutra em que nao surge a forma ionizada. Neste caso as expressoes

para calculo das frac¢oes molares de AH* e Ct resumem-se a[7]:

[H"] K;
= = 14
XAH = TH1v K, *C' T H ]+ K] (1.4)

1.2.2 ESTABILIDADE RELATIVA E FOTOCOMUTACAO

Como referido anteriormente o catiao flavilio é estavel apenas a pHs muito acidos. Por
estavel entenda-se o produto termodindmico da cascata de reac¢oes. Assim que se sobe
o pH, a chalcona trans torna-se a espécie mais estavel e, com o tempo, todo o flavilio se
convertera em chalcona. Na figura 1.5 pode ver-se um esquema com as energias relativas

de cada espécie para um flavilio genérico.

AH? (pH > 5)

Cc B

_x
hv \ AH* (2 <pH> 5)

——
Ct
— AH* (pH < 2)
—

Figura 1.5: Diagrama de energias relativas das espécies presentes no multiestado. Nao
estad a escala.

Analisando este diagrama de energias relativas, ficamos com uma ideia do potencial
de aplicacao da familia das antocianinas como fotocomutadores ja que, apesar de estarem
presentes quatro espécies, se 0 composto e as condi¢oes forem as adequadas, apenas duas
acabam por ser relevantes. Podemos imaginar um flavilio a pH =1, estavel, que sofre um
aumento de pH para um valor onde a espécie mais estavel ja é a chalcona pelo que apos
algum tempo ter-se-a convertido em Ct. Uma das caracteristicas que torna este sistema
particularmente interessante é o facto de a isomerizagao cis-trans da dupla ligagao da
chalcona ser muito frequentemente fotoactiva. Ou seja, apesar da chalcona trans ser o
produto termodinamico, é possivel transforma-la de volta em chalcona cis apenas com a

irradiacao ao comprimento de onda adequado.
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E entdo que em vez de permanecer nessa forma indefinidamente, sendo fotorrespon-
siva, pode isomerizar de volta a chalcona cis que por sua vez (e gragas ao principio de
LeChatelier) tautomeriza para formar o hemicetal que desidrata para recuperar o flavilio.
Apesar de nao ser estavel a este pH, o flavilio é meta-estavel pelo que se mantém nessa
forma durante algum tempo, ap6s o qual retornara a forma de chalcona como ilustrado
pela figura 1.6. O que importa reter deste sistema é que nos compostos em que a Ct é a
espécie mais estavel, a aparentemente complexa cascata de reagoes do multiestado fica
simplificada a apenas dois compostos, intercambiaveis com a luz, o calor ou o pH. Temos
assim o nosso fotocomutador a funcionar com a comuni¢ao Flavilio/Chalcona trans via

chalcona cis e hemicetal e o controlo a ser feito pela luz/calor.

Figura 1.6: Esquema simplificado do fotocomutador.

1.3 O VAIVEM MOLECULAR

Fruto da inspiracao da quimica de receptor-ligando com os seus rotaxanos, supramolécu-
las constituidas por uma molécula longitudinal ao longo da qual um macrociclo oscila
sem conseguir escapar. Em 1991, Pier Anelli, Neil Spencer e J. Fraser Stoddart apresen-
taram o primeiro “Vaivém Molecular” [8] uma estrutura que nao é mais do que um
rotaxano modificado para ter duas “estagdes” no seu eixo, cada uma com um ambiente
quimico distinto (fig. 1.7). Assim, o macrociclo pode estar numa estacao e perante um
estimulo externo que altere a sua afinidade relativa, deslocar-se para a outra estagao. Se a
primeira estagao voltar ao estado inicial e a afinidade relativa voltar a mudar, podemos

ter o regresso do macrociclo a estagao de partida, num movimento de vaivém.

1.3.1 O EIXO

A escolha do eixo é de importancia vital na construcao do rotaxano para que funcione
como tal. Se o desejado for o desenho de um vaivém molecular que tenha a capacidade de
voltar a estacao de partida, teremos de ter um eixo com duas zonas com ambientes quimi-
cos distintos sendo que um deles tera de ser intermutavel por intermédio de um estimulo
externo e essa alteragao deve ser de amplitude suficiente de modo a que as caracteristicas

da segunda zona sejam intermédias mas ainda assim suficientemente distintas quer do

7
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estado inicial, quer do estado final. Esta explicagao tornar-se-a mais clara depois de ser
analisado um exemplo.

De qualquer forma, o que ha a reter é que o eixo desejado devera ter uma unidade in-
termutavel e responsiva a estimulos externos. E que melhor estimulo que a luz? A luz nao
obriga a que seja adicionado nenhum reagente ou a fazer qualquer tipo de manipulacao,
além de que pode ser altamente seletiva e quantificavel. Portanto o que precisamos é de
um fotocomutador, uma molécula cuja resposta a luz seja uma alteragao conformacional.

Pelos motivos ja apresentados, a familia dos derivado das antocianinas apresenta-se
como um candidato ideal. Se desenharmos um eixo que inclua um catiao flavilio como
uma das estacOes, teremos uma zona electrodeficiente a qual se poderao ligar macrociclos
negativamente carregados. Por aumento do pH transformamos o flavilio em chalcona
trans, ja de caracteristicas neutras o que pode levar a que o macrociclo se desloque para a
segunda estacao se a afinidade para com esta for maior que para a chalcona (mas menor
que para o flavilio ou ligar-se-lhe-ia logo em primeiro lugar) depois e por irradiagao ao
comprimento de onda certo, podemos recuperar o flavilio e 0 macrociclo regressa a este,
ja que é onde tem mais afinidade. E assim temos o nosso vaivém molecular a oscilar entre
estas duas estacOes e controlado essencialmente pela luz e pelo calor como ilustrado na

figura 1.7.

Figura 1.7: Esquema do funcionamento do “vaivém molecular”, um rotaxano cujo ma-
crociclo oscila entre duas posi¢coes como resposta a estimulos externos de luz, calor ou
pH.

1.3.2 O MACROCICLO

Existem varias familias de macrociclos que sao frequentemente utilizados e que po-
dem ser classificadas de acordo com uma caracteristica bastante importante: a densi-
dade eletronica das cavidades. Podemos assim ter macrociclos como o tetracatiéonico
Ciclobis(paraquat-p-fenileno), conhecido como a caixa azul de Stoddart, de caracter elec-
trodeficiente, as ciclodextrinas a, f e v (condensacao de 6, 7 ou 8 unidades de glucose,
respectivamente) de caracter neutro. A figura 1.8 ilustra estes dois tipos de macrociclo,
bem como a sua representacao pictérica muitas vezes utilizada em esquemas. Uma ca-
racteristica particular das ciclodextrinas é que a sua cavidade nao é simétrica, mas sim

conica como exemplificado também na figura 1.8c).

8



1.3. O VAIVEM MOLECULAR

N
Oﬁ;
HO
- \
" OHgl"

N 7/ /6

Ciclobis(paraquat-p-fenileno) CicloDextrina
"l n=6,7ou8

b) c)

Figura 1.8: a) Mapa de potencial electrostactico da “Caixa Azul de Stoddart” e respectiva
estrutura em b); ¢) Estrutura base das CicloDextrinas.

Outra familia de macrociclos que foi extensivamente estudada ao longo deste traba-
lho é a familia dos cucurbiturilos (CB). Estas moléculas sao formadas pela condensagao
de varias unidades de glicourilo para formar macrociclos com 5, 6, 7, 8 ou 10 unidades
(chamados CBn conforme o namero de unidades). Ao contrario das ciclodextrinas, os
cucurbiturilos possuem uma cavidade simétrica e a sua forma pode ser melhor descrita
como assemelhando-se a uma abébora da familia cucurbitaceae exemplificada na figura
1.9a). Ao contrario da caixa azul de stodart, os CBs possuem um caracter mais electronega-
tivo ja que os portais de entrada possuem elevada densidade electrénica fruto dos grupos

carbonilo, como se pode ver na figura 1.9b). Neste trabalho apenas foram estudados os

complexos com CB7 e CBS.

ﬁ _
N)LN—CHZZ'
H—H,

2
N N—C
hig
O

- - Cucurbiturilo
n=6,7,8oull a)

Figura 1.9: a) Estrutura dos cucurbiturilos e comparagdo com a familia das abdboras
cucurbitaceae; b) Mapa de potencial electrostactico de uma molécula de CB de varios

pontos de vista (adaptado de [9]).



CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.4 TECNICAS GERAIS DE CARACTERIZACAO

Quando se lida com a Quimica da formagao de complexos, existem varias formas de
seguir experimentalmente essa formacao. Seja monitorizando as altera¢des no espectros
de absorg¢ao ou de emissao, seja seguindo os desvios quimicos por RMN ou ainda por
técnicas como calorimetria, dicroismo circular, etc. O mesmo se aplica a compreensao
do multiestado das antocianinas e a variadissimas areas da Quimica em que é sempre
neccessario fazer corresponder os dados obtidos experimentalmente a um modelo te6-
rico que permita verdadeiramente compreender o sistema. E necesséario encontrar uma
expressao que possa ser ajustada aos dados experimentais com o maior rigor possivel e,

fundamentalmente, cujas variaveis tenham um significado fisico concreto e conhecido.

1.4.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO

A espectroscopia de absor¢ao baseia-se no fenémeno da absorcao de luz pela matéria.
Como sabemos as moléculas sao constituidas por atomos ligados entre si (quer as molé-
culas, quer as supra-moléculas, o que varia é o tipo de liga¢oes). Individualmente cada
atomo possui os seus electroes que, numa visao simplista, sao partilhados com outros ato-
mos da molécula, originando orbitais moleculares. Estas orbitais terao energias diferentes
de acordo com variadissimos factores entre os quais se encontram a natureza das ligagoes
e atomos envolvidos na partilha. Tudo isto faz com que cada molécula tenha transi¢des
electronicas a comprimentos de onda caracteristicos pelo que essa pode ser uma forma
de estudar os sistemas.

Para tal é utilizado um espectrofotémetro, um aparellho que faz passar selectivamente
luz numa gama de comprimentos de onda e “vé” quanta dessa luz “nao chega” ao detector.

E se nao chega, é porque foi absorvida pela amostra, como exemplificado na figura 1.10.

-
4 PC
C D E

Figura 1.10: Esquema simplificado de funcionamento de um espectrofotometro em que:
A-Fonte de luz; B-Lente para focar a luz dispersa; C-Monocromador para separar a luz
branca nos varios comprimentos de onda; D- Fenda para selecionar apenas um intervalo
muito reduzido de comprimentos de onda; E- Amostra; F-Fotodetector, converte a luz
recebida num sinal elétrico que envia para o computador para processamento
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O detector medira assim uma razao entre a luz que passou pela amostra I e a luz que

a amostra recebeu (Iy). A esta grandeza chamamos transmitancia (T).

T(A)=— (1.5)
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A transmitanica é uma grandeza que varia entre 0% e 100%, sendo muito mais utili-

zada outra grandeza que dela varia, a absorvancia (A), e que € definida por:

A() = ~log(1) (1.6)
0
Uma propriedade que torna esta técnica particularmente atil é a de que a absorvancia
¢ directamente proporcional a concentracao da espécie que absorve, de acordo com a lei
de Lambert-Beer:
A=e€ ¢ 1 (1.7)

em que € corresponde ao coeficiente de extingao molar da espécie (¢, se quisermos, a
constante de proporcionalidade), c é a concentragao efectiva e | é o comprimento do

percurso Optico da amostra.

1.4.2 ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO

Quando uma molécula esta no estado fundamental, os seus electroes estao organizados
numa forma de energia minima, no estado singleto de nivel 0, Sy. Se a molécula € irradi-
ada com luz de energia adequada, pode ocorrer absorcao de luz. Nesse caso, a molécula
passara para o estado S; onde nao é estavel pelo que tendera a relaxar de volta para o
estado fundamental. E o que acontece pelo percurso é que se pode revelar de extremo
interesse. Isto porque existem varias hipdteses, desde logo: nada. O electrao relaxa por
processos nao radiativos e fica no estado fundamental, sendo isto o mais comum. No
entanto, algumas moléculas tém a capacidade de relaxar através de outras formas, como

ilustra o diagrama de Jablonski na figura 1.11.

Absorgdo
Relax. Nao Rad.
Fluorescéncia

Figura 1.11: Diagrama de Jablonski. As setas a tracejado representam processos nao
radiativos.

Como vemos neste diagrama, quando a molécula esta no estado S; pode decair direc-
tamente para o estado fundamental emitindo luz, a este processo chama-se Fluorescéncia

alternativamente pode sofrer um processo de conversao e ficar no estado tripleto (T;) de
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onde podera posteriormente decair para o estado fundamental. Caso haja emissao neste
decaimento, estamos perante Fosforescéncia. A ambos os casos é comum dar a designagao
mais genérica de Fotoluminescéncia que se traduz por “luminescéncia induzida pela luz”.

Essencialmente luz que gera outra luz.

Quando se lida com compostos fotoluminescentes pode ser do nosso interesse estudar
essas propriedades ou usa-las como ferramenta de monitorizacao de um outro fenémeno
qualquer. Para isso é necessario um aparelho capaz de excitar seletivamente uma amostra
e depois medir a luz emitida por esta. Este aparelho é o espectrofluorimetro e tem um
design semelhante ao espectrofotémetro (fig. 1.12) até chegar a amostra. A principal

diferenca esta depois na capacidade de medir seletivamente a intensidade da luz emitida.

vAGT

S Y
PC
G

Figura 1.12: Esquema simplificado de funcionamento de um espectrofluorimetro em que:
A-E, igual a figura 1.10; F-Monocromador de emissao, para analisar a intensidade da luz
emitida a cada comprimento de onda; G-Fotodetector, converte a luz recebida num sinal
eléctrico que envia para o computador para processamento

Ao contrario da espectroscopia de absorcao, nao é tao directa a relagao entre a intensi-
dade de luz emitida e a concentragao de uma espécie. Isto porque como vimos em 1.11 o
processo de emissao de luz é bastante mais complexo, podendo existir fendmenos cruza-
dos a contribuir para a emissao ou para a auséncia dela. No entanto, para concentragoes
baixas, verifica-se uma relacao de proporcionalidade sendo frequente a determinagao de
concentragoes ou afins usando retas de calibracao por emissao. Além de que ao contrario
da espectroscopia de absor¢ao, nao utiliza um método relativo de comparagao com células
de referéncia, pelo que os valores obtidos numa experiéncia sao absolutos e dependem
de varios factores como a geometria da experiéncia por isso é que os resultados de um
dado equipamento ndo podem facilmente ser comparados com os de um equipamento
diferente, no que ao valor absoluto da intensidade diz respeito.

Um cuidado importante a ter em medidas de emissao é o de utilizar sempre solugdes
diluidas, idealmente com absorvancias inferiores a 0,1. Esta preocupacao esta relacionada
com o chamado “Efeito de Filtro Interno”, exemplificado na figura 1.13. Como podemos
ver, apenas quando se usam solug¢oes diluidas é possivel garantir que toda a largura da
célula é atravessada pelo feixe de igual forma e s6 assim o detector podera fazer uma

medida rigorosa.
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Figura 1.13: Efeito de filtro interno. A esquerda, uma solugio diluida que é uniforme-
mente atravessada pelo feixe de irradiagao. A direita, uma solugio mais concentrada que
absorve logo toda a luz do feixe, impedindo que a metade direita da célula seja irradiada
de igual forma.

Existe ainda uma grandeza que pode ser determinada, que é independente do equi-
pamento e que permite saber qual é efectivamente a capacidade emissiva de uma dada

espécie. Falamos do rendimento quéntico de fluorescéncia (¢y):

¢ = NP° fotdes emitidos
f = NP fotdes absorvidos

(1.8)

O rendimento quantico é assim definido como a razao entre o numero de fotdes
emitidos e o numero de fotdes absorvidos. Como, alids, qualquer rendimento é definido
(razao entre a quantidade produzida e a quantidade maxima tedrica que seria possivel
produzir). Frequentemente utilizam-se padroes cujo rendimento quantico é conhecido

com rigor e determina-se o da amostra por comparacao, através da equagao 1.9[10].

I Agn? L9
b5 = (PREI% (1.9)
Em que (j)f é o rendimento quantico; I, o integral do espectro de emissao; A, a absor-
vancia ao comprimento de onda de excitacdo e n o indice de refragao do meio. Os termos
com “R” sao os que respeitam ao composto de referéncia, ou seja, com o rendimento

quantico ja conhecido.

1.4.3 FOTOQUIMICA

Como mostra a figura 1.11, existem varias formas de uma molécula responder a absor¢ao
de luz. Para além dos fendémenos de luminescéncia ja analisados, uma possibilidade é que
a luz promova uma reac¢ao quimica. Geralmente em sintese organica é utilizado o aque-
cimento para fornecer energia suficiente para os reagentes ultrapassarem a barreira de
activagao; no entanto, esta energia também pode provir da luz. No caso das antocianinas,
a reacgao fotoquimica de exceléncia e na qual é baseada o funcionamento do fotocomu-
tador flavilio/chalcona trans é a isomerizagao cis/trans da ligacao dupla para formar a

chalcona cis que depois pode evoluir para o flavilio.
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A fim de poder ser quantificada a eficiéncia destes sistemas, é necessario medir o
rendimento quantico da reacgao (¢r,s,). Este rendimento tem em conta a chamada Regra

de Ouro da Fotoquimica que diz que:
Para existir Fotoquimica, tem de existir absorgao de luz

w isto porque o que é medido é a quantidade de produto formado em relagao aos fotoes

que foram absorvidos, de acordo com a equagao 1.10.

moles de produto formado
moles de fotoes absorvidos

¢roro = (1.10)

Importa ressalvar que ambos os termos se referem a um mesmo intervalo de tempo.
Geralmente as irradiagoes sao conduzidas até se atingir o estado fotoestacionario, o estado
em que por mais luz que a amostra receba, ja nao se observam altera¢des espectrais. Isto
também permite determinar a percentagem de fotoconversao de acordo a equacao 1.11

(¢] finat = [Clinicial
% Fotoconversio = Co (1.11)

Sendo que ambas as concentragoes (inicial e final) podem ser conhecidas através da
lei de Lambert-Beer. Este indicador é ttil para saber a eficiéncia da conversao fotoquimica
em termos praticos. Mas voltando ao rendimento quantico, enquanto as moles de produto
formado sao relativamente faceis de determinar, da mesma forma que no caso anterior,
as moles de fotdes absorvidos ja nao sao tao triviais e requerem outras experiéncias.

Para determinar a quantidade de fotdes absorvidos, é necessario conhecer o fluxo fo-
tonico da fonte de irradiagao. O método mais comum para esta determinagao é o método
de Actinometria, um método relativo que usa um composto fotossensivel com um ren-
dimento quantico bem conhecido. Um dos compostos mais frequentemente usados é o
ferrioxalato de potassio que quando irradiado se decompoem de acordo com as equagoes
1.12e1.13.

h
Fe(C,0,);> —— Fe?* +C,0,” +2C,0,% (1.12)
3- —_A 2+ 2—
Fe(C,0,);> +C,0,~ — Fe?* +2CO, +3C,0, (1.13)

A actinometria baseia-se portanto em expor uma solucao de actinémetro (neste caso o
Fe(CZO4)33_) e depois medir quanto produto se forma por unidade de tempo para poder
isolar a variavel Iy da equacao 1.14. Uma vez isolada esta variavel, podemos aplica-la na
nossa irradiacao para saber a quantidade de fotdes absorvidos pela amostra e, consequen-

temente, o rendimento quantico fotoquimico.

moles de Fe?t

=" " - 1.1
¢roro xtxF (1.14)

0
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Em que: I corresponde ao fluxo da lampada (ou seja, moles de fotdes por unidade
de tempo); ¢roro ao rendimento quantico do actinometro, ao comprimento de onda
de irradiagao; t ao tempo de irradiacao e F a fracao de luz absorvida. Frequentemente
trabalham-se com solugdes de absorvancia superior a 2 (99% da luz absorvida) e o termo

F torna-se desprezavel.

1.4.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma das mais poderosas técnicas de elucidagao estru-
tural que podemos utilizar no dia-a-dia no laboratodrio. Baseia-se na excitagao selectiva dos
nucleos dos atomos que relaxarao de forma diferenciada de acordo com a sua vizinhanga
quando sujeitos a influéncia de um campo magnético externo (By). Isto permite-nos saber
qual o ambiente quimico que cada atomo experiencia. No entanto, nem todos os ntcleos
sao passiveis de ser analisados. Apenas aqueles que tenham spin nuclear (I) diferente de
0 sao “excitaveis” por pulsos de radio-frequéncias e os mais comuns tém spin nuclear 1/2
(aqueles que tém numero de massa impar, ' H, 13C, I°N, etc...). Tal como com a multipli-
cidade de spin electronico, um nucleo com spin “n” tera 2n + 1 estados possiveis de spin
(m;), assim e no caso de spin I = 1/2 existirao 2 estados possiveis, a e f. O efeito de RMN
tira partido da diferenca energética que se estabelece entre estes dois estados gracas ao
efeito de Zeeman, uma vez que o momento magnético (u) € proporcional ao momento de

spin (S), através da constante giromagnética () como mostra a equagao 1.15

p=yxS$ (1.15)

Assim, podemos relacionar que quanto maior for a constante giromagnética do nucleo,
maior sera o seu momento magnético. E isto torna-se relevante porque o momento mag-
nético sera a constante de proporcionalidade entre a intensidade do campo magnético
total, By (com B = By + Bpycq) € a diferenca energética (AE) entre os dois estados, como

mostra a equacao 1.16 (em que h é a constante de Planck.

hB
AE:% (1.16)

E uma vez que é desta diferenca energética que provém o efeito de RMN que serve
para depois obter um espectro analisavel, é de todo o interesse que seja maximizada. O
parametro que podemos controlar é o B, a forca do magnete e dependendo do nucleo,
pode ou nao ser necessario (quando possivel) usar um campo muito forte. No caso do
protdao, com y1y = 267 x 10%rad.s7' T, um campo na ordem dos 7T ja permite obter
bons resultados em pouco tempo; no entanto no caso do nucleo de carbono 13, nao sé
a constante ¢ de cerca de 1/4 da do protao (yis¢c = 67 x 10%rad.s ' T~!), como a sua
abundancia natural também é muito reduzida pelo que se torna dificil e moroso obter

bons resultados se o campo nao for mais forte.
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Neste trabalho, para além de ter sido utilizada a técnica para aferir a qualidade e
pureza das estruturas sintetizadas e recebidas, foi também utilizado para elucidar a estru-
tura supramolecular de alguns dos complexos formados ja que a sensibilidade do RMN
nao se limita as liga¢des covalentes mas sim a todo o ambiente quimico em que o nucleo
esta inserido, o que inclui correlag¢des espaciais.

E assim possivel perceber se o ligando esta ou nido complexado e permite ainda ir ao
nivel de detalhe de saber que d&tomos e zonas da molécula de ligando estao a interagir mais
ou menos fortemente com o receptor. Sabemos que quando os sinais do ligando sofrem
um desvio isso indica que estdao a complexar e no caso particular dos complexos com
cucurbiturilos sabemos que se o desvio for para campo mais alto, sdo atomos que estao
localizados na zona dos portais de entrada/saida. Ja se for para campo mais baixo, estao
dentro da cavidade do cucurbiturilo [11]. Isto porque a cavidade do CB blinda os protdes
que lhe estiverem proximos enquanto a zona dos portais, com os carbonilos promove
uma desblindagem, de acordo com a figura 1.14. Apesar de ainda nao estar elucidado o
mecanismo de blindagem/desblindagem, o mais provavel é tratar-se do efeito combinado

dos residuos do tipo ureia que compdem o cucurbiturilo[11].

Zona de
I Zona de blindagem I

desblindagem

Zona de I

desblindagem

Figura 1.14: Representag¢ao de um cucurbiturilo indicando as zonas que induzem blinda-
gem ou desblindagem nos ligandos, de acordo com [11].
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CariTUuLO

RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 PREAMBULO

Neste capitulo encontram-se os resultados obtidos nas varias experiéncias que foram re-
alizadas ao longo desta tese assim como a respectiva discussao e interpretacao. Foram
efectuados varios ajustes de pontos experimentais a modelos tedricos usando os modelos
referidos na introdugao e explicados em maior detalhe nos apéndices A e B. Este capitulo
encontra-se dividido em trés sec¢des principais: “Interacdes Receptor Ligado”; “Maqui-
nas Moleculares: O Pseudo-Rotaxano” e “Maquinas Moleculares: O Vaivém Molecular”.
Enquanto a primeira lida com a sintese e caracteriz¢ao de um composto da familia dos
flavilios capaz de formar complexos receptor-ligando com cucurbit[7,8]urilos, a segunda
e terceira lidam com a formagao de complexos do tipo pseudo-rotaxano e rotaxano fo-
tocomutaveis. No segundo caso foi estudado um pseudo-rotaxano que, por conter uma
unidade de bipiridinio, é electrorresponsivo e no terceiro foram estudados dois compos-
tos que continham ja os grupos terminais com vista a formagao do rotaxano completo em
que a posicao do macrociclo pudesse ser controlada.

A descrigao de algumas das técnicas usadas, bem como a enumeragao de todo o mate-

rial utilizado encontram-se no ultimo capitulo: “Materiais e Métodos”.
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CAPITULO 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2 INTERACOES RECEPTOR-LIGANDO

A fim de estudar as interagdes estabelecidas entre cucurbiturilos e compostos derivados
da familia das antocianinas capazes de formar estruturas supramoleculares mais com-
plexas, foi desenhado um composto que, com base na experiéncia adquirida no grupo
de investigacao, teria essa capacidade. O composto em questao (fig. 2.1), é um bisflavilio
simétrico pelo que o esperado é que complexe com duas moléculas de cucurbiturilo.

16
Composto 1a: R=OCHj; 14
Composto 1b: R=H

10
/o\/\/o\

9

Figura 2.1: Compostos 1a e 1b, Bis(7-propanoxi-il,4’-(metoxi)trietilenoglicol-flavilio)

2.2.1 SINTESE

A sintese destes bisflavilios foi feita de acordo com o esquema sintético apresentado em
4.1 e como podemos ver estes compostos possuem duas cadeias de trietilenoglicol. O
seu proposito é aumentar a sua solubilidade em meio aquoso. No entanto, durante a
sua sintese poder-se-a ter desenvolvido algum tipo de produto secundario que nao foi
eficazmente removido, ja que ap0s a purificacdo continuavam a existir alguns sinais no
espectro de RMN que nao eram claros. Enquanto a primeira sintese, de acordo com o
procedimento reportado em 4.2.1.3, foi conduzida a temperatura ambiente durante cerca
de 72h com um ligeiro excesso de acetofenona sobre a quantidade estequiométrica, numa
segunda reaccao resolvemos testar o efeito que a quantidade de acetofenona teria sobre o
progresso.

Assim, e a fim de perceber se um largo excesso faria com que a reacgao se completasse
mais rapidamente, foi feito um teste em pequena escala nas mesmas condigoes, utilizando
acidos acético e sulfurico deuterados por forma a seguir o progresso da reagao por RMN.
Na figura 2.2a) ilustra-se a sequéncia de espectros decorrentes da reac¢ao bem como
o grafico (2.2b) ) que traduz a variagao (desaparecimento/surgimento) de dois sinais
caracteristicos do reagente/produto, o que permitiu monitorizar e saber quando a reaccao
estaria terminada (quando se atinge o equilibrio).

Ao analisar a figura 2.2b) quando ¢ usado um largo excesso (linhas a azul), a reacgao

progride quase trés vezes mais rapidamente, estando completa em menos de 20 horas.
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2.2. INTERACOES RECEPTOR-LIGANDO

Esta ultima amostra foi depois sujeita a precipitagao, lavagens com éter e analise por
ESI-MS (I.2) tendo sido identificado o iao molecular com uma massa muito ligeiramente
diferente da calculada. Verificou-se a troca de alguns dos protoes por deutério, o que
se explica facilmente com as condi¢Oes extremamente acidas da sintese. Além de que
como a deuteragao nao é homogénea, pode ser por isso que a massa calculada difere um
pouco da massa exata obtida (1/z, = 407,6956; m/z,,, = 407,6959). Para além do iao
molecular, surgiu um outro pico que nao pode ser facilmente atribuido a nenhuma forma
da estrutura pelo que se devera tratar de uma impureza que tendo em conta a intensidade,
sera ainda expressiva. Como ainda assim e apds purificacao continuavam a existir algumas
impurezas (figura 2.2c) ), resolveu-se tentar uma sintese em tudo semelhante, removendo
apenas os grupos metdéxido nos terminus das cadeias de trietilenoglicol, o que também
poderia trazer vantagens do ponto de vista de solubilidade. Antes de tentar a reacao em
escala normal, fez-se um novo teste em pequena escala seguindo o progresso por RMN.
Desta vez, estudou-se a influéncia da temperatura conduzindo-se duas reac¢oes, uma a
25°C e outra a 60°C.

g A, B Y
jﬂ N e— —
| A
1L /_JL JL._A\L&,;g
1TV RN JUN .Y 8
1l e N ¢ g
1A | @ A M g
1 N, St | 8
VY I N 2N W W | 3
_ln MM A M 2
| e M Ve -
] A SN MmN _S\m g
r A A Nm Y e el

AU A AR LR IS RS IS RS AR RAAS]
-CHO H4 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
'5'94 93 92 91 9.0 89 88 67 85 85 84 63 82 81 s‘g'{;:m':‘m 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 Tempo (Horas)

c)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 4.‘8 4.‘6 44 42 40 38 36 32 30 28 26 24
f1 (ppm)

Figura 2.2: a) Sequéncia de espectros de RMN obtidos ao longo do tempo como forma
de monitorizacao da reacgao. Nesta sequéncia, o tempo progride de cima para baixo, de
acordo com a seta b) Grafico que relaciona o valor dos integrais dos sinais a 9,34 (cor
clara) e a 8,96 (cor escura), caracteristicos do reagente (protao do aldeido) e do produto
(protao 8 do flavilio): a vermelho para 2,3 equivalentes de acetofenona e a azul para 11
equivalentes (largo excesso). Na sec¢do c), o espectro de ' H RMN do composto 1a, apés a
sintese e purificagao.
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CAPITULO 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com este teste verificou-se que em ambos os casos se obtém resultados semelhantes
porém, a temperatura mais elevada diminui consideravelmente o tempo de reacgao, de
mais de 15 para cerca de 2 horas pelo que foi aproximadamente nestas condi¢oes que foi
realizada a sintese a uma escala normal para obter produto em quantidade suficiente para
ser caracterizado. Como podemos ver pela figura 2.3 desta vez foi obtido um espectro
limpo e bem resolvido apods purificagao que consistiu em lavagens sucessivas com éter,
de acordo com o procedimento em 4.2.1.5. A amostra resultante da altima sintese por
RMN (a 60°C) foi também precipitada e a semelhanca da anterior, sujeita a uma analise
por ESI-MS. Desta vez e considerando a troca de 6 protoes por deutérios (3 por flavilo)
obteve-se uma estrutura cuja razao massa/carga calculada corresponde exatamente ao
valor obtido por ESI-MS para a massa exata do composto (m/z = 394,1834), até a quarta
casa decimal.

13/14
15/16

11 12

10
6 32 30 28 26 24

T T T T T T r T T T T T T T T T T
4 92 90 88 86 84 82 80 78 7.6 74 72 48 46 44 42 40 38 3
f1 (ppm)

Figura 2.3: Espectro de ' H RMN do composto 1b obtido apés purificacio.

2.2.2 CARACTERIZACAO DO COMPOSTO

Uma vez obtido o composto puro, procedeu-se a determinacao do seu pK, através da
técnica de saltos de pH (descrita em 4.2.2.1) cujos resultados se apresentam na figura
2.4. Para obter o espectro do flavilio no patamar foi necessario atingir concentragoes
muito elevadas de acido (cloridrico) ja que este composto revelou ter duas constantes de
acidez aparentes (0,39 e 3,71). Este facto esta de acordo com o reportado em [12] uma vez
que apesar de os dois nucleos de flavilio nao comunicarem electronicamente, quando se
considera a molécula como um todo, o dicatiao nao é muito estavel e facilmente hidrata
para formar a chalcona. Uma vez formada a chalcona e com o aumento do pH a molécula
mantém-se relativamente estavel, com um flavilio e uma chalcona, até um valor de pH
superior ao tipico pK, observado em flavilios com este padrao de substitui¢ao (pK, entre

1e2][7]). Acima de pH = 3,71 predomina a forma de bis-chalcona.

2.2.3 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Numa primeira fase, nao se procurou caracterizar exaustivamente o composto 1b pelo

que antes de medir outros parametros procurou conhecer-se a afinidade do composto
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Figura 2.4: Espectros de absor¢ao de varias solugoes do composto 1b (5u¢M) a diferentes
valores de pH que permitem a determinacao dos valor de pK; do composto (em inset),
com pK), =0,39 e pK, = 3,71.

para com os cucurbiturilos de 7 e 8 unidades. Para isso, foram feitas titulagdes, seguidas
por espectroscopia de absor¢ao, com ambos os macrociclos e uma vez que se verificou que
se tratava de um composto altamente emissivo, com uma fluorescéncia verde bastante
intensa, as titulagoes foram também seguidas por emissao.

Na figura 2.5 encontram-se representados os dados relativos a titulagcao por emissao
do composto 1b com CB8. A titulagao por absorcao e as efectuadas com CB7 encontram-se
em anexo (I.4-1.6) Como podemos ver na fotografia incluida na figura 2.5, com o aumento
da concentracao de CB8 verifica-se um fenémeno interessante no que respeita a cor
da emissao observada. De acordo com os dados espectrais da titulagao (por emissao), a
emissao do composto per si € uma banda centrada a 505nm, correspondente a cor verde,
e quando se adiciona CBS8, verifica-se o desaparecimento dessa banda e o surgimento de
uma centrada a 570nm, amarela; com um largo excesso de CB8 volta a surgir uma banda
na zona do verde pelo que, tal como observado na fotografia, a cor corresponde a uma
mistura entre amarelo e verde. Isto sugere-nos que no caso da complexacao com CB8
sao formados complexos com estequiometrias diferentes ja que o surgimento da banda
deslocada para o vermelho é caracteristica de um fendémemo de emissao excimérica, o
que nos sugere que nao so se formam complexos do tipo 2:1 (em que cada flavilio inclui
dois cucurbiturilos) mas muito provavelmente formar-se-ao complexos do tipo 1:2 (dois

flavilios dentro de um mesmo CB8) sendo esses os responsaveis pela emissao amarela.
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CAPITULO 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como cada molécula possui dois flavilios existem duas possibilidades: pode tratar-se
de uma dimero intramolecular em que a molécula “dobra” pela ponte de propano e fica
“fechada” pelo cucurbiturilo ou em alternativa ser um processo intermolecular em que
se forma essencialmente um polimero supramolecular de poli-pseudo-rotaxanos com os
cucurbiturilos a servirem de “cola” para reforgar as ligagoes 7 — 7= dos dimeros de flavilio.

A luz desta suposicdo, as constantes obtidas pelo modelo 2:1 para o complexo com
CBS8 (1b@CB8: K;; = 2,93 x 107 M, K5, = 3,94 x 10* M~!) devem ser interpretadas
apenas como constantes aparentes ja apesar de se obter um bom ajuste, é possivel que
0 mecanismo nao seja o0 mesmo. Outra indicacao para a formagao de complexos com
estequiometrias diferentes é a recuperagao da banda verde quando se atingem concen-
tragoes mais elevadas de macrociclo. Uma explicacao possivel para este fenomeno é a
de que, assumindo a formacao destes complexos 1:2 intra ou intermoleculares, quando
comeca a existir muito macrociclo livre, existe como que uma redistribuigao dos ligandos,
recuperando os complexos 1:1, de fluorescéncia verde.

No caso do CB7 os resultados sao mais claros e o modelo 2:1 parece explicar bem
o sistema uma vez que se verifica apenas um aumento na intensidade de fluorescéncia,
sem ser acompanhado de um desvio no maximo, comportamento tipico da rigidificagao
induzida pelo cucurbit[7]urilo. Além disso as contantes obtidas (K;; = 1 x 10 M™1,

Ky =1x10* M) estao dentro do esperado para este tipo de complexos [13].
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Figura 2.5: Titulagio do composto 1b (1uM) com CB8. A esquerda os espectros de emissdo
resultantes (1, = 460nm) com o respectivo ajuste em inset (K;; = 2,93 x10’M~!, Ky, =
3,94x10*M™1). A direita uma fotografia com células contendo a mesma concentragio de
flavilio e concentragoes progressivamente maiores de CB8.
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2.3 MAQUINAS MOLECULARES: O PSEUDO-ROTAXANO

Uma vez familiarizados com as estruturas e o comportamento dos flavilios na presenca
dos cucurbiturilos, e tendo em vista o desenho de um dispositivo molecular baseado num
rotaxano com duas “esta¢does” fomos primeiro estudar um pseudo-rotaxano: um com-
plexo semelhante cuja Unica diferenca é a auséncia de grupos terminais que impediriam
o macrociclo de sair. Esta abordagem foi seguida por forma a poder estudar primeiro
apenas o comportamento do macrociclo com o eixo (contendo o flavilio) sem a possivel
interferéncia dos grupos terminais. Isto porque apesar de servirem para que o macrociclo
esteja restringido ao eixo, pode acontecer que impecam a propria entrada e nao se che-
gue a formar o complexo. Nos casos em que isso ocorre, existem outras alternativas para
formar o pseudo-rotaxano, como por exemplo trancar o macrociclo por via de sintese, li-
gando os grupos terminais apenas depois do complexo estar formado. O pseudo-rotaxano
desenhado seria assim o complexo formado entre o CB7 e o composto 2, representado na
figura 2.6

®
/\N AN
|
O~ Z | N

/gl)\

Figura 2.6: Composto 2, 7-metoxi-4’-(N-(N-metilviologénio))Flavilio

2.3.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

Para poder estudar a formagao do complexo com rigor, bem como melhor monitorizar as
alteracoes que esta formacao induz no comportamento da molécula isolada, foi primeira-
mente caracterizado o composto 2. Para além da caracterizagao por RMN, feita no final da
sintese, foi determinado o seu pK, usando a técnica de saltos de pH, descrita em 4.2.2.1.

Uma vez determinado o pK, do composto (2,0) partiu-se para a caracterizagao do
complexo formado entre o composto 2 e o CB7. Para isso foi primeiro titulado o flavilio a
pH =1 tanto por absorc¢ao como por emissao. Na figura 2.8 representam-se as variagoes
espectrais observadas para ambos os casos e ainda uma fotografia onde é notorio o au-
mento na intensidade da fluorescéncia com o aumento da concentracao de CB7. Através
destas titulagoes foi possivel determinar aproximadamente a constante de associagao do
flavilio para com o CB7 (K4y+ = 5x 10°M~!). Por ser muito elevada, o método nao tem
sensibilidade suficiente no ajuste para saber com rigor o valor exato. Por isso, sabemos
que é superior a 5x 10’M~!, de acordo com a titulagio por emissao, mais rigorosa que a
efectuada por absor¢ao.

Seguidamente foram preparadas varias células com composto 2 (10uM) e um equiva-

lente de CB7 a diferentes pHs a fim de determinar o pK,, do complexo, numa experiéncia
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Figura 2.7: Espectros de absor¢ao de solugdes de composto 2 (18uM) equilibradas a varios
pHs. Em inset, o ajuste aos pontos experimentais que permite determinar pK, = 2,0.
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Figura 2.8: Titulagdes do compostos 2 com CB7 a pH = 1 por absor¢ao, a esquerda (39uM),
e por emissao, a direita (5uM), usando A,, = 445nm.

em tudo semelhante a efectuada anteriormente. Os dados espectrais encontram-se em

anexo (1.7) e o pK, obtido foi de 4,13, o que sugere que existe complexagao com o flavilio
(em vez de com a unidade de bipiridinio), ja que a subida do pK, em 2,13 unidades é

indicativa da estabilizacao do catidao. Determinado o pK, do complexo, partiu-se para a

titulacao por absorcao da chalcona (ver anexo 1.8); no entanto, surgiu o mesmo problema

de se obter uma constante elevada de tal forma que supera a sensibilidade do método.
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O problema da sensibilidade é que neste caso foi obtido do ajuste o valor de 3 x
10°M~1; contudo, o modelo ajustar-se-ia igualmente bem aos dados experimentais com
uma constante na ordem de 108M~! ou até de 10" M~!, pelo que apenas podemos afirmar
que K¢y >3 x 10°M ™!, Para contornar este problema e determinar a constante de forma
mais rigorosa, foi usado um método diferente: um ensaio de deslocamento por padrao.
Consiste num método competitivo em que se usa um segundo ligando para competir com
0 “nosso” ligando pelo receptor. Assim, e como a constante deste segundo ligando deve
ser conhecida com rigor, podemos saber a “nossa” constante através de um modelo cuja
racionalizacao é muito semelhante a do modelo “simples” e cuja deducao se encontra em
apéndice (B.3).

Por conseguinte, foi escolhido tetrametilamoénio, TMA, (na forma de brometo) que
tem a vantagem de ndo absorver na mesma zona do composto em estudo e ter afinidade
para com os cucurbiturilos [14]. No entanto, e uma vez que também nao conhecemos a
constante da afinidade para com o TMA nas condigdes em estudo, foi necessario proceder
primeiro a essa determinacao pelo mesmo método e, para isso, foi utilizada uma chalcona
cuja constante de afinidade para com o CB7 ja era conhecida (K s = 2,3 x 10°M ™!, com-
posto 2b, [15]) pelo que a experiéncia global, cujos resultados se apresentam na figura 2.9,

consistiu em duas partes:

1. Fez-se um ensaio de deslocamento por padrao usando TMA para competir com a
chalcona (com K, conhecida= 2,3 x 10°M~!) pelo CB7 e assim ficamos a saber que
o TMA possui uma K,z = 1,5x10°M™~!, ligeiramente superior (talvez devido ao pH)

mas comparavel a encontrada na literatura [14].

2. Conhecida a K3, do TMA, fez-se um novo ensaio, adicionando TMA ao complexo

Composto2@CB7 e determinando-se assim a K, = 5,3 x 10’ M~! para a chalcona 2.

Uma vez conhecida a contante de associacao da chalcona com o CB7 (K; = 5,3 x
10’M~1, e como conhecemos os valores de pK/, tanto do composto livre como do complexo
(2,0 e 4,13 respectivamente), podemos deduzir que a constante de associagao do flavilio
para com o CB7 sera cerca de duas ordens de grandeza superior a da chalcona, pelo que

se devera situar nos 5x 10°M L.

Analisando as titula¢oes do flavilio e da chalcona, podemos constatar o perfil bastante
diferente das variagoes espectrais. Enquanto no caso do flavilio se verifica uma diminuicao
da absorc¢ao a 425nm, no caso da chalcona a varia¢ao observada é a 260nm (diminuicao).
Enquanto a variacao a 425nm ¢é previsivel, ja que se trata da zona em que absorve o ntcleo
de flavilio, 260nm nao é a zona em que absorve a chalcona mas sim o bipiridinio, pelo que
estas titula¢oes nos fornecem uma indicacao acerca da estrutura do complexo: quando a
pH =1, o macrociclo deve encontrar-se ligado na zona do flavilio e a pH neutro prefere

ligar-se ao bipiridio.
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Figura 2.9: Ensaio por deslocamento de padrao para determinagao da constante de associa-
¢ao do composto 2 com CB7 (24uM) a pH = 6,3. Como padrao, adicionado gradualmente,
foi usado o tetrametilamoénio. A esquerda, a titulagdo com uma chalcona (20uM, 2b, [15])
cuja constante é conhecida (K, = 2,3x 10°M~!, pH = 7) e que permitiu determinar a
constante de associagio com 0 TMA (Kppa = 1,53 x 10°M~1); e a direita a titulagio com
o composto 2 (19uM) para determinar Ky.c; = 5,3 x 107.

2.3.2 CARACTERIZACAO ELECTROQUIMICA

Uma das caracteristicas do bipiridinio é ser electrorresponsivo, apresentando duas ban-
das de reducao a -1,0V e a -0,72V vs SCE [16], pelo que foram também investigadas as
propriedades redox deste composto/complexo tendo sido efectuadas titulagoes entre o
composto a pH =1 e pH = 6 seguidas por voltametria ciclica. Na figura 2.10 representam-
se os voltamogramas resultantes destas titulagoes. No caso da titulagao a pH =1, podemos
ver que existem duas bandas de redugao a ca. -0,5 e -1,0V. Enquanto a de -1,0V esta de
acordo com o observado no composto modelo, um bipiridinio simples [16], a de -0,5V
encontra-se relativamente desviada (0,22V) para potenciais menos negativos. Este facto
esta relacionado com o bipiridinio estar ligado ao flavilio que por ser electrodeficiente,
estabiliza a forma reduzida (do bipiridinio), o que faz com que seja necessaria menos
energia para o primeiro processo de redugao.

No entanto, e contrariamente ao bipiridinio per si [16], no caso do flavilio a reducao
mostrou-se irreversivel pelo que na figura apenas sao apresentados os primeiros ciclos de
cada experiéncia. Quando se analisa apenas a primeira reducao, ainda se chega a observar
alguma reversibilidade porém, ocorre adsorpgao do composto a superficie do eléctrodo.
Isto sugere que o composto pode sofrer algum tipo de degradagao quando sao aplicados
potenciais mais negativos. O proprio flavilio também apresenta ligeira electrorresponsivi-
dade, que neste caso pode ser atribuida a um ombro da primeira transi¢ao do bipiridinio
centrado a -0,4V. O problema de estudar as propriedades redox deste tipo de compostos é
a sobreposicao dos potenciais de reducao do flavilio e do bipiridinio. Quando se adiciona
CB7 observa-se o desaparecimento da banda a -0,5V e o surgimento de uma -0,7V. Uma
vez que se supOe que o CB7 se liga no flavilio, isto pode significar que com a adicao de
CB7 deixa de se manifestar o efeito do flavilio no bipiridinio uma vez que voltamos a ter

a transi¢oes a -0,7 e -1V (a de -1V nao sofre alteragoes). No caso dos voltamogramas da
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chalcona, verifica-se que com a adi¢ao de cucurbiturilo os potenciais de redu¢ao tornam-
se mais negativos, a semelhanca do que ocorre com o flavilio. ISto esté relacionado com a

preferéncia do cucucurbiturilo pelas formas oxidadas dos ligandos [16].
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Figura 2.10: Voltamogramas ciclicos (velocidade de varredura a 100mV/s). a) do flavilio
2 (0,5mM) a pH =1 per si (linha completa), com 0,5 e 1 equivalentes de CB7 (linhas
a tracejado e a pontilhado, respectivamente). b) da chalcona 2 (0,5mM) a pH = 6 para
varias concentragoes de CB7 (0 a 2,5eq.).

2.3.3 CARACTERIZACAO POR RMN

A fim de elucidar com maior certeza a estrutura do complexoa pH =1 e a pH = 6 foram
feitas titulagoes seguidas por RMN (a pD =1 e a pD = 6) cujos espectros se apresentam na
figura 2.11. Deles podemos concluir que as observagoes retiradas anteriormente estavam
correctas, uma vez que no caso da titulacdo a pH = 1 se observam desvios para campo
alto nos sinais dos protoes correspondentes aos aneis B e C do flavilio que é o compor-
tamento caracteristico dos protoes quando estao dentro da cavidade do cucurbiturilo; e
desvios para campo baixo dos sinais correspondentes ao anel A e a ponte metilénica que
une o flavilio e o bipiridinio, o que indica que estarao nas vizinhangas dos portais [11].
Isto confirma-nos que na forma de catiao, o CB7 se localiza no ntucleo de flavilio, com
algum dinamismo ja que oscila entre os anéis B e C. No caso da chalcona a pH neutro,
as variagOes sao mais simples de interpretar ja que a maior parte dos sinais nao sofre
alteragoes. Verifica-se apenas o desvio para campo alto dos protoes 12 e 13 dos aneis D e
E e para campo baixo os do metilo terminal (15) o que nos indica que a pH neutro o CB7

se desloca preferencialmente para os aneis D e E do bipiridinio, ficando ai restringido.

2.3.4 FOTOQUIMICA

Analisadas que estao as estruturas dos complexos formados entre o composto 2 e o CB7
nas formas de flavilio e de chalcona, resta saber se estas sao intercambiaveis quando
controladas por estimulos externos. Para isso, foi estudada a resposta fotoquimica do
complexo através da irradiacao de uma célula a pH = 4,48 e monitorizacao das variagoes

espectrais. O resultado desta experiéncia encontra-se representado na figura 2.12a).
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Figura 2.11: Titulacdes do composto 2 com CB7 seguidas por RMN. Em cima, a pH =1
(0,5mM, D,O/DCI, pD =1) a)sem CB7,b) e c) com 0,5 e 1 equivalentes, respectivamente.
Em baixo, a pD =6 (0,5mM, D,O/NaOD, pD = 6) e) sem CB7 e d) com 1,5 equivalentes.

Quando irradiada a 365nm, zona em que absorve a chalcona, verifica-se uma dimi-
nuicao na absorvancia da Ct e um aumento na zona de absorcao do flavilio, o que nos
indica que o composto 2 actua de facto como fotocomutador. No entanto, dos cerca de
70% de percentagem de chalcona existente inicialmente (antes de iniciar a irradiacao),
cerca de 58% continuam a existir no estado fotoestacionario, o que nos diz que apenas se
converteu 12% de Ct, o que nao traduz uma eficiéncia muito elevada.

Apesar disso, estes dados sao encorajadores para prosseguir o estudos dos (pseudo-
Jrotaxanos incorporando unidades de flavilio como fotocomutadores. Na figura 2.12b)
representa-se o esquema de funcionamento deste pseudo-rotaxano com as duas formas

possiveis e como variar entre elas (luz, calor ou pH), assim como a localizacao preferida

para o macrociclo em cada uma delas.
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Figura 2.12: a) Irradiagao do composto 2 (10uM) a pH = 4,48 com 1 equivalente de CB7
a A, = 365nm. As linhas coloridas representam o espectro da chalcona e do flavilio com-
plexados com CB7 para fins comparativos. b) Esquema simplificado do funcionamento
do pseudo-rotaxano como fotocomutador.

2.4 MAQUINAS MOLECULARES: O VAIVEM MOLECULAR

Tendo em conta os resultados promissores obtidos com o composto 2, foram desenhados
os compostos 3 e 4 (fig. 2.13) para estudar se ocorrera ou nao inclusao do macrociclo e
formacao do rotaxano (composto 3) e depois se se podera ou nao formar o “vaivém molecu-
lar” com um movimento controlado entre duas esta¢des (composto 4). Neste ultimo caso,
optou-se por uma segunda estagao rica em electroes que, de acordo com alguns calculos

realizados, se situara entre o flavilio e a chalcona em termos de densidade electronica.

z
3 AN
XGOS

Composto 3
= /O\/\/O‘
~ 0NN
I =
Composto 4

Figura 2.13: Compostos 3 e 4, 4’-7-bis(m,m-dimetilo-piridinio-N-propanoxi)-flavilio,
7-(m,m-dimetilo-piridinio-N-propanoxi)-4’(m,m-dimetilo-piridinio-N-propanoxi-p-
fenil-propano(bis)oxi)-flavilio, respectivamente
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2.4.1 CALCULOS TEORICOS

As estruturas de ambas as moléculas foram optimizadas usando a teoria de densidade
funcional (TDF) com a base de fung¢oes 6-31g. Este calculo permitiu-nos também obter os
mapas de densidade electrénica de ambas as moléculas quer para a forma em que temos
o catiao flavilio, quer para a forma em que temos a chalcona. Na figura 2.14 podemos ver
as diferencgas na distribui¢ao do potencial electrostactico entre o flavilio e a chalcona do
composto 4. No primeiro caso, uma vez que o catido flavilio é relativamente electrode-
ficiente, a carga esta mais deslocalizada para o anel aromatico que se encontra isolado
(D). Apesar de ser suportada pela teoria, esta ja seria uma nocao bastante intuitiva ja
que esse segundo anel aromatico possui dois oxigénios que lhe podem doar carga por
contraste com o flavilio que tem até uma carga formal positiva, devido a deslocalizagao
dos electroes do oxigénio do pirilio. No entanto, quando se forma a chalcona temos uma
situacao bastante diferente. Com a presenca de um grupo carbonilo altamente conjugado
e de um hidroxilo no anel A, a chalcona passa a ser a zona da molécula mais densamente

carregada, se bem que agora haja uma distribuicao maior da carga negativa.

12 Caso - Flavilio

0.14 B

| Flavilio/Chalcona | | Anel D |

292 Caso - Chalcona

Figura 2.14: Mapas de potencial electrostatico para o composto 4, nas formas de flavilio
e chalcona para as conformagoes de energia minima. Entre os tragos esta indicada a
respectiva zona da molécula para melhor compreensao.

No caso do composto 3, observam-se resultados semelhantes (em anexo) s6 que pe-
rante a auséncia do anel D, no caso do flavilio a carga fica mais centrada na extremidade
do anel B do flavilio e desloca-se para a zona entre a dupla ligacao conjugada e o anel B
quando se forma a chalcona. Vemos assim o interesse destes compostos e a sua potenciali-

dade para funcionar como rotaxanos.
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2.4.2 A MISTURA

Tendo em conta potencial aplicagdo das estruturas pensadas, a sua sintese foi desenhada
em colaboracao com o grupo de investigacao do Dr. Nathan McClenaghan do Institut Des
Sciences Moleculaires, em Bordeaux que sintetizou ambos os compostos. Quando se iniciou
o seu estudo, verificou-se por RMN a presenca de sinais inesperados que sugerem que
o composto tenha sofrido alguma degradagao ja que pareciam estar presentes os sinais
correspondentes a uma mistura de dois flavilios semelhantes mas distintos como se pode

ver na figura 2.15. Perante esta evidéncia, foi preparada uma solucao em HCI 0.1M e
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Figura 2.15: Espectro de 'H RMN (D,0/DCI10,1M) do “composto 3” com o sinal corres-
pondente ao protao 4 evidenciado.

tracado o seu espectro de absorcao que indicou a presenca de apenas uma banda bastante
bem definida. Perante estes indicios contraditorios, foi feita uma analise por HPLC-DAD
(4.2.2.5) cujo cromatograma se apresenta na figura 2.16.

Através deste cromatograma, é claro que existem dois compostos, que sao eluidos
com menos de 2 minutos de separacao, pelo que deverao ser semelhantes (como sugere
o RMN). Porém e muito curiosamente, possuem o mesmo espectro de absor¢ao, o que
explica porque nao se observaram diferengas nessa experiéncia.

Com esta informagao em maos, foi tentada a separagao da mistura por coluna croma-
tografica de fase reversa, utilizando condi¢oes aproximadas as das usadas no método de
HPLC. Usou-se incialmente HCI (pH = 1) com uma pequena percentagem de metanol e,
ao longo da eluigao, foi sendo aumentada até no fim se usar apenas metanol, para garantir

que nao ficaria nenhum produto na coluna.
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Figura 2.16: Cromatograma resultante da injeccao de uma solu¢ao de composto 3. O
eluente usado foi uma mistura de H,O acida (5%HCIOy4) e Metanol (gradiente 93-7%
inicial para 0-100% final, respectivamente).

Nesta coluna foram aplicadas 32mg e, ap6s cuidada analise de cada fraccao por HPLC,
foram isolados dois conjuntos correspondentes aos dois picos observados no cromato-
grama inicial. Isolaram-se 12mg do primeiro e 6mg do segundo pico. Cada um destes
conjuntos foi analizado por RMN e verificou-se que a sua soma correspondia ao espectro
inicial, pelo que a separacgao foi efectiva e existiam de facto dois compostos. O extracto
correspondente ao primeiro pico coincidia com o esperado para o composto 3. Pelo con-
trario os sinais do extracto correspondente ao segundo nao conseguiam ser explicados,
uma vez que, apesar de em solugao apresentar o comportamento tipico de um flavilio em
tudo idéntico ao primeiro extracto, o espectro de RMN sugeria um padrao de substitui¢ao
do anel de pirilio diferente, o que devia influenciar o comportamento em solugao. Para
tentar esclarecer devidamente esta questao, foi feita uma segunda corrida no HPLC da
mesma mistura inicial mas desta vez usando um analisador de massa.

Os espectros de massa e cromatograma obtidos (I.11-1.15) permitiram confirmar que
o primeiro pico na elui¢ao da coluna correspondia efectivamente ao composto esperado e
permitiram ainda obter um dado crucial para a elucidacao do composto correspondente
do segundo pico. Apo6s cuidada analise do espectro em modo negativo, foi possivel per-
ceber o padrao caracteristico da distribi¢ao isotopica do bromo, o que nos sugere que a
molécula tenha incluido um destes atomos. Efectivamente e apds varias tentativas, foi

possivel propor uma estrutura (2.17) que nas condi¢oes da coluna poderia originar os
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sinais que foram obtidos.
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Figura 2.17: Estrutura proposta para explicar os resultados obtidos por LC-MS.

Esta estrutura nao s6 poderia explicar os picos obtidos em massa, como também
os sinais aparentemente incompreensiveis obtidos por RMN. Ja que como nao possui o
protao 6, nao se verifica acoplamento do protao 5 (que passa a ser um singuleto) e o

proprio protao 8 deixa de ter acoplamento meta.
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Figura 2.18: Comparacio entre os espectros de ' H RMN (D,0/DCI 0,1M, 400MHz) de i)
mistura inicial; ii) estracto purificado do 1° pico; iii) extracto purificado do 2° pico

Assim, verifica-se que esta estrutura é também apoiada pelos dados de RMN. Ja ti-
nhamos verificado que o espectro de absor¢ao de ambos os picos era idéntico pelo que se

torna dificil usar esse dado como termo de comparacao. No entanto, e com o auxilio de
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alguns calculos teéricos de TDF, foi possivel verificar que as transi¢oes electronicas cal-
culadas para ambas as estruturas sao bastante semelhantes, havendo um desvio de cerca
de 2nm que é imperceptivel em condi¢Oes experimentais mas que nos permite confirmar
que o mais provavel é que o segundo pico se trate do composto 3 bromado na posicao 6.
Isto pode dever-se as condi¢Oes reaccionais que sao extremamente acidas, sendo portanto
um meio relativamente “agressivo”. Nestas condi¢des, e uma vez que a posicao 6 é relati-
vamente electrofilica (como verificado pelos calculos tedricos) podera ter ocorrido uma
bromacao do anel aromatico. Muito provavelmente o mesmo tipo de reaccao lateral tera

ocorrido na sintese do composto 4, em tudo semelhante a do composto 3.

2.4.3 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS 3 E 4

Com a questao esclarecida e uma vez purificado o composto, partiu-se para a sua carac-
terizagao por espectroscopia de absor¢ao. Primeiramente efectuaram-se os saltos de pH
para se proceder a uma determinacao rigorosa do pK, e do pK," do composto, indispen-
saveis para os estudos seguintes. Para esta determinacado, foram preparadas 32 solugoes
equilibradas a pHs diferentes (entre 0.93 e 9.57) de acordo com o procedimento indicado
em 4.2.2.1. Estas solugoes foram preparadas directamente em células de absorgao que
foram sendo monitorizadas desde algumas horas a alguns dias (consoante o pH) até que
nao se registassem alteragoes, o que indica que se chegou ao estado de equilibrio. Na
figura 2.19 estao representados os espectros resultantes desta experiéncia para o caso do
composto 3, tendo sido obtidos os valores de pK, = 1,78 e pK,' = 7,44. A experiéncia
foi replicada para o composto 4 e esses resultados, relativamente semelhantes a estes,
encontram-se em anexo (1.19) com pK, = 1,61 e pK = 7,83. Como podemos ver, sao
valores préoximos dos calculados para o composto 3 o que se explica tendo em conta o
mesmo padrao de substitui¢ao do flavilio.

Uma vez tendo estes dados, podemos analisa-los de acordo com o procedimento des-
crito em A.2, pelo que escolhemos os valores de absorvancia aos comprimentos de onda
correspondentes aos maximos de absorgao do flavilio e da chalcona trans (459nm e 373nm,
respectivamente). Na figura 2.20 encontram-se representados os pontos experimentais
e as respectivas curvas obtidas através da equagao A.21 para o caso do composto 3. Os
mesmo dados, relativos ao composto 4 encontram-se em anexo (1.20). Como podemos
ver através da distribuicao de espécies, os pK;s de ambos os compostos sao relativamente
baixos o que nos indica que estes flavilios nao sao particularmente estaveis na forma de
catido. Isso pode dever-se a presenca dos grupos terminais, também cationicos que fazem
desta molécula um tricatiado, justificando os baixos valores de pK, quando comparados
com flavilios com padrdes de substitui¢ao semelhantes[7].

Uma vez conhecido o pK,, podemos agora estudar a resposta a luz destes compostos
e saber se poderao funcionar eficazmente como fotocomutadores. Para isso escolheu-se
um pH ao qual ja s6 exista chalcona trans e fez-se a irradiagao dessa solugao até se atingir

o estado fotoestacionario, ou seja, quando independentemente do tempo de irradiagao
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Figura 2.19: Espectros resultantes dos saltos de pH efectuados para o composto 3
(22,5uM), de pH muito acido a pH neutro para determinacgao do pK, e em inset, o mesmo
para pHs neutros a basicos para determinagao do pK; (33,5uM)

ja nao se observam mudancas espectrais. Na figura 2.21 representam-se os resultados
desta irradiacao. No caso do composto 3, o estado fotoestacionario foi atingido ao fim
de cerca de 30 minutos. Ja o composto 4 demorou cerca de 20 minutos. Através dos
dados obtidos com estas experiéncias foi possivel determinar o rendimento quantico
fotoquimico da formagao de AH*. Para isso, foi usado o método relativo da actinometria
tendo sido obtidos os valores de 0,042 e 0,028 para os compostos 3 e 4, respectivamente
ao pH préxim de 3,50. Com este valor, e tendo em consideragao as concentragdes iniciais
e finais de flavilio, foi possivel apurar também as percentagens de fotoconversao (49%
e 21% para os compostos 3 e 4, respectivamente, a esse pH). Estes valores dao-nos uma
ideia da eficiéncia do sistema enquanto fotocomutadores. Uma vez que esta eficiéncia
depende da estabilidade relativa dos componentes do multisistema, os valores obtidos s

sao validos nesta gama de pHs.

Observadas as notorias propriedades luminescentes destes compostos, foram tragcados
espectros de emissao que revelam uma banda centrada a 492nm para 3 e a 498nm 4.
Como referido na Introdugao, a grandeza a ter em conta para comparar a emissividade de
um composto é o seu rendimento quantico de fluorescéncia (ou luminescéncia). Assim,
este foi determinado por aplicagao da equacao 1.9, e de acordo com o procedimento

descrito em 4.2.2.2, tendo sido obtidos os valores de 0,20 e 0,17 para os compostos 3 e 4,
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Figura 2.20: Dados experimentais obtidos para o composto 3 e respectivo ajuste ao modelo
tedrico. Em inset: distribui¢ao das frac¢oes molares de cada espécie em fun¢ao do pH, de
acordo com o modelo tedrico ajustado.

respectivamente.

Em jeito de resumo, a tabela 2.1 sumariza os valores de €, pK,, pK.', Y%Fotoconversio €
rendimendo quantico de fluorescéncia (¢gj,,,) encontrados para os compostos 3 e 4. E
com base nestes valores que serao conduzidos os estudos de complexagao com os varios

macrociclos apresentados na sec¢ao seguinte.

ComPOStO ‘ €AH+ ‘ €Ct ‘ pK{; ‘ pKa;/ ‘ (PFOTO* ‘ %0 Fotoconversio* ‘ (PFluor
3 56168 | 29796 | 1,78 | 7,44 | 0,042 49 0,20
4 56913 | 23670 | 1,61 | 7,83 | 0,028 21 0,17

Tabela 2.1: Valores de € (em M~'cm™! ),de pK. e pK! e de Fotoconversiao para os
compostos 3 e 4 (*a pH ~ 3,5).

2.4.4 ESTUDO E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Uma vez caracterizados espectroscopicamente os compostos per se, partimos para testar
a formac¢ao ou nao de complexos entre os compostos e os macrociclos cucurbit[7]urilo e
ciclodextrinas (a e ). Em primeiro lugar foram titulados os flavilios a pH =1 com os

trés macrociclos. Na figura 2.22 podemos observar as titulacoes de ambos os compostos
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Figura 2.21: Espectros resultantes da irradiagao dos compostos 3 (29,61uM) e 4 (17,2uM,
em inset). Neles podemos ver as variagoes espectrais induzidas pela luz (A;,, = 366nm)
que resultam na transformacao da chalcona trans em flavilio a um pH préximo de 3, 5.

com a a-ciclodextrina. B muito interessante notar que, no caso do composto 3, practica-
mente nao se observam altera¢des no espectro de emissao com a adi¢ao de aCD, tendo
o0 ajuste e determinacao das constantes sido feitas pela titulagao por absorcao, enquanto
no caso do composto 4 acontece o preciso oposto. Em ambos os casos se obtém contantes
relativamente baixas (10694 M~! e 631 M~! para C3 e C4, respectivamente) e formacao
maioritaria de complexos 1:1. Uma possivel explicagao para esta diferenca de comporta-
mentos pode estar relacionada com o local de ligagao da ciclodextrina ja que o mesmo
comportamento é observado para a ff-ciclodextrina (figuras I.21 e .22 em anexo).

Uma possibilidade é que a ciclodextrina, nao tendo muita afinidade para o ntcleo
de flavilio, prefira ligar-se ao anel D no caso do composto 4 e que, nesse caso, quer pela
rigidificagao da estrutura, quer pelo anulamento de algum efeito de auto-exting¢ao que o
anel D pudesse ter sobre a fluorescéncia da molécula, exista um aumento da fluorescéncia
da molécula. No caso do composto 3, como nao existe outro local preferencial para ligagao
da CD, acaba por ligar-se ao nucleo de flavilio, afectando a respectiva absorvancia; porém,
com constantes muito baixas, na ordem dos 10 para a formagao dos complexos 1:1. Ou-
tra possivel explicacao esta relacionada com o possivel enrolamento da molécula de C4,
causando uma exting¢ao da fluorescéncia. A complexacdao com a CD obrigaria a molécula
a adoptar uma conformagao extendida o que anularia esse efeito de auto-extingao, au-

mentando assim a intensidade de fluorescéncia, como observado. Isso também explicaria
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a constante obtida para o composto 4 ser duas ordens de grandeza inferior a obtida para

0 composto 3.
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Figura 2.22: A esquerda: titulagao do composto 3 (25,7uM) com aCD por absor¢do. Em
inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com Ky = 10694M~1, Kyy =1,5M 7!
e a mesma titulagdao seguida por emissao (A,, = 420nm) em que nao se observaram
alteracdes significativas. A direita: titulagio do composto 4 (2,1uM) com aCD por
emissao (A, = 460nm). Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com
K1 =631M~!, Ky, = 33,2M! e a mesma titulagao seguida por absor¢do em que nao se
observaram alteragdes significativas.

No caso das interac¢des com o cucurbit[7 urilo, 0 comportamento ja € mais semelhante
entre os dois compostos. Na figura 2.23 representa-se a titulagao para o composto 3 e em
anexo (1.23) a relativa ao composto 4. Em ambos os casos se registam constantes de associ-
acio bastante elevadas (K;; = 1x107;K,; =1,5x10% e Ky = 2x10% K, = 2x 103 para os
compostos 3 e 4 respectivamente), assim como a formag¢ao maioritaria de complexos do
tipo 2:1 quando se aumenta a concentragao de macrociclo. Para além do patente aumento
de intensidade de fluorescéncia, tipico da intera¢ao com cucurbiturilos, verifica-se um li-
geiro desvio para o azul dos maximos de emissao de ambos os compostos. Isto juntamente
com o perfil da curva do maximo de absor¢ao sao indica¢oes da formagao de complexos
2:1 com o cucurbiturilo que, contrariamente as ciclodextrinas, se liga preferencial e direc-
tamente na zona do nucleo de flavilio. Essa ligacao também é explicada intuitivamente ja
que o CB7 é relativamente electronegativo, pelo que tera alguma atraccao electrostactica

pelo catiao.

Foram também medidos os rendimentos quanticos de fluorescéncia dos complexos,
para ter uma ideia de como sao afectados pela complexacao. Na tabela 2.2 sdo apre-
sentados os valores obtidos bem como os dos compostos livres para compara¢ao. Como
podemos ver, os valores dos flavilios livres (0,20 e 0,17) sao relativamente baixos e quando
lhes é adicionado CB7 aumentam mais de 4 vezes. Isto é consistente com o observado
nas titulacoes seguidas por fluorescéncia e estara quase certamente relacionado com a
rigidez induzida pelo cucurbiturilo na complexagao com o nicleo de flavilio. Ja com as

ciclodextrinas, o caso é diferente e mais complexo de analisar. Verifica-se que em ambos
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Figura 2.23: Titulagao do composto 3 (1,72uM) a pH = 1 com CB7 seguida por emissao
(Aex = 420nm). Em inset representa-se a mesma titulacao seguida por absorcao ([C3] =
16,3uM) e também os ajustes aos pontos experimentais de ambas: a vermelho os dados
de emissdo e a azul os de absor¢io, com K;; =1 x 10°M~!, Kyy =1,5x 10*M~1).

no caso do composto 3 a complexagdo nao parece afectar significativamente os rendi-
mentos quanticos enquanto no caso do composto 4 se verifica um aumento expressivo,

concordante com o observado nas titulagoes.

‘ Composto 3 ‘ Composto 4

per si 0,20 0,17
@CB7 0,84 0,77
@aCD 0,23 0,39
@BCD 0,21 0,38

Tabela 2.2: Quadro-resumo dos valores de rendimento quantico de fluorescéncia obtidos
para os complexos formados entre os compostos 3 e 4 com os macrociclos CB7, aCD e
BCD,apH =1.

Estudado o comportamento destes 3 macrociclos com o composto na forma de flavilio,
interessa agora estudar a afinidade relativa para com a forma de chalcona, para ver se estes
complexos podem ou nao funcionar como dispositivos supramoleculares, tirando partido
da fotocomutagao flavilio/chalcona. Para estudar a interac¢ao com a chalcona, importa
primeiro conhecer os valores de pK, e pK,” dos complexos ja que quando os macrociclos

se ligam as moléculas, naturalmente vao afectar a sua estabilidade e consequentemente
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os valores de pK,. Para determinar essas constantes, foram feitas varias experiéncias de
saltos de pH em série, para a determinagao do pK/ (na gama de pHs acidos/neutros) e
em continuo para o pK;’ (na gama neutra/basica). Foi adoptada esta estratégia porque
contrariamente ao equilibrio flavilio/chalcona (pK}), o pK” depende apenas da protona-
¢ao/desprotonacgao da chalcona trans pelo que é uma reacgao extremamente rapida e o
equilibrio é atingido imediatamente apos a alteracao de pH. Em anexo estdo as figuras
correspondentes aos equilibrios a varios pHs e respectivos ajustes para determinagao
das constantes (1.24-1.29). A tabela 2.3 sumariza os valores obtidos e apresenta os dos

compostos livres para comparagao.

Composto 3 Composto 4
pKi | pKJ | pKi | pKY

Comp.persi | 1,78 | 7,44 | 1,61 | 7,83
@CB7 4,55 | 8,50 | 3,70 | 8,38
@aCD 1,42 | 7,85 | 1,93 | 8,33
@BCD 1,05 | 8,12 | 1,58 | 8,50

Tabela 2.3: Quadro-resumo dos pKas aparentes dos complexos formados entre os com-
postos 3 e 4 com os macrociclos CB7, aCD e fCD.

Nao tao curiosamente, observa-se que apenas no caso do cucurbiturilo existe um
aumento expressivo do pK,. Com as ciclodextrinas, a tendéncia é de diminui¢ao do pK,
no caso do composto 3 ou de nao alteragao no caso do composto 4. Mais uma vez isto apoia
a nossa suposicao de que as ciclodextrinas nao se ligam no nucleo de flavilio do composto
4 mas sim no mais electronegativo anel D (dai ndo afectarem muito significativamente o
pK}) e no composto 3 como nao tém outra op¢ao, ligam-se ao nucleo de flavilio, embora
prefiram a forma de chalcona, de caracter mais neutro que o flavilio, dai que baixe o pK},
uma vez que a chalcona é estabilizada em relagao ao flavilio. Com os complexos com
cucurbiturilo acontece o oposto, pois tal como referido anteriormente, o CB7 tem caracter
electronegativo pelo que prefere ligar-se ao catiao flavilio e, ao fazé-lo, estabiliza-o. Dai
que o catao flavilio se mantenha estavel até pHs muito superiores, neste caso um aumento
de 2,77 e 2,1 unidades de pH para C3 e C4 respectivamente. No caso do pK,’, o que se
verifica é que qualquer dos macrociclos aqui estudados prefere a forma neutra da Ct a
forma ionizada (Ct~) logo todos aumentam o pK/’ especialmente o cucurbiturilo.

A figura 2.24 ilustra, em jeito de resumo, a distribuigao de fracgées molares para cada
composto e respectivos complexos para que se possam comparar os desvios relativos e a
estabilidade de cada espécie em cada complexo.

Uma vez conhecidos os valores das constantes de acidez, podemos desenhar e executar
a experiéncia de titular as chalconas trans com os macrociclos. Estas titulagoes (em anexo:
1.30-1.35) permitiram concluir que, no caso do CB7, a afinidade é varias ordens de gran-
deza menor do que no caso do flavilio a pH =1, sendo ligeiramente inferior no C4 o que

pode dever-se a presenca do anel D. No caso das ciclodextrinas, as constantes e associagao
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Fracgéo Molar
Fracgéo Molar

Figura 2.24: Distribui¢ao das fra¢oes molares dos complexos formados entre os macro-
ciclos CB7 (tracejado), aCD (pontilhado) e BCD (tracejado/pontilhado), e os compostos
3 (a esquerda) e 4 (a direita). Para comparacao estao também as fraccdes molares do
composto livre (linha completa).

sao muito superiores as registadas para os flavilios, o que ja seria previsivel; no entanto,
nao se verificou um desempenho tao bom da «CD como da SCD. Isto pode ser devido
a varios factores, embora seja provavel que esteja relacionado com alguma precipitacao

que foi observada na célula durante a titulagao.

De acordo com os dados obtidos dos saltos de pH com os complexos, sumarizados na
figura 2.24, os valores mais baixos de pK, foram obtidos com a fCD o que nos sugere que
seja com esta que existe a maior afinidade para com as Cts. Assim foram realizados alguns
testes por dicroismo circular por forma a tentar obter mais alguma informacao sobre o
sistema. A técnica de dicroismo circular mede a interac¢ao dos compostos com a luz
polarizada, sendo portanto particularmente util para compostos quirais. No nosso caso,
apesar de os compostos 3 e 4 ndo serem quirais, quando estao dentro das ciclodextrinas,
a interaccao dos momentos dipolares gera um sinal de dicroismo circular induzido [17].
Isto permite obter uma evidéncia da formagao de complexos com ciclodextrinas, uma vez
que, como estas ndo absorvem na mesma regiao, se surgir sinal na zona onde absorvem

os compostos, isso indica que estao dentro da cavidade da ciclodextrina.

Na figura 2.25 encontram-se representados os resultados de uma titulagao efectuada
entre o composto 4 e a fCD, em que é visivel o surgimento do sinal na zona de absor-
¢ao da chalcona. Isso indica-nos que ocorre a ligacao da ciclodextrina nessa zona da
molécula. Com o composto 3 foi também testada a resposta no dicroismo circular dos
complexos C3@CB7 e C3@BCD nas respectivas formas de chalcona. Como seria esperado,
o primeiro ndo mostrou qualquer sinal e o segundo mostrou duas bandas bem definidas
correspondentes a chalcona, indicando a ligacao da ciclodextrina nesse local.

Para além disso, foi feito um outro teste para ver quao estaveis seriam os complexos
na presenga do outro macrociclo. Ou seja, ao complexo C3@CB7 foi adicionada CD e
ao complexo C3@BCD adicionou-se CB7. O que se verificou foi que quando ¢ adicio-

nada BCD ao complexo C3@CB7, que per si nao tem sinal no dicroismo circular, surge
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uma banda em tudo semelhante a observada para o complexo C3@BCD, apenas nao tao
forte. Isto sugere-nos que pelo menos parte dos cucurbiturilos nos complexos iniciais
foram desalojados para dar lugar a ciclodextrinas, formando novos complexos. Fenémeno
semelhante ocorre na experiéncia inversa.

2.5+ 0.8

——C3@pCD

C3@BCD+CB7 06
—— C3@CB7+BCD
——C3@CB7
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Figura 2.25: Espectros de absorcao obtidos por dicroismo circular. A esquerda, um teste
com a chalcona 3 complexada com CB7 (a vermelho), com SCD (laranja) e a verde e a azul
um teste em que foram adicionados ambos os macrociclos, mas por ordens diferentes. A
direita, uma titulacao da chalcona 4 com BCD seguida por dicroismo circular em que a
concentracdo de macrociclo aumenta de acordo com o sentido da seta.

A fim de elucidar com maior rigor a estrutura do complexo formado entre o cucur-
bit[7]urilo e o composto 3, foi feita uma titulagao seguida por RMN. Tirando partido do
desvio selectivo induzido pelo macrociclo nos protdes da molécula, podemos saber exa-
tamente onde se localiza o cucurbit[7]urilo. Assim, e analisando a figura 2.26, podemos
ver que no caso da titulacao a pH = 1 se verificam varias alteragdes no espectro, com a
adicao de CB7. As atribui¢Oes dos sinais bem como o seguimento dos desvios induzidos
pela complexacao foram possiveis pela analise conjunta dos espectros unidimensionais
representados nesta figura e de experiéncias bidimensionais que se apresentam em anexo,
designadamente um COSY da amostra inicial (1.36), sem CB7, e um ROESY da amostra
correspondente ao espectro b, com 0,5 equivalentes de CB7 (I1.37). Enquanto o COSY é
atil para identificar sistemas de spin, evidenciando que protdes acoplam com que pro-
toes, a experiéncia de ROESY permite conhecer duas informacgdes: que protoes estao
espacialmente proximos (apresentam sinal oposto ao da diagonal) e, nos casos em que
existe permuta lenta, permite saber quais sao os sinais correspondentes a essas permutas
(mesmo sinal que a diagonal). No nosso caso, tiramos partido dessa permuta lenta entre
os sinais do composto complexado e os do composto livre. Assim e como sabemos as
atribuicoes do composto livre, ficamos também a conhecer as do composto complexado e
podemos desta forma seguir as alteragoes.

Tendo em conta o que conhecemos sobre como a complexa¢ao com cucurbiturilos
afecta os sinais, sabemos agora que, a semelhanca do observado para o composto 2, no
caso da titulagcao a pD =1, o macrociclo se localiza principalmente no anel B, nao estando

muito restringido ja que os sinais correspondentes ao protdes 15, 19 e 8 sofrem desvios
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Figura 2.26: Titulacdes do composto 3 com CB7 seguidas por RMN. Em cima, a pH =1
(0,5mM, D,O/DCI, pD =1) a) sem CB7,b) e c) com 0,5 e 1 equivalentes, respectivamente.
Em baixo, a pD =6 (0,5mM, D,O/NaOD, pD = 6) e) sem CB7, d) e f) com 0,5 e 1 equiva-
lentes, respectivamente.

para campo baixo o que indica que estao na zona de desblindagem dos portais do CB7.
Ao invés, os sinais correspondentes aos protoes 2’, 3°, 5’, 6’ e 3 sao desviados para campo
alto, indicando que estao dentro da cavidade, muito a semelhanca do observado para o
composto 2. No caso da titulagao a pD = 6, apenas se observa o desaparecimento de alguns
sinais o que sugere que estao em permuta (entre o composto livre e o complexo) e nas
condigoes da experiéncia nao foi possivel obter um espectro com os sinais mais definidos
pelo que a indicacao que nos da o RMN a pD = 6 é a de que o macrociclo interaje com
a chalcona mas nao esta restrito a um local especifico, possuindo alguma liberdade de

movimento.
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CariTUuLO

CONCLUSAO

Este trabalho permitiu caracterizar a afinidade de compostos derivados dos flavilios com
diferentes tipos de macrociclos, como as « e f ciclodextrinas e os cucurbit(7,8]urilos.

Em relagao aos primeiros resultados analisados, os relativos as interacgdes entre os
bisflavilios e os cucurbit[7,8]urilos, ficAmos a saber que, no caso do CB7, sao formados
complexos do tipo 2:1, acompanhados de um expressivo aumento na intensidade de
fluorescéncia. Com o CBS8, os resultados sugerem a formacao de complexos com estequio-
metrias mais variadas que implicam complexos do tipo 1:2 (dois flavilios dentro de um
cucurbiturilo) uma vez que se verifica o surgimento de uma banda larga e deslocada para
o vermelho, tipica da formagao de excimeros. Futuramente sera importante caracterizar
melhor este sistema com o CB8, assim como completar a caracterizagao fundamental do
composto per si.

Relativamente ao pseudo-rotaxano, foi possivel proceder a uma caracterizacao bas-
tante completa do sistema, tendo a sua viabilidade como dispositivo fotocomutavel ficado
um pouco aquém do desejado (com uma eficiéncia de conversao de apenas 12%). Ainda
assim, mostrou-se bastante adequado como composto modelo para estudar e para além
disso, é um possivel ponto de partida no desenho e estudo de novas estruturas.

Por fim, os compostos 3 e 4 constituem um trabalho ainda inacabado. Apesar de
terem sido ja caracterizadas as suas afinidades para com as ciclodextrinas, que exibiram
em ambos os casos preferéncia pela forma de chalcona, e o CB7 que como esperado
prefere a forma de flavilio; seria agora importante estudar a viabilidade do macrociclo
de Stoddart na formacao de um vaivém molecular, assim como esclarecer melhor, através
de experiéncias de RMN ou outras equivalentes, o local de ligacao do cucurbiturilo na
forma de chalcona no composto 3. Seria também muito importante efectuar a mesma
elucidacao para o composto 4 que, por incluir um outro anel aromatico, pode render

resultados interessantes.
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MATERIAIS EMETODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 REAGENTES

Os reagentes usados nas sinteses foram adquiridos com grau de pureza >98% as mar-
cas Sigma-Aldrich, Merck, TCI, AlfaAesar e Panreac e usados sem purifica¢oes adicionais.
No caso com composto com bipiridinio, o material de partida ja existia disponivel no
laboratorio. Os solventes foram usados conforme recebidos, sem secagem.

Nos estudos relizados foram usadas algumas moléculas comerciais, como as ciclodex-
trinas (CycloLab). Também neste caso foram usadas sem purificagoes adicionais. Foi usada
agua Milipore Ultrapura, com condutividade < 204Q). Os macrociclos CB7, CB8 e CAS ja
haviam sido sintetizados no laboratério em trabalhos anteriores. Os cucurbiturilos foram
usados tal como estavam e a CAS foi submetida a uma troca de contra-iao (de hexafluoro-
fosfato para cloreto) para aumentar a sua solubilidade em agua, de acordo com o descrito

em [3].

4.1.2 EQUIPAMENTOS
4.1.2.1 Aquecimento e Agitacao

Para aquecimento e agitacao de solugoes/reacgdes, foram utilizadas placas de aqueci-
mento com agitagao magnética da marca VWR, modelo VMS-C4 advanced. Para agitagao
de cuvetes ou solu¢oes em frascos (pequenos volumes) foram também utilizadas placas
de agitagao da IKA, modelo LabDisk. Para agitacao e homogeneizagao por ultra-sons,
foi utilizado um banho termostatizavel Elma, modelo Elmasonic S-100H com a tempera-
tura regulada de acordo com o necessario. Quando necessaria, foi ainda utilizada uma
centrifuga Centric 150 (max 5000RPM)
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4.1.2.2 Pesagem e Medigao

Para pesagens foram usadas balancas analiticas Sartorius, modelos Research R200D ou
Analytic A100S de acordo com a precisao requerida. Para quantidades maiores (superiores
a 1g e sem necessidade de grande precisao) foi também usada uma balanga Sartorius Basic
B610. Para medigao de pequenos volumes, foram usadas pipetas volumétricas/graduadas
de vidro ou micropipetas, de acordo com a necessidade. As micropipetas usadas foram

da marca Eppendorf, modelo Research Plus.

4.1.2.3 Analise e Caracterizagao

Os espectros de massa foram obtidos num aparelho Bruker Impact HD usando ionizagao
por electro-spray. As separagoes por HPLC foram efectuadas usando um aparelho Merck,
modelo L6200A com detector UV-Visivel Merck L-4500 DAD ou um aparelho LC-MS
Agilent, 1200 series com detector de massa (Agilent 6130B, single quadropole) acoplado.
As solugoes a injectar foram filtradas usando filtros de seringa Membrane Solutions MS PP
de 0,45uL e injectadas com uma microseringa Exmire MS-R100 de 100uL. Os solventes
foram filtrados usando membranas de Nylon com porosidade de 0,22uL. Foi usada uma
coluna de fase reversa (RP18) Purospher 5um Os valores de pH das varias solugoes foram
medidos num aparelho Crison pH-Meter Basic 20+.

As experiéncias de dicroismo circular foram feitas num equipamento Applied Pho-
tophysics Chirascan qCD spectrometer. Os voltamogramas foram adquiridos usando um
aparelho Autolab, modelo PGStat 12 numa célula cilindrica de 5mL para trés eléctrodos.
Como eléctrodo de trabalho, foi usado um eléctrodo de carbono vitreo MF-2013, f=16mm.
Foi também usado um fio de Platina como eléctrodo auxiliar e os potenciais foram me-
didos tendo por referéncia um eléctrodo de calomelanos saturado em KCI 3M (SCE). No
polimento foram usadas suspensoes aquosas de alumina Beuhler de 1,0 e 0,3mm sobre
uma superficie de polimento Beuhler.

Os espectros de absor¢ao foram adquiridos num espectrofotémetro Cary 100bio ou
Varian Cary 5000, consoante a experiéncia. Ja as medidas de emissao foram conduzidas
em espectrofluorimetros SPEX, modelos Fluorolog1681 0.22m ou Fluorolog 3-22. Foram
usadas células de quartzo Innovative Lab Supply QS-214 ou de plastico descartaveis Sigma-
Aldrich consoante a experiéncia a realizar, sempre com lcm de percurso optico e 4mL
de volume excepto quando indicado em contrario. Para as experiéncias de RMN foram

utilizados dois espectrometros Bruker Avance III, ambos com um campo de 9,4T.
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4.2 METODOS

4.2.1 SINTESE

Enquanto a sintese do composto 2 foi efectuada partindo de reagentes ja disponiveis
no laboratorio, a sintese dos compostos 1a e 1b foi efectuada de acordo com o seguinte

esquema sintético:

HO OH
Fl\]T::I:::::]/’ Brz/a\\,/’*\\sr O
o )‘\@\ Gs/\/o\/\o/\/OR
OH

NaHCO,
DMF Na;CO3 | Composto 1.2: Gs=0Ts
ACN Composto 1.3: Gs=Cl
(e}
HO OO OH
H H O OR
0NN NN
0 1.1 0 1.2/1.3
[ |
CH3COOH Composto la: R=OCH;
H,S0,4 Composto 1b: R=H

/O\/\/O\
la/1b

Figura 4.1: Esquema sintético seguido com vista a obtengao dos compostos 1a e 1b.
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4.2.1.1 COMPOSTO 1.1

HO

O

Figura 4.2: Estrutura do Bis(1-propanoxi-il,(3-hidroxi)4-benzaldeido)

Foram adicionados, sob agitacao, 1,93mL (19,02mmol) de 1,3-dibromopropano a
6,97g (47,55mmol, 2,5eq) de 2,4-dihidroxibenzaldeido dissolvidos em 60mL de DMF.
Apobs aquecimento a 40°C, foram acrescentados 3,99g (47,55mmol, 2,5eq) de hidrogeno-
carbonato de sodio, apds o que a temperatura foi elevada até 80°C. Apos 20 horas a reac-
cao, foi arrefecida até a temperatura ambiente e vertida sobre agua gelada, verificando-se
a formacao de um precipitado. Ap6s filtragao, este precipitado foi redissolvido em diclo-
rometano, seco com sulfato de s6dio anidro e levado a secura num rotavapor. Neste ponto
exibia uma tonalidade acastanhada. O produto obtido foi purificado por cromatografia
flash em coluna usando silica como fase estacionaria e diclorometano como eluente. O
produto obtido da coluna foi ainda purificado por precipitagao selectiva em etanol com
3,99% de rendimento global (240,0mg). Ry(em DCM)=0,63. Pr=141°C. 'H RMN (400
MHz, CDCl3) 6 (ppm): 11,49 (s, 1H, H9); 9,74 (s, 1H, H8); 7,46 (d, ]=8,7Hz, 1H, H5); 6,57
(dd, J=8,7; 2,2Hz, 1H, H6); 6,47 (d, J=2,0Hz, 1H, H2); 4,24(t, J=6,0Hz, 2H, H10); 2,33 (p,
J=6,9Hz, 1H, H11). 13C RMN (101 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 194,40; 165,89; 164,49; 135,31;
115,30; 108,61; 101,21; 64,60; 28,72.

4.2.1.2 COMPOSTO 1.2

T 4 5
0 OO .

2 3 &
Figura 4.3: Estrutura da 4-(6’-metoxitrietilenoglicol)Acetofenona

Num balao de fundo redondo de 50mL contendo 20mL de acetonitrilo foram adicio-
nados 500mg (3,67mmol) de metil-tosil-trietilenoglicol a 1,35g (4,24mmol, 1,15eq.) de
4-hidroxiacetofenona e 1,17g (11,02mmol, 4eq.) de carbonato de s6dio. A temperatura
da placa foi definida para 80°C e a mixtura foi deixada a reagir durante 18 horas. Apds
controlo por c.c.f. foram adicionados mais 200mg de metil-tosil-etilenoglicol para tentar
que a reacgao se completasse, o que aconteceu ao fim de mais 48 horas. Apos este tempo,
os sais em suspensao foram filtrados usando acetonitrilo frio para lavar os residuos e todo

o solvente foi removido por evaporacao rotativa. O produto obtido foi entao redissolvido
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em diclorometano e lavado extensivamente com agua/salmoura. A fase organica foi en-
tao seca com sulfato de magnésio anidro e o solvente removido. O produto foi sujeito a
cromatografia flash por coluna usando silica e como eluente uma mistura de acetato de
etilo/n-hexano (8/2, R=0,405). Ap0s concentracao das fracgoes seleccionadas e secagem
em vécuo, o produto final foi obtido com um rendimento de 59,31% (615mg). 'H RMN
(400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,92 (d, J=8,9Hz, 2H, H2, H6); 6,95 (d, ]=8,8Hz, 2H, H3, H5);
4,20 (t, J=4;8Hz, 2H, H1"); 3,88 (t, J=4.8Hz, 2H, H2’); 3,75 (dd, ]=6,2; 3,6Hz, 2H, H5');
3,71 -3,63 (m, 4H, H3’, 4’); 3,55 (dd, J=5,8; 3,6Hz, 2H, H6’); 3,38 (s, 3H, H8); 2,55 (s, 3H,
H9). 13C RMN (101 MHz, CDCl3) & (ppm): 196,78; 162,72; 130,54; 130,41; 114,26; 71,90;
70,87;70,63; 70,56; 69,51; 67,60; 59,02; 26,33.

4.2.1.3 COMPOSTO 1a

17 16
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Figura 4.4: Estrutura do Bis(7-propanoxi-il,4’-(17metoxitrietilenoglicol)Flavilio)

Em 5mL de acido acético glacial foram dissolvidos 205,30mg (727,14 umol, 2,3eq.) de
acetofenona obtida em 4.2.1.2 e a esta solucao foram adicionados 100mg (316,15 pmol) de
aldeido obtido em 4.2.1.1. Ap6s aquecimento da solugao a fim de dissolver todo o aldeido,
foi adicionado sob agitacao e muito lentamente, ImL de acido sulfarico concentrado.
Imediatamente a solu¢ao comecou a mudar de cor: de incolor para vermelho vivo. A
mistura foi deixada a reagir a temperatura ambiente durante 3 dias. Apos este tempo, foi
vertida sobre acetato de etilo verificando-se a formagao imediata de um precipitado que
foi depois filtrado e lavado abundantemente com éter dietilico. Apds cuidadosa secagem
sob vacuo, foram obtidos 140mg (54,61%) de um sélido vermelho escuro. 'H RMN (400
MHz, DC1/MeOD) ¢ (ppm): 9,21 (d, J=8,7Hz, 1H, H4); 8,65 (m, 3H, H3, H2’, H6’); 8,53
(d, J=8,7Hz, 1H, H5); 8,13 (s, 1H, H8); 7,34 (d, ]=8,5Hz, 2H, H3’, H5’); 6,92 (m, 1H, H6);
4,84 (m, 2H, H9); 4,41 (m, 2H, H11); 3,96 (s, 2H, H12); 3,78 — 3,74 (m, 2H, H13); 3,69 -
3,65 (m, 4H, H14, H15); 3,57 (m, 2H, H16); 3,37 (s, 3H, H17); 2,64 (s, 1H, H10).
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4.2.1.4 COMPOSTO 1.3

1 4 5 9
O/\/O\a/\o/\e/OH
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Figura 4.5: Estrutura da 4-(6’-hidroxitrietilenoglicol)Acetofenona

A 60mL de acetonitrilo foram adicionados 5,00g (36,72mmol) de 4-hidroxiacetofenona,
6,41mL (44,07mmol, 1,2eq.) de cloro-trietilenoglicol e 9,14g (110,17, 3eq.) de carbonato
de soédio. A reaccao foi aquecida a 85°C e acrescentou-se uma quantidade catalitica de
iodeto de potassio. Apds 72h, arrefeceu-se e filtrou-se a mistura reaccional. O filtrado
foi concentrado num evaporador rotativo e o residuo foi redissolvido em diclorometano
sendo lavado varias vezes com agua/salmoura para remover restos de sais. A fase orga-
nica foi entado seca com sulfato de magnésio anidro. O solvente foi removido e o produto
seco sob vacuo. Este produto foi ainda purificado por cromatografia flash em coluna de
silica usando como eluente uma mistura de acetato de etilo e n-hexano (16/1). Apds con-
centracao e evaporacao do eluente das fracgoes seleccionadas, o produto foi obtido sob a
forma de um 6leo amarelo palido que foi seco em vacuo a 40°C durante 24 horas, tendo
sido obtidos 4,50g (rendimento de 45,67%). Ry(em AcOEt/n-Hex - 16/1)=0,29. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,90 (d, J=8,9Hz, 2H, H2, H6); 6,93 (d, J=8,8Hz, 2H, H3, H5);
4,17 (t,]=4,70Hz, 2H, H1"); 3,86 (t, J]=4,70Hz 2H, H2’); 3,74 - 3,65 (m, 6H, H3’-5); 3,63
- 3,56 (m, 2H, H6’); 2,69 (s, 1H, H9); 2,53 (s, 3H, H8). 13C RMN (101 MHz, CDCl;) §
(ppm): 196,80; 162,63; 130,54; 130,44; 114,24; 72,51; 70,83; 70,31; 69,47; 67,52; 61,66;
26,31.

4.2.1.5 COMPOSTO 1b

10
/O\/\/O\
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Figura 4.6: Estrutura do Bis(7-propanoxi-il,4’-(17hidroxitrietilenoglicol)Flavilio)

508,95mg (1,89 mmol, 10eq.) da acetofenona obtida em 4.2.1.4 foram dissolvidos em
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5mL de acido acético glacial. A esta solugao, foram adicionados cuidadosamente 60,00mg
(189.69 umol) do aldeido obtido em 4.2.1.1. Para garantir a completa dissolucao do al-
deido, foi aplicado calor ao balao de fundo redondo. Apds homogeneizacao da solugao
foi adicionado 1mL de acido sulftrico e a mistura foi deixada a reagir durante 18 horas
a 60°C. Apos este tempo foi arrefecida a temperatura ambiente e vertida sobre acetato
de etilo, tendo-se verificado a precipitacao imediata de um sélido vermelho. A suspensao
foi filtrada e lavada abundantemente com éter dietilico. O produto final, depois de seco
sob vacuo, foi obtido sob a forma de um sélido vermelho vivo com um rendimento de
72,36% (107,45mg). 'H RMN (400 MHz, DCI1/MeOD) 6 (ppm): 9,21 (d, J=8,7Hz, 1H, H4),
8,57 (d, J=8,6Hz, 2H, H2’, H6); 8,48 (d, J=8,7Hz, 1H, H3); 8,22 (d, J=9,0Hz, 1H, H5); 8,01
(s, 1H, H8); 7,56 (d, J=8,9Hz, 1H, H6); 7,32 (d, ]=8,5Hz, 2H, H3’, H5’); 4,71 (m, 2H, H9);
4,38 (t,J=4,5Hz, 2H, H11); 3,99 - 3,90 (m, 2H, H12); 3,80 - 3,57 (m, 8H, H13, H14, H15,
H16); 2,59 (m, 1H, H10). 3Cc RMN (101 MHz, MeOD) ¢ (ppm): 172,60; 168,42; 166,67,
159,03; 153,86; 132,64; 131,90; 121,56; 121,17; 119,56; 116,38; 113,41; 101,06; 72,19;
70,41; 70,00; 69,04; 68,38; 66,86; 60,78; 28,23.

4.2.1.6 COMPOSTO 2
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Figura 4.7: Estrutura do 7-metoxi-4’-(N-(N-metilviologénio))Flavilio

Em 5mL de acido acético glacial, foram dissolvidos 150mg (0,25mmol) de hexafluoro-
fosfato de 1-metil-1’[(acetofenona-4-il)metil|-4,4’-bipiridinio e 38,4mg (0,25mmol, leq.)
de 2-hidroxi-4-metoxibenzaldeido. Apds homogeneizagao, foi adicionado 1,5mL de acido
sulfarico concentrado. A mistura reaccional foi deixada durante 18 horas ao fim das quais
foi deitada sobre uma solucao diluida de acido perclorico, tendo-se verificado a precipita-
¢ao de um solido vermelho-acastanhado. A suspensao foi centrifugada e o sélido obtido
foi lavado extensivamente com acetato de etilo e éter dietilico. Foi assim obtido o com-
posto 2 quantitativamente, na forma de sal de perclorato. ' H RMN (400 MHz, DCI/D,O0,
pD =1) 6 (ppm):9,16 (d, J=8,4Hz, 1H); 9,08 (d, ]=6,4Hz, 2H); 8,88 (d, J=6,3Hz, 3H); 8,45
(d, J=6,4Hz, 2H); 8,41-8,30 (m, 5H); 8,08 (d, J=9,2Hz, 1H); 7,73-7,60 (m, 3H); 7,43 (dd,
J=9,7Hz, 1H); 5,96 (s, 2H); 4,33 (s, 3H), 3,99 (s, 3H).
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4.2.2 CARACTERIZACAO

Exceptuando os casos em que é indicada informagao em contrario, todos os estudos e
técnicas descritas abaixo e usadas neste trabalho, foram conduzidos utilizando agua como
solvente. Foi usado HCI ou NaOH, consoante o caso, para ajustar o pH do meio para o

desejado na experiéncia.

4.2.2.1 Saltos de pH

Quando se estuda a distribui¢ao de espécies no multiestado, é comum utilizar-se a técnica
de saltos de pH, ja que esta permite obter informacdes quer de natureza cinética, quer de

natureza termodinamica. Esta técnica é baseada no seguinte procedimento:

* Prepara-se uma solu¢ao mae a pH muito acido (1 ou 0, consoante o pK}). Isto serve

para garantir que todo o composto esta apenas numa unica forma (de catido flavilio)

* Numa célula, coloca-se tampao ao pH final desejado. Pode ser acertado com peque-

nas aliquotas de acido ou base.

* Na mesma célula, coloca-se base suficiente para neutralizar o acido da quantidade

de solugao mae que sera usada.

* Quando esta tudo pronto para comecar a medicao, junta-se a solucao mae e comega-
se a leitura. Consoante a cinética de cada composto e o pH em questao, o equilibrio

podera ser atingido em segundos, minutos ou horas.

Uma tipica distribui¢ao destes componentes é numa célula de 3mL, encher com 1mL de
tampao, ImL e NaOH 0,1M e 1mL da solu¢ao mae, a pH 1. A técnica descrita é a dos
saltos de pH directos, em que vamos de um pH muito baixo para um ou varios pHs mais
elevados. No entanto, também é frequente usar saltos de pH inversos em que temos uma
solucao equilibrada a um pH elevado e “saltamos” para varios pH mais acidos.

Embora seja uma técnica muito simples experimentalmente, é muito poderosa ja que
se aplica a qualquer tipo de compostos que exibam estes equilibrios ou outros semelhantes
e pode ser aplicada nao s6 em espectroscopia de absor¢ao como também virtualmente
em qualquer técnica espectroscopica que tenha resolucao temporal para monitorizar a

evolucao do sistema.

4.2.2.2 RENDIMENTOS QUANTICOS
* DE FLUORESCENCIA
Apesar de o rendimento quantico ser definido como a razao entre o numero de fotoes

emitidos e absorvidos, experimentalmente isso nao é trivial de se medir. Uma vez que essa

medicao requer técnicas mais trabalhosas, é frequente utilizar-se uma medigao relativa,
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O \
7~
\lil N lil/

Figura 4.8: Estrutura do Laranja de Acridina

como descrito na Introdugao. Utiliza-se um composto padrao de rendimento quantico
conhecido, neste caso o laranja de acridina (figura 4.8).

Foi preparada uma solucao mae de laranja de acridina a 5,5mM em etanol basico que
foi depois diluida de forma a ficar com uma absorvancia menor ou igual a 0,1. O mesmo
cuidado foi tido para o composto a medir. Portanto, e de acordo com a equagao 1.9 referida
na Introdugao para o calculo do rendimento quantico por comparagao, para determinar o
rendimento quantico por este método, foram tracados os espectros de absor¢ao e emissao
tanto do composto como do padrao. Foi usado como comprimento de onda de excitagao
440nm. Uma vez que os compostos estavam em solugoes aquosas e o padrao em etanol,
foi necessario ter em conta o termo da equagao que refere os indices de refragao, tendo

sido usados os valores de 1,34 e 1.36 [18] para a agua e etanol, respectivamente.
+ DE REACCAO FOTOQUIMICA

Quando se mede o rendimento quantico de um processo fotoquimico, é comum usar-
se a técnica de actinometria. Esta é baseada em duas medigOes: primeiro um padrao de
rendimento quantico conhecido permite-nos saber o fluxo foténico da fonte de irradiagao
(isto é, quantos fotoes sao emitidos por segundo). A segunda medicao é a do composto/-
reaccao em causa e tem de ser feita nas exatas condi¢oes da primeira medigao.

Experimentalmente, prepara-se uma célula de absorcao, de quartzo, e traca-se o es-
pectro de absor¢ao de uma solugdo de complexo Fe** com fenantrolina. Este complexo é
formado entre a fenantrolina livre e o Fe?*, produto da reacgao fotoquimica sofrida pelo
ferrioxalato (de acordo com a referéncia [10]) depois de irradiado a 365nm durante um
dado tempo. Apds este tempo, prepara-se nova célula e irradia-se durante mais ou menos
tempo, e repete-se este procedimento para 3/4 tempos diferentes de irradiagao (e também
uma solucao que nao tenha sido irradiada, t;,, = 0s), registando-se a absorvancia a 510nm
(€ =11100M~'cm™!). Com estes dados, e analisando a absorvancia em funcao do tempo,
sabemos o numero de moles formados por unidade de tempo. Como o rendimento do
ferrioxalato é conhecido (¢roro =1,23 a A =365nm[10]), por aplicagao da equagao 1.10
sabemos o fluxo foténico da lampada. Conhecido este parametro, podemos prosseguir e
irradiar a amostra até que seja atingido o estado fotoestacionario. Analisando o regime
linear (primeiros pontos da irradiagao), e considerando o coeficiente de extin¢ao molar do
composto, torna-se facil determinar a quantidade de produto formado e como ja é sabido

o fluxo da lampada, podemos também determinar o nimero de fotdes absorvidos pela
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amostra. Fazendo a razao destes dois termos, é possivel obter o rendimento quéntico de

reacgao fotoquimica.
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4.2.2.3 Titulagoes Recetor-Ligando

» SEGUIDAS POR ESPECTROSCOPIA OPTICA

Existe mais do que uma metodologia nas titulacdes entre receptores e ligandos. Nas

experiéncias efectuadas nesta tese foi sempre adoptada a seguinte:

* Preparam-se 3 células de absor¢ao/emissao (A, B e C), tendo a célula A tem apenas
composto ao pH desejado. Nas titula¢oes a pH = 1, usou-se HCI; para as titulacoes a
pH neutro (para as Cts), usou-se tampao citrato a concentracao de 10mM e, quando
necessario um meio basico, foi usado o tampao borato, também a 10mM. As células
B e C tém o mesmo que a célula A e é-lhes acrescentado o macrociclo a titular com

uma delas (C) a concentracdo maxima possivel;

* Noinicio da experiéncia, comeca-se por tragar o espectro das trés células para tentar

perceber que variagoes espectrais sao esperadas no limite;

* De seguida, vao-se adicionando volumes cada vez maiores de solu¢ao com macroci-
clo menos concentrado e quando as variagdes ja nao sao muito expressivas, muda-se

para a solugao com macrociclo concentrado.

Este método tem a vantagem de manter constante a concentracao de composto ja
que esta presente a mesma quantidade em todas as células e ir apenas aumentado a de
macrociclo na célula titulada. Depois de se atingir o patamar, nao se verificando mais
variagoes espectrais, ou se se tiver atingido a concentracao maxima possivel, da-se por
terminada a experiéncia e representam-se os dados da zona em que o espectro mais
varia contra a concentracao total de macrociclo e aplicam-se os modelos definidos em
1.1.2. Esta metodologia é valida para titulacoes seguidas por absor¢ao, emissao ou outras
semelhantes como dicroismo circular. No caso da espectroscopia de emissao, existe a
vantagem de que como é necessario trabalhar a concentragdes muito baixas de composto,
isso permite usar maior quantidade (relativa) de macrociclo, permitindo por vezes ver

fendmenos que nao sao visiveis por outras técnicas.
* SEGUIDAS POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

De filosofia bastante semelhante as seguidas por espectroscopia 6ptica, as titulagoes
seguidas por ressonancia magnética nuclear consistem na aquisi¢ao sucessiva de espectros
de uma dada solucao de composto preparada em solvente deuterado e a qual vao sendo
adicionadas aliquotas de outra solucao em tudo idéntica a que esta dentro do tubo de
RMN sendo a tnica diferenca a presenca de macrociclo em excesso. Sao entao adicionadas
aliquotas de 10 — 50uL consoante as concentragoes. Apds cada adigao o tubo deve ser
vigorosamente agitado para garantir a homogeneizagao. O pD das solugoes usadas em
RMN é determinado usando um eléctrodo de pH e de acordo com a equagao pD = pH+0, 4,
sendo pH o valor medido pelo aparelho.
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4.2.2.4 ELECTROQUIMICA

Antes de cada medigao, o eléctrodo de trabalho foi extensivamente polido em suspensoes
aquosas de alumina Beuhler de 1.0 e 0.3mm (por essa ordem) sobre uma superficie de
polimento Beuhler usando a técnica dos 8. Sendo depois lavado com agua mili-q e seco

antes de ser usado novamente.

4.2.2.5 HPLC

As analises por HPLC foram feitas usando um método ja desenvolvido para compostos
da familia das antocianinas. Este método usa trés solventes em gradiente: 1-Agua acida
(3%HCI0y4); 2-Metanol (grau de pureza: HPLC); 3-Agua mili-q. A percentagem de cada

solvente ao longo do programa de elui¢ao vai variando de acordo com a tabela 4.1.

Tempo | 1-%H,0 acida | 2-%MeOH | 3-%H,O | Fluxo (mL/min)

0,0 93 7 0
2,0 93 7 0
8,0 85 15 0
25,0 25 75 0
27,0 20 80 0 1,0
29,0 0 100 0
35,0 0 100 0
40,0 0 100 0
41,0 0 7 93

Tabela 4.1: Composicao do eluente (v/v), usado em gradiente, nas analises por HPLC.

Todas as amostras excepto as frac¢oes retiradas directamente das colunas de cromato-

grafia foram sujeitas a filtragao prévia com um filtro de seringa.

4.2.2.6 CALCULOS TEORICOS

Os calculos tedricos como optimizacao de geometrias, calculo de potenciais electrostacti-
cos e determinagao de energias de transigao electrénica foram todos realizados usando o
programa Gaussian09 de 2009 com o apoio do programa GaussView5.0.9.

As estruturas foram optimizadas ao nivel de teoria 6-31g, usando o funcional CAM-
B3LYP da teoria de densidade funcional. As superficies de potencial foram calculadas
partindo dos valores de potencial electrostactico obtidos com o modelo de continuo pola-
rizavel considerando como solvente a agua (com constante dieléctrica, € = 78.3553). As
transicoes electronicas foram calculadas usando a teoria de densidade funcional variavel
no tempo ao nivel de teoria 6-311g, usando a mesma base de fun¢oes (CAM-B3LYP) e con-
siderando igualmente a agua como solvente. Foi assim possivel obter resultados bastante
proximos dos obtidos experimentalmente. As matrizes de coordenadas optimizadas pelo

programa podem ser consultadas em anexo (I.1-1.4 e 1.5)
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PENDICE

A

MULTIESTADO DO CATIAO FLAVILIO

A.1 ESPECIES NO EQUILIBRIO

Como referido na Introducao, o catiao flavilio é susceptivel de sofrer uma série de reac¢oes
que levam a formacao de outras espécies: o hemicetal (B), a chalcona cis (Cc) e a chalcona
trans (Ct), A.1. Neste apéndice serao apresentadas as deduc¢oes matematicas conducentes
as expressoes que permitem calcular as frac¢des molares das varias espécies em equilibrio,
dependendo do pH e das constantes de equilibrio (adaptado de [7]).

OH OO
0= 9P =0 0 = ol 0
ku =
HlDRATAQAO TAUTOMER|ZACAO ISOMERIZACAO IONIZACAO

o

Catigo Flavilio (AH") Hemicetal (B) Chalcona cis (Cc) Chalcona trans (Ct) Chalcona trans ionizada
(ct)

Figura A.1: A cascata de reacgoes do catiao flavilio.

Consideremos o seguinte equilibrio, estabelecido entre o catido flavilio e as espécies
derivadas.
ki, ki ki ket

AH* B Cc Ct Ct™ (A.1)
k,h kfr k,,' k—Ct

A partir desta equagao, podemos escrever as expressoes das constantes de equilibrio

(considerando K,, = k,/k_,,, sendo “n” a constante em causa):

[BI[H"] [Cc] [Ct] [Ct[H]

= K, = Ki=— Kpp=—7—— A.2
. ST e N e e e A2
Para simplificar os calculos, podemos considerar que AH™ esta em equilibrio com uma
base conjugada, BC, correspondente a B+ Cc + Ct, adoptando assim uma constante de

acidez aparente, K, o que resume o sistema multiestado ao seguinte:
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AH* K: BC : BC~ (A.3)
Em que:
, _ [BCJ[H"] »_ [BCT][H]
I<{,z = W Ka = [BC] (A4)

Para compreender o sistema, é importante conhecer a distribuicao de espécies no
equilibrio. Isso pode ser obtido através das respectivas frac¢oes molares, pelo que se torna
necessario encontrar expressoes para as determinar. Se fizermos o balanco de massas do

sistema, verificamos que a concentracao total (Cy) é definida da seguinte forma:

Co = [AH*]+[BC]+[BC] (A.5)

Usando as equacoes das constantes definidas em A.3, podemos definir C, apenas em
funcao de [AH"]:

K, KK

Co=[AH"](1 A.6
Analogamente, para BC e BC™, teremos:
H* K/ H*
=(B 1+ —+ 2 =|BC|(1+ — A.
Co=[BCN1+ 27 + ) Co=1BCT10+ g (A7)

KK
Uma vez que a fracgdo molar de uma espécie é definida pela razao entre a concentragao
dessa espécie particular e a concentracao total de todas as espécies (x, = [1]/Cy), e usando

as expressoes de C definidas em A.6 e A.7), vem que:

N [AH™] N [BC] N [BC™]
AH+ = K K'K” BC = i 7 BC- = T 12
[AH*|(1+ gty + 165%) [BCI(1+ B + £ [BC-J(1+ B+ B
(A.8)

Estas expressoes podem agora ser simplificadas para resultar nas equagoes que per-
mitem calcular as varias frac¢oes molares, dependendo apenas das constantes de acidez
definidas e do pH.

[H*]? Ki[H"] KiK7
XAH+ = 7 77 XBC = 7 7 KXBC- = 7 2l
[H*]?2 + K;[H*] + KK, [H*])? + K;[H*] + K;K,, [H*])? + K;[H*] + K;K;,
(A.9)

Nos casos em que a chalcona trans (Ct) é o produto termodinamico do multiestado,

todas as espécies acabarao por se converter nela, pelo que no equilibrio acabamos por ter
apenas Ct presente, e assim, podemos considerar BC = Ct.

A figura A.2 ilustra a distribui¢ao de espécies que resulta da aplicacao das equagoes
em A.9 até pHs mais elevados e com a particular vantagem de apenas ser necessario

conhecer os valores de pK,, de pK;' e de pH.
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1.0

0.8 4
0.6
AH Ct Ct
3
0.4
0.2
0.0 T T T T g T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Figura A.2: Simulacao da distribuicao de espécies do multiestado no equilibrio, conside-
rando pK, =3 e pK) =8.

Outra simplificagao que pode ser feita neste ponto € para os casos em que se trabalha
apenas na gama de pHs acida a neutra, na qual nao surge a forma ionizada. Neste caso,
podemos eliminar o termo [BC™] na expressao A.5, pelo que as expressdes para o calculo

das frac¢oes molares de AH' e Ct se resumem a:

[H"] K,

P — =—4 A.10
XAH [H+] +KL; Xct [H+]+K$ ( )

A titulo de exemplo, para a gama de pH neutro (sem formacgao de Ct~), podemos tam-
bém determinar as frac¢oes molares das espécies que compdem a nossa “base conjugada”,
ou seja, B, Cc, e Ct individualmente, sem fazer aproximagoes. Partindo da expressao A.4,

substituimos [BC]| pela soma de B, Cc e Ct, obtendo assim a seguinte expressao:

([B]+[Cc]+[Ct)IH"]

K, = TAH"] (A.11)
desmultiplicando obtemos:
,_ [BIHT] [Cel[H"] | [CH][H"]
Ka= [AH*] = [AH*] [AH*] (A.12)

se combinarmos as equacgoes de Ky, K; e K; definidas em A.2, podemos substituir os

termos B, Cc e Ct, obtendo assim a expressao que define K/:

K] = K + K, K; + K, K K; (A.13)
Torna-se agora necessario redefinir a concentracgao total (Cy):
Co=[AH"]+[B]+[Cc]+[Ct] (A.14)
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Usando as equagoes em A.2, podemos expressar a concentragao total apenas em fungao
de [AH™]

Ky +Kth Ky K:K;
[H*] [H*]  [HY]

E aplicando a constante de acidez aparente definida em A.13, vem que:

CO = [AH+](1 +

) (A.15)

KI
Co=[AHT|(1 + =4 A.l6
o= [AH'](1+ ) (A.16)
O que resulta na mesma expressao para a frac¢ao molar de AH* obtida anteriormente,
em A.10:

[H™]
;= A17
XAH [H]+ K, ( )
Fazendo o mesmo procedimento (desde A.15) para B, Cc e Ct, obtemos as expressoes

para determinar as frac¢oes molares de cada uma destas espécies:

K KK, KKK
BETE+ K, T HTEK, ST H+K,

Como curiosidade, se fizermos a soma das frac¢des molares individuais de B, Cc e Ct,

(A.18)

vamos obter a mesma expressao definida em A.10 para xpc:

Kh-l-Kth—i-KthKi K‘:

XBC = XB+XcetXci = (H]+ K, “H+K] (A.19)
a a
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Adicionalmente, na figura A.3 podemos ver uma simulacao da distribuigao das fracoes

molares das varias espécies, de acordo com a aplicacao das equagoes em A.17 e A.18.

094 AH'

0.8 4

0.7

0.6

0.4

0.3 1 Ct

0.2+

1 Cc
0.1

0.0 —_— /,\ : :
0 1 2 3 4 5 6 7
pH

Figura A.3: Simulagao da distribuicao de espécies do multiestado no equilibrio usando
K,=2x1073,K,=0,1,K; =3 | pK, =2,55.

A.2 AJUSTE A DADOS EXPERIMENTAIS

Frequentemente a determinacao do pK, de um flavilio é feita utilizando varias soluc¢des
equilibradas a diferentes pHs cujas absorvancias sao medidas pelo menos aos comprimen-
tos de onda maximos de absor¢ao do catiao flavilio e da chalcona-trans (Ct).

Como sabemos, a absorvancia é aditiva pelo que a absorvancia observada a um dado
comprimento de onda é a soma das absorvéancias a esse mesmo comprimento de onda das
varias espécies presentes:

Aobs :Al +A2 +A3+(...) (AZO)

Para determinar por ajuste os valores de pK, e pK/.,, podemos considerar também o
valor maximo que a absorvancia de cada espécie tomaria a um dado comprimento de
onda () se o equilibrio estivesse completamente deslocado para essa espécie (x, = 1). No
entanto como esse nem sempre € o caso, é necessario “ponderar” esse valor maximo pela
respectiva fracao (molar), calculada através das expressoes deduzidas em A.9/A.10, de
acordo com a equagao A.21 que considera as trés espécies geralmente observadas: o catiao

flavilio, a chalcona trans e a chalcona trans ionizada.

Adye = Adp Xam + AL X+ AL Xer (A.21)

65






APENDICE

MODELOS DE INTERACAO
RECEPTOR-LIGANDO

B.1 COMPLEXOS 1:1

Quando se lida com a Quimica da formacao de complexos, é muito frequente titular o
receptor com o ligando e vice-versa a fim de obter a(s) constante(s) de associacao.
O sistema Receptor-Ligando mais simples de analisar é aquele em que um receptor

(R) “recebe” apenas um ligando (L) que por sua vez nao se liga a mais nenhum receptor,

ou seja:
Kll
R+L+<==RL (B.1)
em que:
[RL]
= B.2

A dificuldade neste sistema € a determinacao das concentracoes de receptor e ligando
livres ([R] e [L]). No entanto através de uma simples deducao e sabendo as concentragoes
totais ([R]y e [L]p), isso torna-se bastante facil. Comeg¢amos por analisar os balancos de

massas quer do receptor quer do ligando.

[R]o = [R]+[RL] (B.3) [Llo = [L]+[RL] (B.4)

Sendo que podemos substituir o termo [RL] usando a equagao B.2.
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[R]o = [R]+ K1 [R][L] (B.5) [Llo = [L]+ K1 [R][L] (B.6)

Se agora isolarmos o termo [R] na equagao B.5,

R
[R] = _[Rlo__ (B.7)
1+ Kll [L]
e se incluirmos esta expressao na equacgao B.6, vem que:
Ky [R]o[L]
Lly=[Ll+ ——= B.8
(Lo =1+ T (B.8)

desenvolvendo, obtém-se uma expressao de segunda ordem para determinar a concen-
tracao de ligando livre [L] que apenas depende das concentragoes totais e de K;;. Torna-se

assim bastante facil determinar [L] usando a equacao B.9.

b+ Vb2 -4ac

(L= ——

em que:

a=Kj; b=Kj;[R]o—Ky[L]p+1 c=-[L]o

Uma vez encontrado [L], podemos resolver também a equacao B.7 e determinar [R].
[RL] pode ser determinado depois de serem conhecidos [R] e [L], através da equacao B.2.
Temos, assim, o sistema resolvido e conhecemos as concentragoes de todas as espécies em
questao.

A figura B.1 exemplifica uma distribuicao tipica de receptores, ligandos e complexos

(RL), num caso em que K;; seja alto (> 10°) e outro em que K;; seja mais baixo (< 10%).

[ 6
[R] [R]
5] 5

[RL]
[RL]

IS
1
IS
1

©
1
©
L

K,,=5x10*M" K,=1x10"M"

N
N

Concentragéo (uM)
N
1

Concentragéo (uM)

u
0 T T T T T T T 0 T

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6
eq. (RYILD eq. (RYILD

L

Figura B.1: Simulag¢ao da variacao das concentracoes de [R], [L] e [RL] obtidas a partir das
equacdes B.9, B.7 e B.2 nos casos em que o K;; seja baixo (esq., 5 x 10* M~1) e alto (dir.,
1x10” M) com [L]y = 5uM.

Rapidamente vemos que quanto maior a constante, mais facilmente se formam os
complexos, ja que enquanto no primeiro caso, com Kj; baixo, até aos 15 equivalentes nao
se chega a atingir o patamar e continua a existir ligando livre; no segundo caso, o patamar
¢ atingido ainda antes dos 3 equivalentes.
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B.2 COMPLEXOS 2:1

Analisamos anteriormente a formacao de complexos 1:1, em que apenas um ligando se
liga a apenas um receptor. No entanto, é muito comum formarem-se complexos com
estequiometrias diferentes devido quer as caracteristicas do receptor, que pode acomodar
mais que um ligando, quer as caracteristicas do ligando, que pode ter mais que uma zona
de ligacao a receptores. Um caso muito frequente e que foi encontrado varias vezes ao
longo deste trabalho, é o dos complexos 2:1, ou seja, em que um ligando é “partilhado”
por dois receptores, R, L. Matematicamente é semelhante ao caso oposto (um receptor a
acolher dois ligandos, RL,), razao pela qual apenas um dos casos é apresentado.

Assumindo que a formagao dos complexos 2:1 ocorre por um processo do tipo

Kll K21
R+L==—=RL A RL+R=R,L (B.10)
e tal como anteriormente, as constantes sao definidas como

_[RL] _[RyL]
Ky = TRI[L] A 21 _[RL—Z][L] (B.11)

reescrevendo e combinando, obtemos as expressoes de [RL] e [R,L] em funcao de [R]
e[L],

[RL]=K;[R][L] A [RoL] =Ky Ky [R]P[L] (B.12)

Se olharmos agora para os balan¢os de massas, comegando pelo do ligando, podemos
uma vez mais expressar a concentracao de ligando livre em func¢ao da de ligando total,

da de receptor livre e das constantes de associagao:

[L]o =[L]+[RL] + [R,L] (B.13)

substituindo os termos [RL] e [R,L] pelas equagoes em B.12, vem que:

_ [L]o
[L]= 1+ Ky [R]+ Ky Ky [R]? (B.14)

Considerando agora o balanco de massas para o receptor:

[R]o =[R]+[RL]+ 2[R,L] (B.15)

Uma vez mais, usando as equa¢des em B.12 e substituindo a variavel [L] pela equagao

B.14, teremos

[L]o
1+ Ky1[R]+ Ky Ky [R]?

[L]o

[R]o = [R]+ K11[R] 1+ Ky [R]+ K1 Ky [R]?

+2K51 Ky [R]?

(B.16)

O desenvolvimento desta expressao resulta numa equacao cubica com a seguinte

forma:

69



APENDICE B. MODELOS DE INTERACAO RECEPTOR-LIGANDO

a[R]® +b[R]> +c[R]+d =0 (B.17)

em que

a =Ky Ky b =K1 (1+2Ky[L]y—Ky) c=1+Kj([L]o+[R]p) d =—[R]o

Em termos de calculo, uma equacao cubica representa um desafio, ja que nao é tao
simples encontrar as suas raizes como numa equagao quadratica. Um método muito
utilizado, de natureza numérica, é o método iterativo de Newton. Este baseia-se na funcao
e na sua derivada, de acordo com a equagao B.18. Uma das suas principais vantagens é

que é bastante facil de implementar em programas de calculo.

[Rlps1 = [R], - (M) (B.18)

f([R])

em que “n” representa o namero da iteragao e a funcao f([R],) é a definida em B.17
tomando os valores de [R] para cada iteragdo. A partida, o palpite inicial pode tomar
qualquer valor mas se for um valor “plausivel” isso ajuda a que o calculo seja resolvido
em menos passos. O calculo termina quando se obtiverem dois resultados consecutivos
de igual valor (ou com diferengas dentro do erro aceitavel).

Uma vez determinada [R], é bastante facil determinar [L], [RL] e [R,L], para tal usando
as equagoes B.14 e B.12. Na figura B.2 podemos ver uma simulac¢ao da variagao das

concentracoes de [L], [RL] e [R,L], a medida que aumenta a concentragao de [R].

20 4 204

[R,L] _ 6 -1
K, =1x10°M
— 4 5 -1
s s K,=1x10* M R,L]
E K, =1x10*M" :
3 X 3
[$3 - 6 -1 O
%10 K,=1x10"M gm
Q [
g g
8 8
5 54 [RL]
[RL] L] L
0 T T T T T T T 0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
eq. ([RyVIL,]) eq. (RJVIL,)

Figura B.2: Simulacao da variagao das concentragdes de [L], [RL] e [R,L] com a adicao de
[R] para os casos em que K,; >> K;; (esq.) e o inverso (dir.), ambos em M~!, considerando
[L]o = 20M.

Como podemos ver, no caso em que K;; € superior ao K1, a formagao de complexos
2:1 é muito favoravel ja que assim que aumenta a concentracao de Ry, os complexos
R,L predominam imediatamente sobre os complexos RL, que nunca se tornam muito
expressivos. O mesmo ja nao acontece no segundo caso, em que K;; é maior que K,; e no
qual chega mesmo a existir uma zona em que “quase” s6 existem complexos do tipo 1:1 e

s6 a partir dos 7 equivelentes é que os complexos 2:1 se tornam maioritarios.

70



B.3. ENSAIOS DE DESLOCAMENTO POR PADRAO

B.3 ENSAIOS DE DESLOCAMENTO POR PADRAO

Quando as constantes determinadas pelos métodos descritos anteriormente, titulagdes
Receptor-Ligando “simples”, sao de ordem muito elevada (cerca de K > 10°) o modelo
deixa de ter sensibilidade suficiente de modo que ndo é possivel determinar com rigor a
constante real. A titulo de exemplo, chega a observar-se que altera¢oes de varias ordens de
grandeza quase nao tém tradugao pratica no ajuste. Assim, um procedimento que se torna
comum sao os ensaios de deslocamento por padrao, que consistem essencialmente no in-
verso de uma titulagao ja que comegamos com o complexo formado e vamos adicionando
um outro composto cuja afinidade para com o receptor é mais forte e bem conhecida que
o nosso ligando de “teste”.

A equacgao B.19 mostra o que sucede no ensaio de deslocamento por padrao. A experi-
éncia inicia-se com o complexo formado, ao qual é adicionado o padrao que compete com
o ligando e, por ter uma maior afinidade, acaba por deslocar o ligando do receptor e ficar

ele ligado.

[RL] + [P] == [RP][L] (B.19)

Analisemos entao os equilibrios estabelecidos nestes ensaios. Considerando que as
complexagdes (quer com o ligando quer com o padrao) seguem modelos 1:1, podemos
estabelecer os seguintes equilibrios para o ligando (L) e para o padrao (P) com o receptor
(R):

[R]+[L] \—KT‘L—— [RL] (B.20)
Kp
[R]+[P] == [RP] (B.21)

em que K e Kp correspondem as constantes de associagao do tipo K;; para a formagao
de complexos com o ligando e o receptor, respectivamente. A partir destas formulas,

podemos escrever as equagdes que definem as constantes de equilibrio K; e Kp:

_[RL] _ [RP]
Kt = 7] Kp = pip] (B.22)

Tendo em conta os balangos de massa para as espécies de ligando, padrao e receptor:

[Llo = [L]+[RL] [Plo = [P]+[RP] [R]o = [R]+[RL] + [RP] (B.23)

Se na expressao de [R]j incluirmos as equacoes definidas em B.22 para as constantes

de associa¢ao, podemos escrever que:

[R]o = [R]+ KL[R][L] + Kp[R][P] (B.24)

Combinando as equagdes de B.23 e B.22, vem que:
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Ki[R][L]p = Kp[R][P]y

R]p=[R B.25
Rlo =R+ TR R T T+ Kp[R] (B.25)

Desenvolvendo esta expressao, obtém-se uma equacgao cubica, da forma:
a[R]? + b[R]> +c[R]+d =0 (B.26)

em que

a=KyKp b =K Kp([L]o +[P]o—[R]o) + K + Kp
c=1+Ky([L]o-[R]o)+Kp([P]o—[R]o) d =—[R]o

Na figura B.3 podemos ver a aplicagao das equagoes deduzidas anteriormente numa
simulacdo que mostra a variagao das varias espécies em equilibrio ao longo da titulagao.
Podemos ver que com o aumento [I], comeca imediatamente a ser consumido o receptor
livre, sendo depois sacrificado o complexo RL para formar mais complexo RP. Com um
largo excesso, ja practicamente nao existe o complexo RL inicial, estando todo o receptor
ligado ao padrao e o ligando livre.

Concentragao (uM)

Equivalentes (P /L)

0 -0

Figura B.3: Simulacao da variacao de concentragoes das varias espécies com a adicao do
padrao. Neste caso considerou-se Hy = 100uM, Gy = 5uM, K; = 1x10° M~! e K; = 1 x10°
ML
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B.4 AJUSTE A DADOS EXPERIMENTAIS

A semelhanga do caso anterior, com as espécies presentes no multiestado, o ajuste dos da-
dos de titulagoes receptor-ligando tira partido das propriedades aditivas quer da absorgao,
quer da emissao (se nao existirem outros fendmenos) e até do RMN.

Assim, o ajuste dos pontos é conseguido através de uma equacgao do tipo:

Agps = €r[L] + erp [RL] + €, [R,L] (B.27)

Na qual apenas se consideram as espécies em que o ligando esta presente ja que
geralmente é através deste que sao seguidas as experiéncias, neste caso para um ajuste do
tipo 2:1. Uma vez que os varios valores de € nao costumam ser conhecidos, estes podem
ser estimados e ajustados; porém, deve ser um procedimento a adoptar com cautela.

No caso das titulagdes seguidas por emissao, o ajuste é um pouco diferente uma vez
que nao é tao directa a relagao entre a intensidade emissiva e a concentracao. Nesse caso,
¢ adoptado um procedimento semelhante ao do apéndice A em que estimamos um valor
maximo de intensidade a um dado A para cada espécie e ponderamos para a fraccao da

espécie presente:

A A A A
Lops = I[L]X[L] + I[RL]X[RL] + I[RZL]X[RZL] (B.28)
Sendo p.e.

B [L]
ML= 2]+ [RL] + [RyL]

Nao foi considerada a concentracao de receptor, uma vez que apenas sao contabilizadas

(B.29)

as espécies emissivas.
¢ ENSAIOS DE DESLOCAMENTO POR PADRAO

O ajuste aos pontos experimentais deste modelo é feito pela mesma filosofia dos
modelo simples apresentados anteriormente. Ou seja, com base no pressuposto da absor-
vancia aditiva e considerando que apenas o ligando (e o respectivo complexo) absorvem

ao comprimento de onda considerado no ajuste, é utilizada a seguinte equagao:

Agps = €r[L] + err[RL] (B.30)
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ANEXO

1.1 SUPORTE A SECCAO 2.2
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i (ppm)
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4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 36 3.2 3.0 2.8 2.6 24
f1 (ppm)

Figura I.1: a) Sequéncia de espectros de RMN obtidos ao longo do tempo como forma
de monitorizagao da reaccao. Nesta sequéncia, o tempo progride de cima para baixo, de
acordo com a seta b) Grafico que relaciona o valor dos integrais dos sinais a 9,40 (cor
clara) e a 8,99 (cor escura), caracteristicos do reagente (protao do aldeido) e do produto
(protao 8 do flavilio), ambos com 11 equivalentes de acetofenona, mas a vermelho para
25°C e a azul para 60°C. Na secgdo c), o espectro de 'H RMN do composto 1b, apés a
sintese e purificagao.
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Intens._| +MS, 1.0-1.8min #60-102
x106_

1.0 307.1161
0.8
1 407.6956
0.6

0.4

0.2

17 16

\O/\“

0.0 NESTIRUR1 N W (1S e 832.3938 . .
200 400 600 800 1000 1200 miz

Figura 1.2: Espectro de massa do composto la obtido apds purificacao. Destaca-se a
estrutura atribuida ao pico a m/z=407,6956.

Intzfz)ssg +MS, 2.2-2.7min #127-156|

2.5§ 394.1834
2.0%
15]
1.0’

0.5

293.0997

0'0: s W | P ; 4 . v
200 400 600 800 1000 1200 m/iz

Figura 1.3: Espectro de massa do composto 1b obtido apds purificacao. Destaca-se a
estrutura atribuida ao pico a m/z=394,1834.

Abs@468nm

Absorvancia

T T T T T T
350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

Figura I.4: Titulagao do composto 1b (7,99uM) a pH =1 com CB7 seguida por absorg¢ao.
Em inset também os ajustes aos pontos experimentais com K;; = 1 x 10°M~!, K,; =
1x104M™1).
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2.5x10’

2.0x10’

800 1400
[CB7] uM

1.5x10’

1.0x10’

Intensidade (cps)

5.0x10°

650

Comprimento de Onda (nm)

Figura I.5: Titulagao do composto 1b (0,63uM) a pH =1 com CB7 seguida por emissao
(Aex = 482nm). Em inset também os ajustes aos pontos experimentais com K;; = 1 x
10°M~1, Ky =1 x104M71).
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250 300 350 400 450 500 550
Comprimento de Onda (nm)

Figura I.6: Titulagao do composto 1b (3,23uM) a pH =1 com CB8 seguida por absorc¢ao.
Em inset também os ajustes aos pontos experimentais com K;; = 2,93 x 10’M~!, K,; =
3,94 x 10*M1).
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1.2 SUPORTE A SECCAO 2.3

Absorvancia

LI EL L A A B R L T 7
250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

Figura 1.7: Espectros de absor¢ao de varias solu¢des de composto 2 (34uM) complexado
com 1 equivalente de CB7 equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos
pontos experimentais que permite determinar o pK, do complexo (4,13).

o
o

o
S

Abs@265nm

0.8 .
-g ] %5 50 100 150
<§ 06.] [CB7] uM
5 i
[}
g |

0.4 4

] K.>3x10°M"
0.2
0.0-

L B L L B R B L L E L AL B L B
250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura I.8: Titulagao do composto 2 (10uM) a pH = 6,3 com CB7. Em inset representa-se o
ajuste aos pontos experimentais. Uma vez que é elevada, o sistema nao tem sensibilidade
suficiente para fazer uma determinacao rigorosa pelo que se diz apenas que é superior a

3x10° ML,
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1.3 SUPORTE A SECCAO 2.4

12 Caso - Flavilio

29 Caso - Chalcona

0.14 § I 022

Figura 1.9: Mapas de potencial electrostatico para o composto 4, nas formas de flavilio e
chalcona para as conformagdes de energia minima.
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0.030
0.025
0.020

0.015

0.010

Absorvancia@460nm

0.005

0.000 - V\/J\J

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de Retengao (min)

Figura 1.10: Cromatograma resultante da injeccao de uma solugao de composto 4. O
eluente usado foi uma mistura de H,O acida (5%HCIO,) e metanol (gradiente 93-7%
inicial para 0-100% final, respectivamente).
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C | -4.354354 | 0.346667 | 0.227912 C| -9.676813 | -0.446375 | 0.531013
C | -3.342633 | 1.276373 | 0.212978 C | -8.820686 | 0.839025 | -1.250838
C | -1.977472 | 0.888357 0.19615 C | -10.211018 | 0.678868 | 1.135999
C | -1.703527 | -0.51003 | 0.194015 H | -9.781781 | -1.431534 | 0.952569
C | -2.693644 | -1.452097 | 0.211051 C | -9.327535 | 2.004756 | -0.706091
C | -4.03311 | -1.028593 | 0.229719 H | -8.280143 | 0.824881 | -2.182309
H | -1.078518 | 2.860031 | 0.185216 C | -10.023841 | 1.905756 | 0.500045
H | -5.379156 | 0.678501 | 0.239648 H | -10.430963 | 2.800505 | 0.949007
H | -3.580162 | 2.329594 | 0.212529 C | -10.967531 | 0.570378 | 2.427644
C | -0.893847 | 1.798474 | 0.183513 H | -10.524175 | 1.210735 | 3.188952
H | -2.462708 | -2.504352 | 0.211941 H | -12.002242 | 0.884582 | 2.294914
C | 0.679145 | -0.061837 | 0.166233 H | -10.971372 | -0.449096 | 2.804499
C | 0.405833 | 1.308497 | 0.170619 C | -9.137612 | 3.323608 | -1.396543
H | 1.230919 | 2.001046 | 0.162393 H | -10.09875 | 3.752441 | -1.678057
C | 1.949053 | -0.696063 | 0.150711 H | -8.640318 | 4.034795 | -0.738427
C | 3.16419 0.054534 | 0.159479 H | -8.537974 | 3.220939 | -2.297252
C | 2.044269 | -2.121559 | 0.12612 C | 7.392695 | -1.748189 | -1.24732
C | 4.385895 | -0.567804 | 0.14721 H | 6.733003 | -1.013693 | -1.709338
H | 3.135926 | 1.132199 | 0.176153 H | 7.327403 | -2.652201 | -1.851571
C | 3.263392 | -2.74067 | 0.112368 C | 8.840588 | -1.268178 | -1.307849
H | 1.138891 | -2.704294 | 0.119057 H 9.1556 -1.152807 | -2.340441
C | 4.450197 | -1.976669 | 0.125582 H| 9.512869 -1.97619 | -0.833365
H | 5.281153 | 0.031416 | 0.154962 N 9.0412 0.050138 | -0.63236
H | 3.350408 | -3.815518 | 0.095247 C | 8.539014 1.162388 | -1.216375
O | -0.39374 | -0.966006 | 0.174499 C | 9.717821 0.113751 0.53594

O | -4.946178 | -2.031499 | 0.253545 C | 8.693136 2.405075 | -0.629748
O | 5.598092 | -2.693982 | 0.120171 H | 8.026526 1.026107 | -2.153849
C | -6.391278 | -1.790556 | 0.263758 C | 9.908497 1.323315 | 1.182568
H | -6.796872 | -2.680899 | 0.732609 H | 10.095745 | -0.815144 | 0.927606
H | -6.613944 | -0.93194 | 0.893922 C | 9.384665 2.467555 | 0.581707
C | 6.926071 | -2.07457 | 0.163691 H | 9.520885 3.425862 | 1.062475
H | 7.550423 | -2.836705 | 0.617767 C | 8.138221 3.637867 | -1.280902
H | 6.89924 | -1.206621 | 0.819254 H | 7.422174 4.130711 | -0.624401
C | -6.898397 | -1.639221 | -1.162943 H | 8.933308 4.350987 | -1.494839
H | -6.453881 | -0.763938 | -1.636878 H| 7.634129 3.404493 | -2.21517
H | -6.573344 | -2.50575 | -1.737646 C | 10.650202 | 1.388843 | 2.485677
C | -8.419992 | -1.57867 | -1.262592 H | 11.465473 | 2.108434 | 2.430159
H | -8.728987 | -1.580351 | -2.303235 H | 9.985885 1.705002 | 3.289558
H | -8.882076 | -2.432784 | -0.777646 H | 11.069382 | 0.423267 | 2.756625
N | -8.994761 -0.3514 | -0.632119

Tabela I.1: Matriz de coordenadas dos atomicas do composto 3 (na forma de flavilio),
optimizada pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP) em agua
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10.342943 | 2.182844 | -0.79443
10.785706 | 0.018181 | -2.410483
10.33846 0.708667 | -3.130752
11.833442 | 0.305915 | -2.284828
10.758891 | -0.984788 | -2.839169
9.107671 2.598231 | 1.610433
10.089102 | 3.024883 | 1.835306
8.552169 3.338856 | 1.028092
8.580624 2.443223 | 2.553046
-7.855466 | 1.289884 | -1.284262
-6.903569 | 0.939061 | -1.696086
-8.190677 | 2.111109 | -1.924946
-8.909151 | 0.187596 | -1.377908
-9.082297 | -0.086617 | -2.418709
-9.860182 | 0.509611 | -0.95335
-8.50801 -1.059584 | -0.655008
-7.557375 | -1.852857 | -1.203045
-9.092497 | -1.372699 | 0.524303
-7.141902 | -3.011718 | -0.565895
-7.151064 | -1.537296 | -2.153348
-8.726622 | -2.516116 | 1.220368
-9.852114 | -0.695202 | 0.886383
-7.740087 | -3.330638 | 0.657919
-7.433728 | -4.230957 | 1.178785
-6.092218 | -3.892352 | -1.181013
-5.262052 | -4.047287 | -0.486623
-6.507143 | -4.875147 | -1.422925
-5.692108 | -3.458748 | -2.098808
-9.378582 | -2.856877 | 2.529935
-9.891921 | -3.820514 | 2.466863
-8.631883 | -2.932854 | 3.325188
-10.109837 | -2.101547 | 2.821971
0.254628 | -1.252427 | -0.22083
0.105746 | -2.212896 | -0.298623
-1.113965 | 2.778077 | 0.106405
-0.362111 | 1.522373 | 0.003487
-0.88905 0.587888 | -0.091654
0.986674 1.545191 | 0.013324
1.445811 2.527967 | 0.106458
-0.521289 | 3.885572 | 0.185187

4.298043 | -0.211266 | -0.16483
3.30441 0.75396 | -0.071303
1.934058 | 0.447018 | -0.088008
1.591958 | -0.919173 | -0.205159
2.568357 | -1.899625 | -0.302042
3.918552 | -1.550275 | -0.283353
5.336017 | 0.089035 | -0.143831
3.594066 | 1.794979 | 0.020026
2.302751 | -2.945702 | -0.395782
-2.598526 | 2.748624 | 0.107275
-3.349591 | 1.568673 | 0.125726
-3.285496 | 3.974988 | 0.093684
-4.742251 | 1.598979 | 0.127419
-2.86469 | 0.601744 | 0.145442
-4.6666 4.019975 | 0.092389
-2.705235 | 4.888833 0.08286
-5.401897 | 2.828349 | 0.109457
-5.286919 | 0.66509 0.141929
-5.202674 | 4.960498 | 0.079832
4.794752 | -2.611177 | -0.397738
-6.774148 | 2.984477 | 0.115626
6.232444 | -2.398494 | -0.364148
6.645478 | -3.279419 | -0.857306
6.493653 | -1.518513 | -0.959138
-7.660313 | 1.832494 | 0.127754
-8.599306 | 2.22023 0.525204
-7.28173 1.07647 0.822169
6.724806 | -2.304175 | 1.076312
6.283754 | -1.435321 | 1.575537
6.375108 | -3.188812 | 1.617104
8.246748 | -2.27123 | 1.205278
8.541488 | -2.32039 | 2.253571
8.70775 | -3.112482 | 0.687458
8.84979 | -1.025087 | 0.637953
9.505189 | -1.070523 | -0.544806
8.721211 | 0.132326 | 1.328774
10.058864 | 0.075734 | -1.097363
9.576297 | -2.035129 | -1.026178
9.249854 1.31688 0.8399
8.196154 | 0.078002 | 2.271846
9.919187 | 1.271463 | -0.387715

OZTOTON0ON0ZIITOIIOIIOIIOOCOOIIONOIONOIONONOOIT T ITOOOOON
OZIOITONO IO I I ITOIITIITIOIOIOIOOOZIIOIIOIIIONOI I IOT

Tabela I.2: Matriz de coordenadas dos atomicas do composto 3 (na forma de chalcona),
optimizada pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP) em agua
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IO I TOIOITOIOONZIIOIITIOITOOO0O I IOITOIOOOOITOOIOI I ITIOOOOON

9.671805
8.788569
7.394315
6.956471
7.818824
9.186355
6.723878
10.732523
9.156422
6.412624
7.451204
4.656114
5.069684
4.332571
3.305155
2.211279
3.053534
0.911296
2.365286
1.762661
3.883546
0.682787
0.090569
1.554822
5.601296
9.986154
11.443465
11.774328
11.774318
11.933526
11.568291
11.508944
13.452899
13.738645
13.843264
14.156804
14.810855
14.12127
15.461337
14.803016
14.748136
13.589864
15.418797
15.920161
16.184997
15.754941
17.239795
16.130403
14.706994
15.718136

0.564026
1.610797
1.380661
0.044866
-1.025147
-0.761641
3.422633
0.767815
2.62599
2.388558
-2.037681
0.743927
2.075952
2.856827
0.248474
1.123823
-1.134643
0.648069
2.188332
-1.613516
-1.820161
-0.725903
1.343347
-2.669199
-0.219207
-1.860235
-1.762513
-2.746016
-1.020947
-1.4723
-0.499329
-2.223411
-1.544116
-1.443938
-2.494692
-0.461845
-0.756691
0.801537
0.231888
-1.790466
1.840774
0.950496
1.536648
2.329441
-0.102617
0.4443
0.176989
-1.169118
3.239802
3.609751

-0.111574
-0.237782
-0.260807
-0.148031
-0.022487
-0.006576
-0.475566
-0.091011
-0.318293
-0.387557
0.05862
-0.284238
-0.400249
-0.496931
-0.272668
-0.403983
-0.125819
-0.390245
-0.52004
-0.110231
-0.023679
-0.242108
-0.493901
0.002474
-0.164189
0.110535
0.129592
-0.204511
-0.602098
1.543041
1.887796
2.2156
1.687874
2.734885
1.323658
0.932568
-0.214726
1.4188
-0.93914
-0.527819
0.749114
2.347917
-0.44044
-0.984425
-2.21204
-3.055822
-2.141446
-2.43561
1.293475
1.484932

ITIITOITITITOIZIOITOITONONZIITIOIIOIIOOIIOIOINOONNO0O I IO IO ITOOIT

14.238227
14.144174
-0.556284
-1.751863
-1.716291
-1.774122
-2.931181
-2.839344
-2.917831
-4.25344
-4.3223
-4.390282
-5.2873
-6.617063
-7.548642
-7.043408
-8.905703
-7.188805
-8.409689
-6.335475
-9.333028
-9.638919
-8.756594
-10.704934
-11.40669
-11.296279
-10.968065
-12.860963
-13.248019
-12.918577
-13.701839
-13.673745
-13.355879
-15.130317
-15.548097
-15.970815
-16.859958
-14.812763
-17.296533
-15.555251
-17.728967
-18.761166
-17.320525
-16.512073
-17.690281
-18.138457
-18.226013
-18.623537
-17.719848
-19.076278

3.919265
3.28981
-1.293829
-0.46595
0.062567
0.268407
-1.416891
-2.168465
-1.93957
-0.686718
-0.187808
0.06454
-1.69862
-1.324055
-2.360976
-0.012728
-2.086993
-3.369617
0.255982
0.799889
-0.776158
-2.88081
1.267741
-0.511673
-0.117442
-0.902702
0.807005
0.077896
-0.860019
0.833293
0.510426
-0.232151
1.459418
0.690833
1.898252
-0.367413
2.092225
2.689947
-0.248836
-1.294088
0.998872
1.12166
3.435434
4.167834
3.366198
3.813236
-1.4263
-1.669665
-2.311004
-1.206327

0.57606
2.226768
-0.214781
-0.349609
-1.307628
0.461913
-0.277093
-1.066291
0.6835
-0.431657
-1.405174
0.354659
-0.326247
-0.437418
-0.328423
-0.648283
-0.427148
-0.168733
-0.748487
-0.739116
-0.64052
-0.350915
-0.921704
-0.785466
0.430399
1.186957
0.823393
0.039876
-0.370226
-0.749715
1.240079
2.038575
1.651148
0.853268
0.408117
0.918111
0.002269
0.390669
0.529167
1.286817
0.0694
-0.23933
-0.487228
-0.466016
-1.514121
0.132607
0.605928
-0.383433
0.995336
1.257546

Tabela 1.3: Matriz de coordenadas dos atdficas do composto 4 (na forma de flavilio),
optimizada pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP) em agua
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9.320796
8.010268
6.947612
7.268472
8.570781
9.596350
10.095228
7.791320
8.812390
1.939060
1.852351
0.759511
0.629669
2.738652
-0.473738
0.826619
-0.538140
0.553589
-1.362619
10.846152
12.004943
12.706642
11.734421
-11.172059
-10.717848
-11.460138
12.600551
11.876174
12.809140
13.914496
14.357237
14.638586
13.735487
14.117216
13.184284
13.946000
14.559590
12.984685
12.918199
13.372825
13.229380
14.366617
13.505230
15.085967
14.828183
12.379725
13.084794
11.482439
12.103516
-12.357134
-12.757853

-0.277694
-0.002020
-0.890529
-2.110975
-2.405857
-1.493016
0.445939
0.940949
-3.340509
-1.275763
-2.638827
-0.596519
-3.290550
-3.208252
-1.235093
0.453649
-2.593116
-4.342531
-0.671712
-1.891518
-1.031428
-1.365486
0.006724
2.000014
2.561805
1.009769
-1.211107
-0.920800
-2.274567
-0.458866
-0.719408
-0.700161
1.026434
1.743422
1.623974
3.119919
1.193679
2.995304
0.980330
3.735570
4.810329
3.909350
4.406179
4.684930
3.270967
3.653445
4.358852
4.214649
2.920489
2.747907
2.181476

-0.259300
0.106541
-0.124390
-0.760231
-1.136157
-0.890003
-0.049891
0.595268
-1.627535
0.676311
0.348317
1.004566
0.351203
0.101277
1.004036
1.259728
0.677865
0.107259
1.252752
-1.321029
-1.145712
-1.911254
-1.359373
-0.616631
0.208283
-0.245177
0.246495
1.014388
0.397137
0.451929
1.413173
-0.326666
0.439416
-0.642598
1.522310
-0.682104
-1.460740
1.555710
2.348745
0.433899
0.431870
-1.888676
-2.344192
-1.612066
-2.643598
2.762588
3.211604
2.487816
3.522167
-1.202950
-2.049222

¢
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-12.008191
-13.460304
-14.241068
-13.073924
-14.116882
-14.939367
-13.878013
-15.561638
-15.083775
-14.464270
-13.217404
-15.309799
-15.784217
-16.475200
-16.092003
-17.471260
-16.578110
-14.196172
-15.118142
-13.801770
-13.474341
6.246057
6.551449
3.215014
4.444739
4.403090
5.617182
5.572246
3.222487
-1.697214
-2.983421
-3.613898
-2.885513
-3.554838
-2.880088
-3.643088
-4.918919
-4.860627
-5.635820
-5.365954
-10.223504
-6.597764
-6.965314
-7.448428
-8.174839
-6.288429
-8.671934
-7.185222
-9.033288
-8.475705
-9.318874

3.705899
3.048583
3.658196
3.589273
1.807950
1.115212
1.397313
-0.047071
1.517094
0.241991
2.011323
-0.475095
-1.380432
-0.811545
-1.821444
-0.907841
-0.318599
-0.207410
-0.203582
-1.227071
0.442335
-3.003236
-3.816040
-0.518567
-1.148978
-2.130376
-0.487750
0.499250
0.659823
-3.340550
-2.728526
-3.568561
-2.060036
-2.016115
-1.219660
-2.731631
-1.416388
-0.661756
-2.186925
-0.797044
1.856987
-0.155542
0.408616
-0.051792
1.069334
0.316419
0.617685
-0.479708
1.175102
1.511220
0.689388

-1.599805
-0.191754
-0.647199
0.672267
0.326743
-0.495726
1.593254
-0.067716
-1.488414
2.090741
2.188087
1.240087
1.602024
-0.982410
-1.154218
-0.541646
-1.950287
3.498664
4.087187
3.510833
3.995841
-1.000666
-1.444470
0.706766
0.212248
-0.230164
0.300964
0.758221
1.149463
0.661107
0.964606
1.258091
1.825711
-0.254617
-0.583092
-1.077291
0.036614
0.829883
0.344453
-1.195500
-1.700225
-1.218821
-2.446201
-0.124039
-2.571916
-3.286369
-0.250928
0.833930
-1.471702
-3.513604
0.613165

©

4

Tabela 1.4: Matriz de coordenadas dos atémicas do composto 4 (na forma de chalcona),
optimizada pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP) em agua
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Figura I.11: Cromatograma obtido para o composto 3 através de LC-MS. A esquerda o
cromatograma de ides totais, obtido através dos dados de massa. A direita o cromatograma

em funcao da absor¢ao a 380nm. Embora tenha seguida a 460nm, nao revelou nenhum
pico.

85



ANEXO I.
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Composto 3
Espectro de massa da amostra aos 22,99 minutos
Modo positivo
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Figura I.12: Espectro de massa do composto 3 obtido pelo analisador aos 22,99 minutos
de eluicao em modo positivo.
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Figura 1.13: Espectro de massa do composto 3 obtido pelo analisador aos 22,99 minutos
de elui¢ao em modo negativo.
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Figura I.14: Espectro de massa do composto 3 obtido pelo analisador aos 24,80 minutos
de elui¢ao em modo positivo.
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Figura I.15: Espectro de massa do composto 3 obtido pelo analisador aos 24,80 minutos
de elui¢ao em modo negativo.
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Figural.16:

7452

Composto 3
Amplificagdo do espectro de massa
54 da amostra aos 24,80 minutos
Modo negativo

7432

7442
746.0

0 50 680 700 720 7ho 750

Amplificacao do espectro de massa do composto 3 obtido pelo analisador aos

24,80 minutos de elui¢ao em modo negativo.

Excitation energies and oscillator strengths:

Excited
142

State
-»143

1: 2.7080 eV 457.85 nm f=1.3975

Singlet-A <5%%2>=0.000

@.69170

This state for optimization and/or second-order correction.

Total Energy, E(TD-HF/TD-KS) =

Copying

Excited
139
148
141

Excited
139
148
149
142

Excited
139
139
148
141
141

Excited

141
142

Figura 1.17:

-1690.816084812

the excited state density for this state as the 1-particle RhoCI density.

State 2: Singlet-A 3.7768 eV 328.28 nm §=0.0277 <5%*2>=0.000
-»143 -9.28528

-»143 8.18323

-»143 8.65302

State  3: Singlet-A 4.2905 eV 288.98 nm f=0.0106 <S5**2>=0.000
->143 0.15020

-»143 8.65065

-»146 9.13127

-»158 8.12012

State 4: Singlet-A 4.5061 eV 275.14 nm £=0.1882 <5%**2>=0.000
-»143 0.60829

->146 -9.18222

-»143 -0.12986

->143 0.21141

->146 8.13544

State 5: Singlet-A 4.9918 eV 248.37 nm f=0.0971 <5%*2>=0.000
-»143 -9.18928

->146 8.66969

Transicoes electronicas calculadas para o composto 3 (na forma de flavilio),

pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP) em agua.
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C | -3.746243 | -2.305027 | -0.197196 C | -7.157159 | 3.014719 | 0.095722
C | -2.653023 | -2.719363 | 0.523507 C | -8.753575 | 1.467103 | 1.743033
C | -1.380534 | -2.140165 | 0.319847 H | -9.042495 | 0.304222 | -0.055706
C | -1.280389 | -1.118856 | -0.668781 C | -7.295481 | 3.390988 | 1.419509
C | -2.36917 | -0.690515 | -1.384014 H | -6.560034 | 3.573039 | -0.605391
C | -3.621562 | -1.26442 | -1.149481 C | -8.102662 | 2.597354 | 2.237056
H | -0.266446 | -3.297988 | 1.772748 H | -8.228972 | 2.867951 | 3.275807
H | -2.751771 | -3.51555 | 1.244397 C | -9.625521 | 0.614525 | 2.618071
C | -0.215621 | -2.526983 | 1.021946 H | -9.051446 | 0.199862 | 3.445818
H | -2.277637 | 0.093122 | -2.117491 H | -10.437904 | 1.20268 3.042836
C | 1.09108 | -0.904054 | -0.233548 H | -10.06213 | -0.212094 | 2.063368
C | 0.992337 | -1.904317 | 0.729918 C | -6.605373 | 4.613843 | 1.949349
H | 1.880088 | -2.200558 | 1.263276 H -7.33308 5.341458 | 2.306908
C | 2.250338 | -0.18901 | -0.642834 H | -5.957504 | 4.357854 | 2.786692
C | 3.537256 | -0.465379 | -0.085142 H | -5.997314 | 5.093108 | 1.186493
C | 2.154815 0.83328 | -1.637701 C 7.268841 2.571081 | -0.344077
C | 4.65045 0.219591 | -0.493756 H | 6.662308 2.258113 | 0.505653
H | 3.648131 | -1.225748 | 0.671136 H | 6.998037 3.604146 | -0.559019
C | 3.266233 | 1.516641 | -2.044231 C 8.749009 2.562559 | 0.030091
H | 1.192528 | 1.055939 | -2.066044 H 8.93888 3.279962 | 0.822195
C | 4.530075 | 1.217264 | -1.487179 H | 9.372073 2.83235 | -0.816945
H | 5.604932 | -0.013398 | -0.052012 N | 9.219305 1.229937 | 0.516859
H | 3.211959 | 2.287219 | -2.796748 C 8.81881 0.80616 1.737922
O | -0.068692 | -0.512164 | -0.925176 C | 10.035744 0.47822 | -0.255101
O | -4.636716 | -0.811573 | -1.937125 C 9.223888 | -0.419235 | 2.234035
O | 5.561019 | 1.936936 | -1.977109 H | 8.182376 1.472188 | 2.295892
C | -5.934976 | -0.342185 | -1.411679 C | 10.480624 | -0.760189 | 0.175992
H | -6.684157 | -1.088553 | -1.658124 H | 10.320367 | 0.892569 | -1.207278
H | -5.866149 | -0.240001 | -0.331102 C | 10.059878 | -1.197883 | 1.431325
C | 6.954622 | 1.724787 | -1.568487 H | 10.39328 | -2.159855 | 1.79403

H | 7.526137 | 2.052729 | -2.430178 C 8.78071 -0.88429 | 3.590333
H | 7.128284 | 0.661788 | -1.415332 H | 8.225812 | -1.818621 | 3.514435
C | -6.205907 | 0.978984 | -2.10511 H 9.63977 -1.063148 | 4.235694
H | -5.433233 | 1.698074 | -1.835069 H | 8.141659 | -0.150642 | 4.075118
H | -6.136267 | 0.82718 | -3.181783 C | 11.388434 | -1.591136 | -0.682822
C | -7.592761 | 1.547753 | -1.820201 H | 12.341118 | -1.761507 | -0.182672
H | -7.759441 | 2.44564 | -2.407383 H | 10.943602 | -2.564643 | -0.884209
H | -8.372948 | 0.836437 | -2.072777 H | 11.589887 | -1.108181 | -1.635513
N | -7.783172 | 1.915834 | -0.383845 Br | -5.41026 | -3.230151 | 0.042066
C | -8.570026 | 1.153514 | 0.407046

Tabela I.5: Matriz de coordenadas dos atémicas da estrutura proposta como contaminagao
do composto 3 (na forma de flavilio), optimizada pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-
B3LYP) em agua
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Excitation energies and oscillator strengths:

Excited State 1: Singlet-A 2.7198 eV 455.86 nm f=1.4454 <5%*2>=0.000
159 ->160 0.68879
This state for optimization and/or second-order correction.
Total Energy, E(TD-HF/TD-KS) = -4264.39469110
Copying the excited state density for this state as the 1-particle RhoCI density.
Excited State 2: Singlet-A 3.7898 eV 327.15 nm F=0.0118 <5%*2>=0.000
157 ->160 -9.15464
158 ->160 0.66568
Excited State 3: Singlet-A 4.1989 eV  295.28 nm F=0.0062 <5**2:=0.000
156 ->160 8.64104
156 -»163 9.13886
157 ->16@ -9.20907
159 ->167 -9.11346
Excited State 4 Singlet-A A4.2759 eV 289.96 nm §=0.1924 <5%*2>-0.000
156 -»1600 8.20625
157 ->16@ 9.61340
158 ->160 9.135208
158 ->163 -8.12049
159 ->163 -0.15837
Excited State 5: Singlet-A 4.9167 eV 252.17 nm §=0.1721 <S**2>=0.000
157 ->160 8.15587
159 -3163 8.66276

Figura 1.18: Transicoes electronicas calculadas para a estrutura proposta como contamina-
¢ao do composto 3 (na forma de flavilio), pelo software Gaussian09 por TDF (CAM-B3LYP)
em agua.
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Figura 1.19: Espectros resultantes dos saltos de pH efectuados para o composto 4
(12,8uM), de pH muito acido a pH neutro, para determinagao do pK e, em inset, 0 mesmo
para pHs neutros a basicos para determinagao do pK¢; [C4]=9.04uM.
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Figura I.20: Dados experimentais obtidos para o composto 4 e respectivo ajuste ao modelo
tedrico. Em inset: distribui¢ao das frac¢oes molares de cada espécie em funcao do pH, de
acordo com o modelo tedrico ajustado.
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Figura I.21: Titulagao do composto 3 (30uM), a pH =1, com SCD seguida por absorgao.
Em inset, representa-se o ajuste aos pontos experimentais (K;; = 51,4 M~! e a mesma
titulacao seguida por emissao ([C3] = 3uM, A, = 410nm) na qual nao se verificaram
mudangas significativas.
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Figura 1.22: Titulagao do composto 4 (2,1uM), a pH =1, com BCD seguida por emissao
(Aex = 450mm). Em inset, representa-se o ajuste aos pontos experimentais (Ky; = 1150M~1
e a mesma titulagao seguida por absor¢ao ([C4] = 11,4uM) na qual nao se verificaram
mudangas significativas.
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Figura 1.23: Titulagao do composto 4 (3,57uM), a pH =1, com CB7 seguida por emissao
(Aey = 415nm). Em inset, representa-se a mesma titulacao seguida por absorgao ([C4] =
6,5uM) e também os ajustes aos pontos experimentais de ambas: a vermelho os dados de
emissio e a azul os de absorcdo com Ky; =2x10°M™1, Ky; =2x103M71).
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Figura 1.24: Espectros de absorcao de varias solu¢des de composto 3 (6uM) complexado
com CB7 (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.25: Espectros de absorcao de varias solu¢des de composto 3 (6uM) complexado
com aCD (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.26: Espectros de absorcao de varias solu¢des de composto 3 (6uM) complexado
com BCD (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.27: Espectros de absorcao de varias solu¢oes de composto 4 (12uM) complexado
com CB7 (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.28: Espectros de absorcao de varias solu¢oes de composto 4 (12uM) complexado
com aCD (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.29: Espectros de absorcao de varias solu¢oes de composto 4 (12uM) complexado
com BCD (em excesso) equilibradas a varios valores de pH. Em inset, o ajuste aos pontos
experimentais que permite determinar os valores de pK; e pK,’ do complexo.
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Figura 1.30: Titulagcao do composto 3 (25,2uM)a pH = 5,9 com aCD seguida por absorcao.
Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com K;; = 1,62x 10?M ™!, K,y =

1,70x 101 ML,
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Figura I.31: Titulagao do composto 3 (26,0uM) a pH = 5,8 com BCD seguida por absorcao.
Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com K;; = 9,08 x 103M ™!, Ky, =
1,41 x10°M™1,
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Figura 1.32: Titulagao do composto 3 (19,8uM) a pH = 5,5 com CB7 seguida por absorcao.
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Figura 1.33: Titulagao do composto 4 (13,5uM)a pH = 5,8 com aCD seguida por absorcao.
Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com K;; = 2,66 x 10'!M~!, K,; =

1,14x102M7L,
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Figura I.34: Titulagcao do composto 4 (11,4uM)a pH = 5,0 com BCD seguida por absorcao.
Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com K;; = 2,00x 10°M ™!, K,y =

4,92x103M1L.
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Figura I.35: Titulagao do composto 4 (13,9uM) a pH = 6,2 com CB7 seguida por absorcao.
Em inset representa-se o ajuste aos pontos experimentais com K;; = 4,56 x 103M ™!, Ky, =

1,01 x 10*M L,
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Figura 1.36: Espectro 2D de ' H RMN, COSY do composto 3.
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Figura 1.37: Espectro 2D de 'H RMN, ROESY do composto 3 com 0,5 equivalentes de
CB7.

99






ANEXO

TRABALHOS ORIGINADOS POR ESTA TESE

Para que a ciéncia e a investigacao possam progredir, torna-se absolutamente necessario
partilhar o que aprendemos com a comunidade, pelo que, ao longo do tempo em que
foi desenvolvida esta tese, varias foram as oportunidades exploradas para essa partilha,

desde logo:

II.1 EM PAINEL

No decorrer do XXVI Encontro da Sociedade Portuguesa de Quimica que decorreu entre
24 e 26 de julho na Universidade do Porto, Portugal, foi apresentada uma comunicagao
em painel intitulada: “Nature’s inspiration in the design of a multi-responsive molecular

machine”.

I1.2 APRESENTACOES ORAIS

No ambito das Jornadas Intercalares dos Mestrados do DQ e DCV que decorreram nos
dias 14 e 15 de fevereiro na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade NOVA
de Lisboa, Monte da Caparica, Portugal, foi apresentada a comunicagao oral intitulada
“Multistate/Multiresponsive Host-Guest Complexes”.

Ainda no ambito das apresentagoes orais, foi possivel levar este trabalho ao 47° Con-
gresso Mundial de Quimica que decorreu entre 6 e 12 de Julho em Paris, por ocasiao dos
150 anos da Tabela Periddica. Foi assim dada uma palestra no simpédsio “Frontiers in
Supramolecular Materials” dirigido por Jean-Marie Lehn e Bert Meijer. A apresentagao
intitulou-se: “Using anthocyanins to create a two station rotaxane with an interchangea-
ble axle”.
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I1.3 ARTIGOS

Tendo em conta o sucesso dos resultados obtidos com o sistema do composto 2 na cri-
acao de um pseudo-rotaxano fotocomutavel, foi redigido e submetido para publicacao
um artigo intitulado “A Pseudorotaxane Formed from a Cucurbit[7]uril Wheel and a
Bioinspired Molecular Axle with pH, Light and Redox-Responsive Properties”. A data
de submissao desta tese, este artigo encontra-se publicado na revista Pure and Applied
Chemistry sob o DOI: 10.1515/pac-2019-0225.
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